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Abreviaturas

A — Absorvéncia;

ATCC — Colecdo americana de culturas tipo, do inglés “American Type Culture
Collection”;

AAl-Atividade anti-inflamatodria

Aan-Atividade analgésica

CCMI — Colegdo de culturas de microrganismos industriais (LNEG e INRB, Portugal);
CL50-Concentracao Letal 50

CMI = Concentragao Minima Inibitdria, do inglés “Minimum Inhibitory Concentration”;
DL50-Dose Letal 50

DMSO-Dimetilsulféxido

DNA — Acido desoxirribonucleico, do inglés “Deoxyribonucleic Acid”;

EC50 — Concentracdo efetiva 50% (Concentracao efetiva de um composto que provoca
um efeito inibitério de 50% no crescimento de uma determinada populacao
microbiana);

EDTA — Acido etilenodiamina tetra-acético, do inglés “Ethylenediamine Tetraacetic
Acid”;

g — Aceleragao gravitica;

HPLC — Cromatografia liquida de elevada eficiéncia, do inglés “High Performance Liquid
Cromatography”;

IUPAC — Unido internacional de quimica pura e aplicada, do inglés “Internacional Union
of Pure and Applied Chemistry”;

LC-MS — Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa, do inglés “Liquid
Chromatography Mass Spectrometry”;

NA — Meio agar nutriente, do inglés “Nutrient agar”

NB — Meio caldo nutriente, do inglés “Nutrient broth”

NCCLS-National Committee for Clinical Laboratory Standards

OCDE-Organizacdo para a Cooperacao e Desenvolvimento Econdmico

pH — Potencial de Hidrogénio;

RNA — Acido ribonucleico, do inglés “Ribonucleic Acid”;

ROS-Espécies reativas de oxigénio

rpm — Rotagdes por minuto;

SDA — Meio de Sabouraud dextrose agar

SDB — Caldo de Sabouraud dextrose

SNC-Sistema Nervosa Central

UV — Ultravioleta;

UFC — Unidade formadora de coldnias;

VIS — Visivel;

A — Comprimento de onda;

Xl
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Unidades

%-percentagem

cm; mm; um - Centimetro; milimetro; micrometro;

kg; g; mg; ug — Quilograma; grama; miligrama; micrograma;
h; min; s - Horas; minutos; segundos;

L; mL; yL - Litro; mililitro; microlitro

M; mM; uM - Molar; milimolar; micromolar

N — Normal

°C-Graus Celsius

Xl



Resumo

Caracterizacao quimica e actividade biologica dos dleos essenciais e
extractos aquosos de algumas Lavandula spp. do Sul de Portugal

No presente trabalho estudaram-se trés espécies do género Lavandula, do sul
de Portugal: L. luisieri e L. pedunculata (Alentejo) e L.viridis (Algarve), com vista
caraterizar a composicao quimica dos dleos essenciais das diferentes espécies, parte
vegetativa (folha) e espiga floral, e dos respetivos extratos de hidrodestilacdo, e avaliar
as propriedades antioxidante, antimicrobiana, toxicoldgica, analgésica e anti-
inflamatdria de alguns dos seus 6leos essenciais e extratos aquosos, mais promissores.

Os resultados mostraram importantes diferencas na composi¢cdo quimica dos
dleos essenciais, quanto a diversidade e a proporcdo dos seus constituintes. Os dleos
essenciais e hidrolatos, em estudo, apresentaram importantes propriedades
antioxidantes e antimicrobianas. Os estudos toxicologicos e farmacolégicos mostraram
gue os Oleos apresentaram citotoxicidade em Artemia salina, apresentaram valores de
DLsg muito superiores a 2000 mg/kg em ratinhos Swiss, e que possuem importantes
propriedades analgésicas e anti-inflamatéria.

Estes resultados sugerem o seu potencial uso para aplicacdes farmacoldgicas

como agentes nutracéuticos e/ou fitoterapéuticos.

Palavras-chave: L .stoechas subsp. luisieri; L. pedunculata; L. viridis; 6leos essenciais;
extratos aquosos; composicdo quimica; atividade antioxidante; atividade

antimicrobiana; toxicidade aguda; atividade analgésica; atividade anti-inflamatéria



Abstract

Chemical characterization and biological activity of essential oils

and aqueous extracts of some Lavandula spp. South of Portugal

The aim of present work was to develop a set of studies of three species of the
genera Lavandula, at the South of Portugal: L. luisieri e L. pedunculata (Alentejo) e
L.viridis (Algarve), in order to characterize the chemical composition of the essential
oils (leaves and flowers) and to evaluate the antioxidant, antimicrobial, toxicological
and pharmacological properties of selected essential oils and aqueous extracts.

Results show important differences in chemical composition of essential oils,
both in diversity as the proportion of their constituents. Essential oils and aqueous
extracts of different Lavandula spp. showed important antimicrobial and antioxidant
properties. Pharmacological studies have shown that essential oils showed cytotoxicity
against Artemia salina, low acute toxicity, with LD50 >> 2000 mg/kg for mice, and
important analgesic and anti-inflammatory properties.

These results suggest their potential use for pharmacological applications as

nutraceutical and/or phytotherapeutic agents.

Keywords: L. stoechas subsp. luisieri; L. pedunculata; L. viridis; essential oils; aqueous
extracts ; chemical composition; antioxidant activity; antimicrobial activity; analgesic

activity; anti-inflammatory activity



1 Introdugao

1.1 Plantas Aromaticas

As plantas sdao uma fonte importante de produtos naturais biologicamente
ativos, nomeadamente, alcaloides, flavonoides, cumarinas, terpendides, muitos dos
guais se constituem modelos para sintese de um grande numero de farmacos. Até
meados do século XIX, os principais agentes terapéuticos eram constituidos por
produtos a base de plantas. Atualmente, os compostos obtidos a partir de plantas
desempenham um papel relevante na medicina e nossa dieta (Camejo-Rodrigues et al.
2003), sendo cada vez mais usadas a par dos medicamentos convencionais, ou até
mesmo como seus substitutos, com fins curativos ou preventivos (Mendes et al. 2010;
Roura et al. 2010), devido a grande variedade de efeitos que produzem. Destas, as
plantas aromaticas sdo cada vez mais usadas como agentes terapéuticos, cosméticos e
aditivos alimentares, a par de produtos de sintese industrial, com aplicagdao na
Fitoterapia. A Organizacdo Mundial da Saude estima que mais de 80% da populacdo
mundial recorre a produtos a base de extratos de plantas e/ou dos seus componentes
ativos para diversos fins, inclusive os cuidados de saude (Ssegawa et al. 2007;
Krishnaiah et al. 2010).

As plantas aromaticas caracterizam-se por possuirem, em estruturas
especializadas, déleos essenciais. Estes sdo compostos volateis pertencentes a varios
grupos quimicos e resultam dos seus processos metabdlicos, nomeadamente o
metabolismo secundario. Os déleos essenciais, apesar de serem praticamente insoluveis
na agua, podem ser arrastados pelo vapor de dgua (Dixon 2005; Cunha et al. 2007). Os
Oleos essenciais e extratos aquosos obtidos a partir de varias plantas ganharam,
recentemente, popularidade e interesse cientifico. Muitas plantas tém sido utilizadas
para diferentes fins, tais como, aditivos alimentares, medicamentos e perfumes (Tepe
et al. 2005).

O crescente interesse pelo uso destes produtos justifica o aprofundamento do
conhecimento cientifico a seu respeito, a par do saber e praticas tradicionais, de modo

a permitir uma utilizagao adequada, eficaz e segura dos mesmos.

Caracterizacdao quimica e atividade biolégica de Lavandula spp.
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O metabolismo, conjunto de reagGes quimicas que ocorrem no interior das
células e permite transformar e converter compostos organicos em energia sob a
forma de ATP, é uma das caracteristicas dos seres vivos e encontra-se, geralmente,
dividido em metabolismo primario e metabolismo secundario. Nas plantas, os
metabolitos primdrios englobam os sistemas bioquimicos de manutengdo,
fundamentais para o desenvolvimento das plantas. Os metabolitos secundarios sao
mais especificos de plantas correlacionadas, de uma mesma espécie ou de um género,
e sdo responsaveis por um conjunto de reacdes quimicas que desempenham funcgGes
de sobrevivéncia, protecdo, reproducdo e competicdo ambiental (Taiz et al. 2002;
Dixon 2005; Aharoni et al. 2011).

Alguns estudos referem que os metabolitos exercem func¢des ecoldgicas
importantes nas plantas: protegem as plantas contra herbivoros e microrganismos
patogénicos e funcionam como atrativos para agentes polinizadores (Taiz et al. 2002;
Hartmann 2007). Na Figura 1 encontra-se representado os produtos resultantes do

metabolismo vegetal.

Metabolismo Ty + HO
primario -
Froteina
e MHy
Folisaciridos v

Acucares simples

. \ Aminoacidos
Lipideos aromaticos

Acetil Cos

Acidos Aminodcidos

alifaticos
Gordos

Policétido Fensis

Metabolismo

Terpenos Alcaloides
secundario

Figura 1 -Esquem representativo do metolismo nas células vege.
Adaptado de Prats, 2007

Todo o metabolismo vegetal esta condicionado aos processos fotossintéticos,
donde resultam as substancias do metabolismo primario das quais derivam os
metabolitos secundarios. A glicdlise é a via metabdlica pelo qual se formam quase

todos os metabolitos primarios e secundarios. As substancias do metabolismo




SRS/

4
= 2}
jos) s}
%Evo@ Caracterizacdao quimica e atividade biolégica de Lavandula spp.

primario, glucidos, aminoacidos, acidos nucleicos, lipidos e fontes de energia (ATP e
NADPH), fazem parte da atividade celular de praticamente todos os seres vivos, desde
os organismos unicelulares até o homem. A glicose, ao ser convertida em 4cido
piravico pode entrar na via do acido chiquimico para formar todos os metabolitos
secundarios aromaticos (por ex.: alcaloides inddlicos, quinolinicos, cumarinas e taninos
hidrossoluveis). Se o acido pirdvico ndo seguir esta via, € oxidado a aceti-coenzima A
(acetil-CoA). A acetil-coA pode seguir trés vias distintas: a via do 4cido citrico formando
alcaloides pirrolidinicos, tropanicos, pirrolizidinicos, piperidinicos e quinolizidinicos; a
via do acido mevaldnico originando terpenoides e esterdis; e a via da condensagao do
acetato formando os metabolitos secundarios derivados do acetato, nomeadamente
as acetogeninas. As antraquinonas, flavondides e os taninos condensados resultam da
combinacdo de uma unidade do acido chiquimico e uma ou mais unidades do acetato
ou derivados destes (Hartmann 2007; Aharoni et al. 2011).

Os metabolitos secunddrios, compostos derivados biologicamente dos
metabolitos primarios, além de desempenharem um importante papel na adaptacdo
das plantas ao seu ambiente, representam uma fonte importante de substancias
farmacologicamente ativas (Bourgaud et al. 2001). A sua producdo é frequentemente
baixa (menos de 1% do peso seco) e depende muito do estdgio fisiolégico e de
desenvolvimento da planta. Muitos metabolitos secundarios apresentam uma
estrutura Unica e complexa e a sua producdo é frequentemente reforcada pelas
condicbes de stress bidtico e abidtico (Oksman-Caldentey et al. 2004; Kirsi-Marja
Oksman-Caldentey 20004) .

Os metabolitos secundarios apresentam estruturas diversas,
farmacologicamente ativos e com potencial terapéutico e fitoterapéutico
(Venkataramanan et al. 2006). Os metabolitos secundarios podem ser agrupados em
trés classes principais: alcaloides, compostos fendlicos e terpenos (terpenoides)

(Rattan 2010).
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1.1.1 Alcaloides

Os alcaloides sdao compostos organicos ciclicos que possuem pelo menos um
atomo de azoto no seu anel. Os alcaloides sdo sintetizados no reticulo endoplasmatico
e derivam de aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina - derivados do &acido
chiguimico) e também de aminoacidos alifaticos (ornitina, lisina). A maioria possui
caracter basico, podendo ser encontrados em grandes quantidades em muitos
membros das familias Berberidaceae, Fabaceae, Solanaceae, e Ranunculaceae (Rattan
2010). Estes compostos apresentam propriedades bactericidas e inseticidas em baixas
concentragdes e também téxicos para os vertebrados. Muitos alcaloides sao venenos
poderosos e alguns sao empregues na medicina pela agao especifica que exercem. O
seu modo de agdo varia consoante o grupo a que pertence, no entanto a sua atividade
bioldgica principal é inibir o enzima acetilcolinesterase, afetando os recetores de
acetilcolina no sistema nervosa central. Uma das principais caracteristicas dos
alcaloides é a sua capacidade para atravessar a barreira hematoencefélica, podendo

afetar, também, os canais de sédio da membrana dos neurdnios (Rattan 2010).

1.1.2 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos caracterizam-se pela presenga de um grupo hidroxilo
ligado a um anel de benzeno ou a outras estruturas complexas do anel aromatico por
exemplo, catecol, resorcinol, hidroquinona. Derivam de diferentes vias metabdlicas,
constituindo um grupo bastante heterogéneo do ponto de vista metabdlico. No
entanto, existem duas vias metabdlicas principais: a via do acido chiquimico e a via do
acido mevaldnico. Estes compostos variam de fendis simples (encontrados no éleo
essencial de Pinus sylvestris) para polifendis, como antocianinas e taninos (Rattan
2010), sendo subdivididos em dois grupos principais: os acidos fendlicos e os
flavonoides. Os acidos fendlicos sdo, estruturalmente fendis simples que incluem dois
grupos: os acidos hidrocinamicos e os dacidos hidroxibenzoicos. Os flavonoides
representam um dos grupos fendlicos mais importantes e diversificados de origem
natural, sendo-lhes atribuidas varias propriedades bioldgicas, entre as quais a

capacidade antioxidante (Ghasemzadeh et al. 2011).
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1.1.3 Terpenos

Os terpenos sao amplamente utilizados na industria alimenticia, farmacéutica e
perfumaria, bem como em uma ampla gama de aplicagdes farmacoldgicas. Incluem o
maior grupo de produtos naturais a partir de plantas que compreende os dleos
essenciais, aromas, fragrancias e pigmentos vegetais lipossollUveis. Estes compostos
sdo hidrofdbicos, normalmente armazenado em instalacdes em ductos de resina, éleo
ou células tricomas glandulares. Sao derivados de unidades de isopreno de 5 carbonos,
tais como hemiterpenos C5, monoterpenos C10, sesquiterpenos C15, diterpenos, C20,
sesquiterpenos, C25, triterpenos, C30, tetraterpenos C40 e politerpenos C50 ou mais.

As misturas de terpenos contendo compostos com diferentes propriedades

fisicas podem ser mais téxicos com maior persisténcia de defesas (Rattan 2010).

1.1.4 Oleos essenciais

Os oleos essenciais, metabolitos secundarios das plantas aromaticas
contribuem para uma importante fonte de compostos bioativos com aplicacdo em
Fitoterapia. Sdo compostos complexos volateis caracterizados por um odor forte e sdo
ricos em compostos terpénicos, nomeadamente monoterpenos (C10) e sesquiterpenos
(C15), apesar de diterpenos (C20) também poderem estar presentes, bem como uma
variedade de hidrocarbonetos alifaticos de baixo peso molecular, acidos, dlcoois,
aldeidos, ésteres aciclicos ou lactonas e, excecionalmente, compostos contendo azoto
(N) e enxofre (S), cumarinas e homologos de fenilpropandides (Benchaar et al. 2008).
Geralmente, os principais constituintes dos Oleos essenciais sdo os principais
monoterpenos oxigenados, hidrocarbonetos monoterpénicos, hidrocarbonetos
sesquiterpénicos e sesquiterpenos oxigenados, no entanto também se pode encontrar
em pequenas percentagens compostos derivados do benzeno e alguns ésteres nos

oleos essenciais (Chiang et al. 2010).
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Figura 2— Alguns compostos presentes nos 6leos essenciais.
Adaptado de Nagegowda, 2010

Os oleos essenciais sdao extraidos de varias plantas aromaticas geralmente
localizadas em paises de clima temperado para quente como os Mediterrdnicos e os
paises tropicais, onde representam uma parte importante de uma farmacopeia
tradicional.

Os oleos essenciais desempenham um papel importante na protecdo das
plantas como agentes antibacterianos, antivirais, antifingicos, inseticidas e também
contra herbivoros, reduzindo o seu apetite para essas plantas. Estes compostos
também podem atrair alguns insetos que favorecam a dispersdo do pélen e sementes,
ou repelir outros indesejaveis.

Alguns 6leos essenciais, dependendo da sua composicdo, parecem apresentar
propriedades medicinais particulares que tém sido reivindicadas para a cura de uma ou
outra disfuncdo de Orgdo ou desordem sistémica, nomeadamente atividade
antibacteriana, antiviral, antifingica, efeito sedativo, antiespasmddico e/ou anti-
inflamatdrios. Além disso, algumas composicGes de déleos essenciais podem inibir as
funcdes metabdlicas de microrganismos, ou seja, crescimento e reproducao
(Bernardo-Gil et al. 2002; Bakkali et al. 2008; Benchaar et al. 2008). Alguns estudos
referem que os 6leos essenciais e seus componentes volateis sao usados para prevenir
e tratar doengas humanas como cancro e doengas cardiovasculares (aterosclerose e

trombose) (Chiu et al. 2009; Chiang et al. 2010).

Caracterizacdao quimica e atividade biolégica de Lavandula spp.



O Alentejo é uma zona muito rica em plantas aromaticas, muitas das quais
nativas da regido e outras cultivadas, muito utilizadas pelas populages. Os estudos
etnobotanicos estao normalmente associados a estudos etnofarmacoldgicos com vista
a conhecer as aplicagdes e uso dos farmacos de origem natural associados aos

sistemas tradicionais da Medicina.

1.2 Lavandula spp.

As plantas do  género

Lavandula L. pertencem a familia

Taxonomia
Labiatae e compreendem cerca de

Reino: Plantae

trinta e duas espécies, além das . .
P Divisdao: Magnoliophyta

Caracterizacdao quimica e atividade biolégica de Lavandula spp.

espécies hibridas. Algumas Lavandula Subdivisdao: Magnoliophytina (Angiospermae)

spp., conhecidas vulgarmente por Classe: Magnoliopsida

. oo s Sub-classe: Asteridae
rosmaninho, apresentam dificil

Ordem: Lamiales

classificacdo taxonémica devido a sua Familia: Labiatae (Lamiaceae)
capacidade de  hibridizagdo e Género: Lavandula
diversidade morfolégica e sdo das
plantas aromaticas e medicinais mais populares e de grande importancia econémica.
Estas plantas tém sido usadas tradicionalmente, tanto secas ou como 6leo essencial,
num grande numero de aplicacbes, sendo o dleo frequentemente usado na
aromaterapia, industria farmacéutica e incorporado em produtos com agradavel
fragrancia ou agente antimicrobiano (Cavanagh et al. 2002; Upson et al. 2002;
Hajhashemi et al. 2003). O seu éleo essencial é produzido, geralmente, por destilacdo,
guer da espiga floral como das folhas. No entanto, estes éleos apresentam composicdo
muito varidvel, consoante a espécie e o 6rgao da planta, sendo o dleo derivado das
flores, geralmente, mais aromatico (Cavanagh et al. 2002).

As espécies do género Lavandula, apesar de diferirem na composicao dos dleos
essenciais, tém propriedades etnobotdnicas semelhantes, sendo as espécies L.
angustifolia Mill., L. latifdlia Medik., L. stoechas L. as mais comummente usadas. A

regido sul de Portugal é rica em plantas aromaticas, entre as quais as nativas
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Lavandula luisieri (Rozeira) Rivas Martinez, L. pedunculata (Mill.) Cav., e do Algarve, L.
viridis L'Hér. Estes espécimes sdo frequentes nos sub-bosques de azinhais, sobreirais e
pinhais de pinheiro bravo, matagais, estevais e sargacais, em solos arenosos,

guartziticos, graniticos e xistosos.

1.2.1 L. luisieri ou L. stoechas subsp. luisieri

A Lavandula luisieri (Rozeira) Rivas Martinez é uma
espécie afim das alfazemas (L. angustifolia) com utilizacdo
em fitoterapia e aromaterapia, sendo vulgarmente conhecida
por rosmaninho, (Miguel et al. 2009). Morfologicamente, é
um caméfito lenhoso e tomentoso, com folhas oblongas a
lanceoladas acinzentado-tomentosas. As inflorescéncias sao
espigas cilindricas palido-purplreas ou purpura-anegradas,
curtamente pedunculadas ou sésseis. E endémica da

Peninsula Ibérica, muito comum no Sudoeste de Espanha e

no Centro e Sul de Portugal. E uma planta termdfila, tipica

dos sargacais de solos xistosos ou calcarios, bastante secos

Figura3- Fotografia de.. luisieri

(Cunha et al. 2007). Do ponto de vista biogeogréfico, trata-se ~ (PrimaveraHerdade da Mitra,
Universidade de Evor

de uma espécie de ampla distribuicdo na Bacia Mediterranica
e que alcanca grande variabilidade genética e, consequentemente, morfoldgica na
Peninsula Ibérica (Castroviejo 2010).

Recentemente, de acordo com a flora Ibérica, a Lavandula luisieri (Rozeira)
Rivas Martinez foi classificada como L. stoechas L. subsp. luisieri (Rozeira) Rozeira,
tendo sido incluida, devido a semelhanca morfoldgica, no género stoechas, o qual
passou a compreender duas subespécies: L. stoechas L. subsp. stoechas e L. stoechas L.
subsp. luisieri (Rozeira) Rozeira (Castroviejo et al., 2010). No entanto, a composicdo
guimica do 6leo essencial das L. stoechas subsp. stoechas e L. stoechas subsp. luisieri é
distinta (Baldovini et al. 2005) (Lavoine-Hanneguelle et al. 2004), pelo que esta
classificacdo tem sido controversa. Alguns estudos referem que o dleo de L. luisieri tem
uma composicdo Unica no reino Plantae, contendo componentes derivados do

necrodano e que o 6leo essencial da espiga contém, maioritariamente, acetato de a-
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necrodilo, 1,8-cineol, acetato de lavandulilo, a-pineno, a-necrodol, linalol, canfora e
fenchona, enquanto o d6leo essencial da folha contém maioritariamente acetato de a-
necrodilo, 1,8-cineol, acetato de lavandulilo, a-pineno, a-necrodol e linalol (Lavoine-

Hanneguelle et al. 2004; Delgado 2010; Zuzarte et al. 2012).

1.2.2 L. pedunculata

A L. pedunculata (Mill.) Cav. é uma espécie afim
da L. luisieri, conhecida vulgarmente por rosmaninho-
maior. Esta distingue-se da L. luisieri sobretudo pelas
formas das bracteas e pelos comprimentos dos
pedunculos das espigas e pela composicao dos seus
Oleos essenciais (Franco 1984; Miguel et al. 2009;
Zuzarte et al. 2010). A L. pedunculata apresenta hastes

florais muito longas (5-24cm) e bracteas férteis com 4-7

X 4-6mm mais ou menos obtriangulares, enquanto na L.

luisieri o pedunculo pode variar de 0-30mm e as

Figura 4-Fotografia deL. pedunculata
bracteas férteis sdo cordado-reniformes.  PrimavergEvora

Morfologicamente, é um caméfito lenhoso ou
nanofanerdéfito tomentose com folhas acizentado-tomentosas ou verde-acinzentado-
tomentosas inteiras, lineares a oblongo-oblanceoladas e floresce de Margo a Julho
(Franco 1984). E endémica de Peninsula Ibérica e norte de Africa, crescendo em
carrascais, tomilhais, sargacais, piornais, estevais, zimbrais, arrelvados pobres e etapas
de substituicdo de azinhais (Quercus rotundifolia Lam.), carvalhais de carvalho
portugués (Quercus faginea Lam. subsp. broteroi (Cout.) A. Camus) e sobreirais
(Quercus suber L.). Aparece também em terrenos baldio, dunas litorais, em solos
siliciosos e xistosos, 0 a 1700 m de altitude.

Um estudo realizado com L. pedunculata do centro de Portugal (Zuzarte et al.
2009) refere que o seu o6leo essencial é constituido maioritariamente por
monoterpenos oxigenados (69-89%) e monoterpenos hidrocarbonados (4.25-22.5%),
apresentando como constituintes maioritarios a fenchona (1.3 — 59.7%), o 1,8-cineol

(2.4 — 55.5%) e a canfora (3.6 — 48.0%).
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1.2.3 L. viridis

A L. viridis L'Hér é uma espécie afim da L. luisieri
conhecida por rosmaninho-verde ou rosmaninho-branco.
Morfologicamente, é um caméfito lenhoso e viloso-
pubescente, com folhas verdes viloso-pubescentes inteiras
oblongas a lineares e bracteas esverdeadas a amareladas,
florescendo de Marco a Maio (Junho) (Franco 1984). E

endémica da Peninsula Ibérica, Madeira e Acores,

podendo ser encontrada em matagais silicicolas, estevais,
urzais, sobreirais, carrascais, azinhais, medronhais e Figura 5<Fotografia deL. viridis
pinhais, em solos pedregosos, arenosos, argilosos e PrimavergSerra de MonchiquiAlgarve)
raramente calcarios, 70 a 850 m de altitude, sendo comum na charneca alentejana e
algarvia (Nogueira et al. 2002; Cunha et al. 2007).

Estudos efetuados com L. viridis, citam que o dleo essencial da parte aérea
desta espécie revelam propriedades antioxidantes e sdo constituidos por
monoterpenos oxigenados (> 50%) e hidrocarbonados (> 20%) e sesquiterpenos (<5%),
apresentando como compostos maioritdrios: 1,8-cineol, canfora, a-pineno e linalol,

sendo as suas folhas usadas, secas, em aplicacdes médicas na Madeira, Portugal

(Nogueira et al. 2002; Gongalves et al. 2008; Zuzarte et al. 2011; Costa et al. 2012).

1.2.4 Usos etnofarmacoldgicos

Algumas plantas, incluindo L. angustifolia, estdo aprovadas pela Comissao
Europeia (EMEA- European Medicines Agency) para utilizacdo em fitoterapia enquanto
outras espécies do género Lavandula estdo a ser estudadas atualmente, havendo
poucos estudos referenciados na literatura (EMEA 1995; Directiva2004/24/EC 2004;
EMEA/HMPC/611604/2009 2009).

Algumas espécies Lavandula spp. tém sido estudadas a nivel mundial para
avaliarem as suas propriedades terapéuticas (Tabela 1). A L. angustifolia é a espécie
mais estudada devido a sua a sua grande importancia na indUstria de fragrancias, e

alguns estudos ja comprovaram diminuicdo de ansiedade a partir do uso do seu dleo
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essencial (Bradley et al. 2007), bem como propriedades sedativas e antibacterianas e
analgésicas e anti-inflamatorias (Cavanagh et al. 2002; Hajhashemi et al. 2003; Porto et
al. 2009). Em Portugal, tém sido efetuados alguns estudos para avaliar a composicdo
guimica e algumas atividades antioxidantes e atividades antimicrobianas dos 6leos
essenciais de L. luisieri, L. pedunculata e L. viridis (Nogueira et al. 2002; Lavoine-

Hanneguelle et al. 2004; Baldovini et al. 2005; Miguel et al. 2009; Zuzarte et al. 2009)

Tabela 1 - Estudo anteriores realizados com Lavandula spp.

Ano Autor (es) Periddico Estudo
Extracdo com fluido supercritico e
hidrodestilagdo para a recuperacgao de
compostos bioativos a partir de Lavandula
viridis L'Hér
Journal of Medical Composigao quimica e atividade antifungica
Microbiology dos éleos essenciais de Lavandula viridis L'Hér
Conservacao e valorizacao de Asphodelus
bento-rainhae P.Silva e Lavandula luisieri
(Rozeira) Rivas -Martinez da Beira Interior
Oleos essenciais de Lavandula bipinnata e sua
atividade antimicrobiana
Industrial Crops and Tricomas, 6leos essenciais e propagacao in
Products vitro de Lavandula pedunculata (Lamiaceae)

Capacidade antioxidante dos éleos essenciais
de Lavandula spp cultivadas no Algarve
(Portugal)

. Journal of Stored I?ioatividade.e.anélise qualitativa (.i~e alguns
2009 Rossi et al. Oleos essenciais de plantas da regido

Products Research oA
mediterranea

Compostos aromaticos de Lavandula

2012 Costa et al. Food Chemistry

2011 Zuzarte et al.

Instituto Superior
de Agronomia

2012 Delgado, F.
2010 Murthy et al. Food Chemistry
2010  Zuzarteetal.

Journal of Essential

2009  Miguel et al. Oil Research

2009 Porto et al. Food Chemistry angustifolia L. para utilizacdo no fabrico de
alimentos
. Acido rosmarinico e atividades antioxidantes
) Appl Biochem . ~
2009 Georgiev et al. ) das enzimas em cultura de suspensado celular
Biotechnol

de Lavandula vera MM

International e . -
Composigao fisico-quimica e atividade

2009 Imelouane et Jqurnal of antimicrobiana do éleo essencial oriental
al. Agriculture & .
. marroquino da Lavandula dentata L.
Biology
Chemistry & Corrl1posigéo qu_l'mica e atividade antifungica
2009 Zuzarte et al. . ; do éleo essencial de Lavandula pedunculata
Biodiversity .
(Mill.) Cav.
F Chemical , . , .
2008 Bakkali et al. ood and Chemica Efeitos bioldgicos dos dleos essenciais

Toxicology
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IV
Headspace-SPME in vitro de shoot-cultures e
2008 Romanoetal. Biologia Plantarum plantas micropropagadas de Lavandula viridis
L'Hér
Efeitos inibitérios dos extratos aquosos de
2007 Hsu et al. Food Chemistry Lavandula spp. sobre a atividade da tirosinase
de cogumelo
. . . Determinagao de elementos vestigiais na
2007 Karao(lj;)va et MICIJ’EEl:Engcal inflorescéncia de Lavanda (Lavandula
’ angustifolia Mill.) - Sistema de 6leo de lavanda
2007 Bradley et al, Journal of Efeito a!nsi.oll'tico do odor de Lavandula
Ethnopharmacology angustifolia L.
Archives of Clonagem e caracterizagdo funcional de trés
2007  Schwab et al. Biochemistry and  terpeno sintases de lavanda (Lavandula
Biophysics angustifolia L.)
. . Variagao do éleo essencial dentro e entre
Biochemical opulagdes naturais de Lavandula latifolia
2007 Segura et al. Systematics and Pop . ¢ ~ .
Medik. e sua relagdao com as suas areas
Ecology .
ecologicas
Triagem in vitro de inibi¢cdo da
. Journal of S L. ..
2006 Ferreira et al. Ethnobharmacolo acetilcolinesterase e atividade antioxidante a
P gy partir de plantas medicinais de Portugal
2005 Baldovini et al. Phytochemistry M.ormo"cerpenmdes necrodane de Lavandula
luisieri
Extratos e componentes de Lavandula
2005 Loggia et al. Phytomedicine multifida L. atividade anti-inflamatdria topica
com atualidade
Food and Chemical A atividade anti-mutagénica de dleo essencial
2005 Evandri et al. : de Lavandula angustifolia L. (Lavanda) no
Toxicology . ~ .
ensaio de mutacdo bacteriana reversa
Hidrodestilacdo headspace-microextracao em
5005 Fakhari et al. Journal of solvente, um novq método pr?\ra analise dos
Chromatography A componentes do 6leo essencial de Lavandula
angustifolia Mill.
Lavoine- , .
5004 Ha:r\:zlrLeelle Journal of Essential Novos compostos do 6leo essencial e absoluto
ot SI Oil Research de Lavandula luisieri L.
Andlise dos componentes volateis de
2004 Sanz et al. Journal of L(_Jvandula luisieri L. !oor dessorcdo térmica .
Chromatography  directa-cromatografia gasosa-espectrometria
de massa
Efeitos anti-nociceptivo e gastroprotetor do
. . . 6leo essencial de Lavandula hybrida
2004  Barocelliet al. Life Sciences " " - . ~
Reverchon "Grosso" administrado por inalagdo
e por via oral
Comparacao da atividade antioxidante de
2004 Gulcin et al. Food Chemistry cravo (Eugenia caryophylata Thunb) e botoes

de lavanda (Lavandula stoechas L.)
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A andlise dos componentes volateis de

Biochemical
3-Pal i Lavandul iensis (L.) Mill., d
2004 Pal-Padletal.  Systematics and avandula canariensis (L.) Mill., uma das
Ecology espécies endémicas das Ilhas Canarias,

crescendo na Australia

Novas atividades antiplaquetarios e

2004  Barocelli et al. Phytomedicine antitromboéticos de dleo essencial de
Lavandula hybrida Reverchon'grosso"
Propriedades anti-inflamatdrias e analgésicas

2003 HaJhazr;eml et Ethn;OE::sql:cfolo do extrato de folhas e dleo essencial de
' P & lavandula angustifolia Mill.
Lo Efeitos do extrato aquoso de flores de
Blytkokuroglu Journal of e g
2003 ot ol Ethnobharmacolo Lavandula angustifolia Mill. em
’ P gy neurotoxicidade induzida
Cavanagh et Phytotherapy Atividades bioldgicas do dleo essencial de
2002
al. Research Lavandula spp.
Journal of Determinacdo do potencial antioxidante de
2002 Lee et al. Agricultural And extratos volateis Isoladas de diversas ervas e
Food Chemistry especiarias
) Phytochemical Oleos essenciais de plantas micropropagadas
2002 N tal ,
00 ogucira et a Analysis de Lavandula viridis L'Hér
Scientia Varia¢cdo nos componentes do éleo essencial
2001 I tal
00 noueetd Horticulturae em plantas (Lavandula vera DC) regeneradas
Avaliacdao etnofarmacoldgica das atividades
. Journal of . . . . Ly
2000 Gilani et al. Ethnobharmacolo anticonvulsivante, sedativa e antiespasmaddica
P &Y de Lavandula stoechas L
Biochemical Variacao do dleo essencial de Lavandula
1996 Skoula et al. Systematics and stoechas L. ssp. stoechas selvagem em Creta
Ecology (Grécia)

Grande parte dos estudos efetuados com as espécies L. luisieri, L. pedunculata
e L. viridis sdo relativos a composicdo quimica dos seus Oleos essenciais, havendo
poucos estudos sobre as propriedades farmacolégicas e toxicoldgicas dos seus 6leos e

extratos.

1.3 Atividades biolagicas dos produtos naturais

As plantas e seus extratos tém sido utilizados pela humanidade desde o inicio
historia e os seus metabolitos secundarios tém, tradicionalmente, realizado um

importante papel na saude e bem-estar humanos (Benchaar et al. 2008), cada vez mais
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importancia na terapéutica, pela eficacia e, principalmente, pelo menor numero de
efeitos adversos, quando comparados aos medicamentos sintéticos.

Dependendo dos componentes, os extratos vegetais podem apresentar
atividade antioxidante, anti-tumoral, antibacteriana, antiviral, antifingica, efeito
sedativo, antiespasmadico, analgésico e/ou anti-inflamatadrios, entre outras (Chiu et al.

2009; Chiang et al. 2010).

1.3.1 Atividade antioxidante

Os efeitos adversos do stress oxidativo na saude humana tornaram-se uma
questdo séria. Este resulta do desequilibrio entre as moléculas oxidantes e
antioxidantes, podendo induzir danos celulares pelos radicais livres e promover o
desenvolvimento das condigdes de muitas doengas atuais, incluindo inflamagao,
doengas autoimunes, catarata, cancro, doengca de Parkinson, arteriosclerose e
envelhecimento (Krishnaiah et al. 2010; Ghasemzadeh et al. 2011)

Os radicais livres, por conterem um ou mais eletrées desemparelhados, sdao
altamente reativos e capazes de atacar biomoléculas. As espécies reativas de oxigénio
(ROS) sdo constantemente geradas e eliminadas no sistema biolégico, e desempenham
papéis importantes numa variedade de fungdes bioquimicas normais e processos
patolégicos anormais. Durante a fosforilagao oxidativa nos mitocdndrios, gera-se um
gradiente de protGes para a sintese de ATP, podendo ocorrer reacdes entre os eletrbes
dos complexos | e lll da cadeia transportadora de eletrdes e produzir o radical livre
superoxido (O,-¢). Além disso, as ROS podem ser produzidas por uma familia de
enzimas ligada a membrana, como NAD(P)H oxidases, que parecem afetar a
proliferacdo celular e apoptose. Os mitocondrios sdo considerados a principal fonte de

celular ROS (Huanga et al. 2004).
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Figura 6 -Regime simplificado ndo estequiométrico dos sisteaxédante e antioxidante nas cél
Adaptado de Nordberg et al., 2001

Uma ampla definicdo de antioxidante é “qualquer substancia que, presente em
baixas concentracdes quando comparada com a do substrato oxidavel, atrasa ou inibe
a oxidacdo deste substrato de maneira eficaz”. Os antioxidantes sdo compostos que
podem retardar ou inibir a oxidacdo de lipidios ou outras moléculas, evitando o inicio
ou propagacao das reacOes de oxidacdo em cadeia (Descalzo et al. 2008) e podem ser
classificados em dois grandes grupos: antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos.
Alguns destes antioxidantes sdo produzidos endogenamente e incluem enzimas,
moléculas de baixo peso molecular e co-fatores enzimaticos (Figura 7) (Ratnam et al.
2006). Os dleos essenciais como antioxidantes inserem-se no grupo dos acidos
hidroxibenzoicos. Estes, utilizados como complemento da dieta, evitam o
desenvolvimento de doencas degenerativas, incluindo doencas cardiovasculares,

cancro, doencgas neurodegenerativas e doencas inflamatdrias (Krishnaiah et al. 2010).
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Flavonoides
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(quercetina)
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Figura 7- Classificagdo dos antioxidantes.
Adaptado de Ratnam et al., 2006

Enzimas Minerais Vitaminas
Primérios (Zinco, Selénio) (A, C, E, K)
(SOD, Catalase,
Gluationo-
Peroxidase Carotenoides Composto:
_ (B- Caroteno, Organosulfdricos
Enzimas liconeno’

Secundarios T Gofatores
(Glutationo redutase, Antioxidantes de .
Glucose 6- fosfatase, baixo peso (CoRaINEE10)

Desidrogenas)
Polifendis

Acidos
hidroxicinamicos

Acidos
hidroxibenzéicos

Atualmente existe um crescente, tanto na industria e na pesquisa cientifica de

especiarias e ervas aromaticas, por devido as suas fortes propriedades antioxidantes e

antimicrobianas, que excedem muitos dos antioxidantes naturais e sintéticos

atualmente utilizados. Essas propriedades devem-se a muitas substancias, incluindo

algumas vitaminas, flavonoides, terpenos, carotenoides, fitoestrogénios, minerais, e

especiarias e a algumas ervas ou seus componentes antioxidantes (Suhaj 2006).
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1.3.2 Atividade antimicrobiana

Utilizados desde a antiguidade, os extratos e Oleos vegetais ganharam,
recentemente, popularidade e interesse cientifico, nomeadamente no tratamento de
doencas infeciosas, patologias do sistema respiratério, aparelho urinario e
gastrointestinal e biliar, bem como sobre a pele (Rios et al. 2005). A sua atividade
antimicrobiana constituiu a base de muitas aplicacdes, nomeadamente nas industrias

farmacéutica e alimentar (Hashem et al. 2010).

Os microrganismos sdo frequentemente divididos em bactérias, leveduras e
fungos filamentosos devido as suas caracteristicas.

As Bactérias sdao organismos unicelulares, procariontes, que podem ser
encontrados na forma isolada. Encontram-se em todos os habitats, sendo mais
abundantes onde a matéria organica, a humidade e a temperatura sdo favordveis ao
seu crescimento e multiplicacdo (Pelczar et al. 1993).

Muitas sdo patogénicas, podendo causar infecGes multirresistentes, como, por
exemplo, Leptospirose, Febre tifoide, Célera, Tétano, Difteria, Tuberculose, Meningite.
Estas doencas afetam o Homem, podendo, em casos extremos, levar a morte.

As principais estirpes bacterianas patogénicas para o Homem incluem bactérias
Gram-negativas da familia Enterobactereaceae (Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Morganella morganii, Salmonella spp., Shigela spp.) e Pseudomonaceae (P.
aeruginosa), e bactérias Gram-positivas dos géneros Staphylococcus (S. aureus, S.
epidermidis) e Streptococcus (Enterococcus faecalis, Streptococcus spp.). Na Tabela 2
apresentam-se as caracteristicas principais das estirpes bacterianas utilizadas no

presente Projeto.

17

Caracterizacdao quimica e atividade biolégica de Lavandula spp.



SRS/
\4

\\\
5 %
%Evo@ Caracterizacdao quimica e atividade biolégica de Lavandula spp.

Tabela 2 - Descrigcdo das bactérias em estudo
Adaptado de Madigan et al. 2010 e Murray et al. 2010

Bactérias Descrigcao
Bacilos cilindricos Gram-negativos, podendo ocorrer isolados
ou em pares. Pertencem a familia das Enterobacteriaceae e
sao aerdbios e anaerdbios facultativos.
Habitam o intestino humano; provocam pneumonia,
meningite e gastroenterite

Bacilos Gram-negativos que se movem através de flagelos.
Pertencem a familia das Enterobacteriaceae e sdao anaerdbios
facultativos. Sdo facilmente identificaveis nas fezes;
provocam infecdes do trato urinario e pneumonia.

Bacilos Gram-negativos e movem-se por flagelos. Pertencem
a familia das Enterobacteriaceae e s3ao anaerdbios

B S, e ' facultativos. Provocam infegdes urindrias e pneumonia.
Proteus mirabilis

SEE> el Bacilos Gram-negativos; na sua maioria, moveis. Pertencem a
familia das Enterobacteriaceae. Podem causar patologias
S como gastroenterite, infecOes sistémicas e febre entérica. A
M o Salmonella typhimurium é responsavel pela febre tifoide.
; ‘ T *%;
L
Salmonella typhimurium

Sao bacilos Gram-negativos e movem-se por flagelos.
Pertencem a familia das Pseudomonadaceae e sao aerdbios
estritos. Provocam infe¢cdes do sistema respiratdrio, infecdes
nos 0ssos e cartilagens.

s ey Sao cocos Gram- positivos e ocorrem isolados, em pares ou
e LR em pequenas cadeias. Pertencem a familia das
T s SRS A ~ L . ~ .

A g “_4,-.‘ Enterococcaceae e sdo anaerdbios facultativos. S3o parasitas

~wet do intestino do homem; causam infecBes intestinais e

Enterococcus faecalis .
urinarias.
ST LU AR 8
b".';:'-"-‘\-""’jﬂv":‘ t
'4:;?‘-:4-’::: "y
IA LN }{_“"T;‘ S3ao cocos Gram-positivos e ocorrem isolados, em pares, em
e NI Q = Qq , q
S pequenas cadeias ou em cacho. Sao imdveis e capsulados.
Staphylococcus aureus . " ~ L
Pertencem a familia das Staphylococcaceae e sdao anaerdbios
Lo e L

b facultativos. Causam infe¢des por pequenos cortes na pele,
. 1. q q 2 g
e v X }i foliculite, endocardite e pneumonia, entre outras.

e

Staphylococcus epidermidis
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Os fungos sao células eucariotas, desprovidos de clorofila e que se reproduzem
por esporos, podendo reproduzirem-se de forma assexuada e sexuada.

A reproducdo assexuada € um mecanismo reprodutivo, sem fusdo de nucleos,
muito comum nos fungos. A reproduc¢do ocorre, somente por mitoses sucessivas, pela
fragmentacdo do micélio, onde cada micélio origina um novo organismo, ou pela
producdo de esporos assexuais. A reproducdo sexuada ocorre entre dois esporos,
havendo fusdo dos protoplasmas, resultante da anastomose de duas células; fusdo de
dois nucleos hapléides (N) e compativeis, formando um ndcleo dipléide (2N), ocorre
meiose, onde o nucleo dipldide (2N) sofre uma divisdo reducional para formar dois
nucleos hapldides (N); seguindo-se a mitose; e por fim o nucleo hapldide forma entdo
uma parede que o protege, recebendo o nome de esporo.

No grupo dos fungos estdo incluidos organismos de formas e dimensdes muito
variadas, conhecidos correntemente como leveduras, bolores, morrdo e cogumelos
(Ferreira et al. 1998). Estes sao separados, frequentemente, em fungos unicelulares ou

leveduras e fungos pluricelulares ou fungos filamentosos.

As leveduras sdo unicelulares e reproduzem-se assexuadamente por
gemulacdo. Reproduzem-se mais rapidamente que os fungos e sdo, normalmente,
mais eficientes na realizacdo de alteragdes quimicas, por causa da sua maior relacdo
area/volume. As leveduras também diferem das algas, pois ndo efetuam a
fotossintese, e ndao sdo protozoarios porque possuem uma parede celular rigida. Sao
facilmente diferenciadas das bactérias em virtude das suas maiores dimensdes e
propriedades morfoldgicas. As leveduras mais comuns nas superficies mucosas sdo do
género Candida, que compreende cerca de 200 espécies distribuidas na natureza,
todas assexuadas e dimdrficas, das quais algumas espécies podem viver como
saprofitas comensais ou parasitas patogénicos nos seres humanos. Entre elas podemos
destacar C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis. Na Tabela 3 estdo descritas

as principais caracteristicas das leveduras em estudo.
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Tabela 3 - Descricdo das leveduras em estudo
Adaptado de Murray et al. 2010

Fungo patogénico pertencente a divisao Ascomycota.
. 4 E isolada tanto em doencas superficiais como sistémicas.
N b ) a3 C. albicans é a espécie mais comum, constituindo 60 a 90%
8 f * das espécies. S3o responsdveis pela candidiase, uma doenga
s que ocorre preferencialmente na pele ou em mucosas. Esta
espécie é das mais importantes em termos epidemioldgicos
devido a sua alta incidéncia.

# o .

Candida albicans

L. T W ha® ) \ e e~

PGe i Fungos patogénicos pertencentes a divisdo Ascomycota.
Estes multiplicam-se rapidamente, e sdo responsdveis por
infecGes do sistema circulatorio e infecoes hematoldgicas.

Fungo patogénico, pertencente a divisdo Ascomycota
Multiplicam-se rapidamente, e provocam infe¢des no sistema
circulatorio.

Fungo patogénico para as plantas, pertencente a divisao
Ascomycota. Esta presente na flora intestinal humana e pode
causar infecbes, conhecidas por geotricose (por ingestdo ou
inalacdo). Também podem provocar infe¢cGes pulmonares e
bronquite.

Os fungos filamentosos sdo os principais microrganismos, responsaveis pela
decomposicdo da matéria organica, interferindo no ciclo do carbono, do azoto e de
outros nutrientes da biosfera. Sdo capazes de deteriorarem produtos e bens de
consumo do Homem, tais como alimentos, tecidos, cabedais, metais e madeiras
(Ferreira et al. 1998).

O seu poder patogénico é particularmente importante nos vegetais, sendo
responsaveis por grandes prejuizos econdmicos. Para o Homem e animais estdo
descritas cerca de 150 espécies de fungos, reconhecidos como patogénicas especificas
ou primarias. Os fungos filamentosos, patogénicos ou contaminantes ambientais,
potencialmente oportunistas, formam um grupo muito extenso, sendo os mais comuns
os Penicillium spp., Fusarium spp., e Rhizopus spp. Na Tabela 4 estdo descritas as

principais caracteristicas dos fungos em estudo.
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Tabela 4 - Descricdo dos fungos em estudo
Adaptado de Murray et al. 2010

Pertencem a divisdo Deuteromycota. Pode provocar otites e
roblemas respiratérios, bem como alergias.
- i P P ’ g

Aspergillus japonicus

Pertencem a divisdo Deuteromycota. As coldnias apresentam-se
como um feltro basico branco ou amarelo compacto, coberto por
uma camada densa castanha escura que enegrece os conidios. Os
conidios sdo grandes, globulosos e escuros.

Os fungos desta espécie podem ser fitopatogénicos humanos
causando a aspergilose pulmonar.

spegi/lus niger

™ Pertencem & divisdo Deuteromycota. E utilizado na industria
alimentar (fermentagdes), e para a produgdo de enzimas.
Apresenta um crescimento rdpido. O micélio é branco e os

Aspergillus orizae conidios sdo cinza.
Pertencem a divisdo Ascomycota. As colénias crescem
rapidamente e apresentam-se palidas ou coloridas brilhantes e
podem ou ndo ter micélio aéreo. Os fungos do Género Fusarium
sdo fitopatogénicos e podem ser patogénicos para o Homem e
animais, causando queratites micéticas, hialohifomicoses
Fusarium oxysporum  micdticas, especialmente em vitimas de queimaduras e em
pacientes transplantados.
Os fungos do género Penicillium pertencem a divisdao

4 Deuteromycota.

7}" O micélio, de crescimento rapido, apresenta-se, frequentemente,

=) *'{,ﬁ- com coloracdo branca, plano e com aspeto flocoso; os conidios
sdo verdes e o verso das coldnias é verde com uma bordadura
branca.

Estes podem ser encontrados, frequentemente, em solos e
alimentos. Alguns s3ao patogénicos para o Homem, provocando
infecdes pulmonares, queratites micdticas, otomicose e
endocardite.

Pertencem a divisdo Zygomycota. E usado na producdo de
bebidas alcodlicas em partes da Asia e Africa. Algumas espécies
de Rhizopus sdo agentes infeciosos oportunistas da zigomicose
humana, podendo causar infecGes sérias, e por vezes fatais, em

humanos e animais. As infe¢des por Rhizopus sdo uma complica¢do
associada a cetoacidose diabética.

Penicilliu spp.

Rhizopus oryzae

Pertencem a divisdo Zygomycota. E um fungo filamentoso com
ampla distribuicdo, sendo conhecido vulgarmente como o bolor-
preto-do-pdo. Encontra-se crescendo em pao e frutos moles,
como bananas e uvas. Os seus esporos sdo comuns no ar. Pode
causar infegbes oportunistas em humanos.

hizopus stolonifer
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Na pratica clinica, os microrganismos patogénicos sdao controlados através do
uso de antimicrobianos de sintese. Contudo, por vezes, esta pratica desencadeia
problemas como resisténcia por parte dos microrganismos e, também, danos
ambientais resultantes da eliminacdo dos residuos medicamentosos. Devido ao uso
indiscriminado de antimicrobianos comerciais no tratamento de doencas inoficiosas,
tem-se observado alteragcdes nos mecanismos de defesa, levando a resisténcia a
multiplos fdrmacos por parte de muitos microrganismos patogénicos.
Consequentemente, procuram-se constantemente novos produtos antimicrobianos
(Gulluce et al. 2007). Na Figura 8 estdo representados exemplos dos principais

mecanismos afetados por antimicrobianos.

DNA girase
s Acido Nalidixico

* Norfloxacin

Sintese da parede celular
¢ Cicloserina @

® Penicilinas * Novobiocina

s Bacitracina RNA polimerase

* Vancomivin: * Rifampicina

® Cefolosporin @
® Cefamicinas —rt

Metabolismo do Ribossomas
acido folico
® Trimetropri
® Sulfunamida

Sintese proteica (305)
® Tetraciclina
® Estreptomicina

Parede celular
Sintese proteica (50 S)

e Eritromicina Membrana citoplasmitica ® Gentamicina
* Cloranfenicol * Polimixinas

Figura 8 -Exemplos das principaestruturas ou etapas metabdlicas afetadaamionicrobiano.
Adaptado de Madigan et al., 2010

Os antibidticos atuam a diversos niveis para inibir o crescimento bacteriano,
principalmente ao nivel da sintese da parede celular (Penicilinas e as Cefalosporinas),
ao nivel do metabolismo do acido félico (Trimetroprim e Sulfametoxazol), ao nivel da
membrana citoplasmatica (Polimixinas), ao nivel da sintese proteica (30S-Tetraciclinas;

50S-Eritromicina e Cloranfenicol; e tRNA-Puromicina) e ao nivel dos acidos nucleicos
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(RNApolimerase — Rifampicina; DNAgirase — Acido nalidixico, Norfloxacina e

Novobiocina).

Na Tabela 5 encontram-se alguns exemplos de antibidticos com os respetivos

mecanismos de acao.

Tabela 5 - Exemplos de antibiéticos com os respetivos mecanismos de acdo

Antibiodtico

Familia

Mecanismo de Ag¢ado

Amoxicilina+Acido
Clavulamico

Ampicilina
Amicacina
Ceftazidima
Gentamicina
Minociclina
Penicilina G
Polimixina B
Sulfametoxazol
Tetraciclina

Cefalotina

B-lactamicos (Penicilinas)

B -lactamicos (Penicilinas)
Aminoglicosideos
B-lactamicos (Cefalosporinas)
Aminoglicosideos
Tetraciclinas
B-lactamicos (Penicilinas)
Aminoglicosideos
Sulfonamidas
Tetraciclinas

B-lactamicos (Cefalosporinas)

Ligacao a membrana
citoplasmatica/ Inibidor da sintese
da parede celular
Inibidor da sintese da parede
celular

Inibidor da sintese proteica (30S)

Inibidor da sintese da parede
celular

Inibidor da sintese proteica (30S)

Inibidor da sintese proteica (30S)

Inibidor da sintese da parede
celular

Ligacao a membrana citoplasmatica
Metabolismo do acido félico

Inibidor da sintese proteica (30S)

Inibidor da sintese da parede
celular

No metabolismo da inibicdo da sintese da parede celular, os agentes

antimicrobianos possuem um anel B-lactamico,

que interage com proteinas

denominadas PBPs (Penicillin Binding Protein), inibindo o enzima envolvido na trans-
peptidacdo, responsavel pela ligacdo entre as cadeias de tetrapeptidicas do
peptidoglicano, impedindo a formacdo das ligacGes entre os tetrapéptidos das cadeias
adjacentes de peptidoglicano, provocando uma perda na rigidez da parede celular. Os
antibidticos da familia dos aminoglicosideos inibem o crescimento bacteriano ligando-

se a membrana citoplasmatica, entre os fosfolipidos, alterando a sua permeabilidade.
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Os antibioticos pertencentes a familia das tetraciclinas ligam-se a subunidade
ribossomal 30S, impedindo a ligacdo do aminoacil-tRNA (Madigan et al. 2010).

No entanto, tem-se verificado problemas como resisténcia por parte dos
microrganismos e, também, danos ambientais resultantes da eliminacdo dos residuos
medicamentosos. Devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos comerciais no
tratamento de doencas inoficiosas, tem-se observado alteragGes nos mecanismos de
defesa, levando a resisténcia a multiplos farmacos por parte de muitos microrganismos
patogénicos. Consequentemente, procuram-se constantemente novos produtos
antimicrobianos (Gulluce et al. 2007).

Alguns Oleos essenciais caraterizam-se por apresentarem importantes
propriedades antimicrobianas, em estudos in vitro, face a microrganismos patogénicos
multirresistentes, podendo virem a constituir uma alternativa aos farmacos de sintese.

A atividade dos 6leos essenciais estd relacionada com a sua composi¢do
guimica e com as proporcdes e as interacdes dos seus constituintes. Alguns estudos
concluiram que os 6leos essenciais possuem maior atividade do que a mistura dos seus
componentes maioritdrios, sugerindo que o menor dos componentes é fundamental
para a atividade, podendo apresentar um efeito sinergético ou potenciar a sua
influéncia (Burt 2004).

Na maioria dos estudos, a atividade antimicrobiana é atribuida a presenca de
varios compostos terpénicos e fendlicos, que, na sua forma pura, tém mostrado para
atividade antimicrobiana, associadas ao seu caracter lipofilico (Zhao et al. 2010).

Coagulagdo
Forga motriz de protdes

Perda dos /
constituintes I
citoplasmaticos:  Citoplasma ' |
metabolitos e ;‘
ioes

Parede celular v Membrana
1 LULL LI ,) citonlasmatica
]

Proteinas de membrana

Figura 9 -Mecanismos e locais de a¢do dos metabolitos sedasdén célula bacteriar
Adaptado de Burt, 2004
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Geralmente os mecanismos de ac¢do antibacteriana de compostos naturais
estdo associados a membrana celular, como o transporte de eletrdes e o gradiente de
ides, translocacdo de proteinas, fosforilacdo e outras reacdes enzimo-dependentes. Os
mecanismos que conferem aos 6leos essenciais as suas propriedades antimicrobianas
ainda ndo sdo bem compreendidos e, considerando o vasto nimero de compostos
presentes nos Oleos essenciais, € natural que a atividade antimicrobiana ndo seja
mediada por um Unico mecanismo especifico, podendo observar-se efeitos
sinergéticos entre os modos de acdo dos diversos compostos (Burt 2004).

Uma caracteristica fundamental do local alvo de agentes antimicrobianos é o
seu papel vital no crescimento microbiano e sobrevivéncia. A interferéncia com a sua
funcdo pode ser letal para as células ou inibidora do crescimento celular. Por exemplo,
o peptidoglicano, componente da parede celular das bactérias, fornece um excelente
exemplo de um alvo seletivo. E essencial para o crescimento e sobrevivéncia da
maioria das bactérias e tem uma estrutura e composicdao quimica e diferente de
gualquer macromolécula de mamifero. Por conseguinte, os enzimas envolvidos na sua
sintese fornecem alvos excelentes para a inibicdo seletiva (Lambert 2005). Sdo varios
0s possiveis alvos para os agentes antimicrobianos. O conhecimento dos mecanismos
de acdo destes agentes permite entender sua natureza e o grau de toxicidade seletiva

de cada farmaco (Madigan et al. 2010).

A presenga de componentes hidrofobicos nos extratos vegetais,
nomeadamente dleos essenciais, permitem a particdo dos lipidos da membrana celular
bacteriana, desintegrando as estruturas e tornando-as mais permeaveis (Calsamiglia et
al. 2007). Alguns estudos referem que os componentes de éleos essenciais interagem,
também com as proteinas da membrana citoplasmatica (Knobloch et al. 1989) e que os
hidrocarbonetos ciclicos podem agir sobre os enzimas ATPases, localizados na
membrana citoplasmatica (Sikkema et al. 1995), alterando a permeabilidade das
membranas citoplasmatica das bactérias mitocondrial das leveduras, interferindo em a
varias funcdes celulares, tais como a manutencdo de energia no processo de
transducdo, transporte de solutos, regulacdo do metabolismo e controlo da pressao

(Booth 1985; Cox et al. 2000).
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Alguns 6leos essenciais apresentam capacidade para estimular o crescimento
de pseudomicélios, indicando que pode atuar sobre os enzimas envolvidos na sintese

de componentes estruturais das bactérias (Conner et al. 1984).

1.3.3 Atividade analgésica e anti-inflamatoria

A farmacologia da dor é um campo complexo e como a explora¢do de novos
sistemas e abordagem, tem-se descoberto novos alvos de agao para os compostos que
possuem propriedades analgésicas. A dor é uma modalidade sensorial que em muitos
casos representa o Unico sintoma para o diagndstico de varias doengas. Tém sido
usadas muitas terapias para o alivio da dor, entre elas, as plantas medicinais sdo
destacadas devido a sua ampla utilizagdo popular (Almeida et al. 2001; McCurdy et al.
2005).

Um dos grupos com acdo analgésica sdo os opidceos. Estes sdo os principais
agentes com acdo analgésica e atuam ao nivel do sistema nervoso central (SNC),
exercendo os seus efeitos nos recetores dpioides e sao especialmente importantes no
tratamento da dor crénica. No entanto, estes compostos apresentam propriedades
viciantes e efeitos secundarios que incluem depressdo respiratdria, sonoléncia,
diminuicdo da motilidade gastrointestinal, nauseas e varias alteracbes do sistema
enddcrino e do sistema nervoso autonomo (Almeida et al. 2001).

Uma outra classe de agentes analgésicos sdao os anti-inflamatérios nao
esteroides. O uso de anti-inflamatdérios ndo-esteroides é a principal abordagem
terapéutica para as reagdes anti-inflamatdria, estimulando a busca por novas
moléculas potencialmente uteis no tratamento da inflamacgdo (Rios 2010; Jeon et al.
2011; Kumar et al. 2011; Suresh et al. 2011).

A resposta inflamatdria constitui um dos mais importantes mecanismos de
defesa do organismo, encarregue de remover e neutralizar microrganismos invasores
e/ou de reparar os tecidos, envolvendo, nos seus processos, células imunes do sistema
hematopoiético, como os macréfagos. As ciclo-oxigenases (COX), responsaveis pela
conversao do acido araquidénico em prostaglandinas (PG) e outros icosandides,

desempenham um papel importante na mediacdo da resposta inflamatéria do
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organismo (Figura 10) (Li et al. 2011; Utar et al. 2011; Calvello et al. 2012). As citocinas
libertadas nos processos de resposta anti-inflamatoéria, (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 e TNF ou
fator de necrose tumoral) estdo também associadas a outos processos de resposta do
organismo, incluindo resposta imunoldgica e anti-tumural, nomeadamente de

apoptose (Rios 2010; Jeon et al. 2011; Kumar et al. 2011; Suresh et al. 2011).
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Figura 10 — Esquema da formacgao de COX pela via do acido araquidénico..
Adaptado de Cathcart et al., 2012

Alguns estudos demonstraram que os extratos vegetais de diversas plantas
possuem atividade anti-inflamatéria devido a presenca de compostos bioativos como
os terpenos e os flavonoides, descrevendo a acdo deste compostos como
intervenientes na captagdo de radicais livres gerados por neutrofilos e macréfagos e

pela capacidade de inibirem a via das ciclo-oxigenases (Figura 11), sugerindo o seu
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importante papel na regulacdo dos mediadores inflamatdrios (Maimoona et al. 2011;

Cathcart et al. 2012; Russo et al. 2012).

Célula reativa Flavonoide (anti-

(sem expressdo da COX-2 inflamatdrio nao esteroide)

0 > @

Sinal inflamatério Expressao de COX-2 Inibicdo da elevada expressao
de COX-2

Figura 11 — Esquema da inibicdo da COX-2.
Adaptado de Maimoona et al., 2011

As ciclo-oxigenases (COX), incluindo os seus isoenzimas, desempenham um
papel importante na resposta inflamatdria do organismo. Sao os enzimas centrais na
conversdo do acido araquidénico em prostaglandinas (PG) e outros icosandides. A
COX-1 é expressa constituitivamente e é responsavel pela mediacdo de funces
fisioldgicas, controlando processos como a secrecdo da mucosa gdastrica e a
homeostasia vascular. COX-3 tem sido reportada, recentemente, como duas pequenas
proteinas derivadas da COX-1, mas o seu papel ainda nao foi descrito. Outra isoforma,
COX-2, expressa de uma maneira constitutiva em vdarios orgdos, incluindo o sistema
nervoso central, os rins e das génadas, ndo é detetavel na maioria dos tecidos normais
e tem sido amplamente identificada como um enzima induzivel quando estimulada por
citoquinas, fatores de crescimento, lesao subita, inflamacado, oncogenes e promotores

tumorais, contribuindo para a sintese de PGs.
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2 Enquadramento da problematica e objetivos

2.1 Problematica

As plantas sao uma fonte importante de produtos naturais biologicamente
ativos (alcaloides, flavonoides, cumarinas, terpenoides, etc.), muitos dos quais
constituem modelos para sintese de um grande numero de farmacos. Destas
destacam-se as plantas aromaticas, cada vez mais usadas como agentes terapéuticos,
cosméticos e aditivos alimentares, a par de produtos de sintese industrial, com
aplicacdo na Fitoterapia, sendo amplamente utilizadas nos paises em desenvolvimento
como tratamentos alternativos.

Os Oleos essenciais e extratos obtidos a partir de varias plantas ganharam,
recentemente, popularidade e interesse cientifico. Muitos extratos de plantas tém sido
utilizados para diferentes fins, tais como, aditivos alimentares, produtos de cosmética
e aromaterapia e medicamentos. Muitos extratos de plantas aromaticas apresentam
importantes propriedades antimicrobianas, em estudos in vitro face a microrganismos
patogénicos multirresistentes, podendo vir a constituir uma alternativa aos farmacos
de sintese, além disso, sdo ricas em antioxidantes naturais, podendo ser usadas na
medicina preventiva, nomeadamente, doencas neurodegenerativas, cardiovasculares
entre outras. Estudos recentes indicam que ha uma relacdo inversa entre a ingestdo de
alimentos ricos em antioxidantes e a incidéncia de doencas humana (Tepe et al. 2005;
Gulluce et al. 2007; Tepe et al. 2007; Roura et al. 2010). Alguns estudos tem descrito
que os flavonoides, grupo de moléculas farmacologicamente ativas presente nas
plantas, intervém na captacdo de radicais livres gerados por neutrofilos e macréfagos e
serem capazes de inibirem a via das ciclo-oxigenases, sugerindo o seu importante
papel na regulacdo dos mediadores inflamatdrios (Maimoona et al. 2011).

O crescente interesse pelo uso destes produtos justifica o aprofundamento do
conhecimento cientifico a seu respeito, a par do saber e das praticas tradicionais, de
modo a permitir uma utilizacdo adequada, eficaz e segura dos mesmos. Por outro lado,
sdo varios os fatores que influenciam as propriedades farmacoldgicas que algumas

plantas podem apresentar, para além do género e da espécie, também a regido e a
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época de colheita podem influenciar a sua composicdo em metabolitos secundarios e,
consequentemente as suas propriedades antimicrobianas, antioxidantes e outras.

A regido sul de Portugal é rica em plantas aromaticas, muitas das quais nativas
da regido e outras cultivadas, muito utilizadas pela populagdo. Os estudos
etnobotanicos estao normalmente associados a estudos etnofarmacoldgicos com vista
a conhecer as aplicagdes e uso dos farmacos de origem natural associados aos
sistemas tradicionais da Medicina.

Lavandula spp. pertence a familia Lamiaceae, conhecidas vulgarmente por
rosmaninho, sao das plantas medicinais mais populares e de grande importancia
econdmica. Algumas espécies deste género, nomeadamente a L. angustifolia e a L.
stoechas, tém sido utilizadas, quer secas ou como um 6leo essencial durante séculos
para uma variedade de tratamentos e cosméticos. Na Medicina tradicional, o d6leo
essencial tem sido usado tradicionalmente como antibacteriano, antifungico, sedativo,
antidepressivo e eficaz para queimaduras e picadas de insetos. No entanto, apesar da
sua popularidade, e longa tradicdo de uso, so recentemente se tem realizado algumas
investigacbes sobre a atividade bioldgica das diversas espécies de Lavandula
(Cavanagh et al. 2002). Algumas espécies do género Lavandula, apesar de
apresentarem propriedades etnobotanicas semelhantes, diferem na composicdo dos
Oleos essenciais, podendo estes constituir importantes marcadores de quimiotipo para

caracterizacdo destas espécies (Cavanagh et al. 2002; Hajhashemi et al. 2003).
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2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo principal caracterizar quimicamente os
diferentes éleos essenciais de 3 espécies do género Lavandula, naturais do Alentejo e
Algarve, L. luisieri, L. pedunculata e L. viridis, extraidos da parte aérea vegetativa
(folha) e da espiga floral e avaliar as propriedades antioxidantes e antimicrobianas, a
toxicidade e as propriedades analgésicas e anti-inflamatérias dos dleos essenciais e
correspondentes extratos aquosos de hidrodestilacdo, bem como dos éleos essenciais
e extratos de hidrodestilacdo. Com o estudo da composicdo quimica dos dleos,
pretende-se avaliar a variabilidade intra e inter-especie, como marcadores de
guimiotipo, e com o estudo de algumas das propriedades bioldgicas dos dleos e
extratos pretende-se avaliar o seu potencial fitoterapéutico e validar cientificamente
os efeitos terapéuticos das plantas selecionadas e/ou respetivas fraces mais ativas,
com vista a sua futura aplicagdo como conservantes dos alimentos, nutracéuticos e/ou

agentes fitoterapéuticos.

2.2.2 Objetivos especificos

— Proceder a extragdo dos 6leos essenciais das folhas e das espigas florais das
espécies selecionadas, utilizando o método de hidrodestilacdo num aparelho
tipo Clevenger e calcular o rendimento de extragao;

— Caracterizar fisica e quimicamente os 6leos essenciais, com determinacdo da
densidade e indice de refragdo e analise quimica por cromatografia gasosa com
detetor de ionizacdo de chama (GC-FID);

— Caracterizar quimicamente os extratos aquosos, obtidos por liofilizacdo dos
hidrolatos, por reagdes de identificagao fitoquimica e quantificagdo de fendis
totais e flavonoides;

— Avaliar a atividade antimicrobiana dos 0leos essenciais face a estirpes

patogénicas bacterianas, Gram+ e Gram-, e leveduriformes e face a fungos
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filamentosos, contaminantes de alimentos e de culturas, através dos métodos
de difusdo em meio sélido e de macrodiluicdo, em meio liquido, para
determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI);

Determinar a atividade antioxidante dos dleos essenciais e extratos aquosos
pelo método do radical DPPH (2,2- difenil-1-picrilhidrazil) e pelo método do B-
caroteno/ acido linoleico, com vista a avaliacdo das suas propriedades
antioxidantes por diferentes mecanismos de acdo;

Avaliar a citotoxicidade dos dleos essenciais e extratos aquosos em Artemia
salina, com determinacgdo do CL s;

Determinar a toxicidade aguda dos dleos essenciais em ratinho Swiss (DLsg) e
avaliar a sua toxicidade hepatica e renal por estudos histolégicos;

Avaliar a atividade comportamental e motora, por screening farmacolégico, por
administracdo oral de diferentes concentracdes dos oleos essenciais
selecionados.

Avaliar as propriedades analgésica e anti-inflamatdria dos 6leos essenciais

selecionados, em rato Wistar.

32



\\QRS[O

= 2}
jos) s}
&v Caracterizacdao quimica e atividade biolégica de Lavandula spp.

3 Materiais e métodos

3.1 Colheita e preparagao da planta

A recolha das plantas da espécie L. luisieri efetuou-se em Evora, numa mancha
na Herdade da Mitra e as espécies de L. pedunculata foram colhidas de uma manha
em Guadalupe (Evora).As plantas da espécie L. viridis foram colhidas numa mancha da
Serra de Monchique (Algarve). As plantas foram identificadas pela Prof2 Marizia
Menezes, um membro do grupo, pertencente & Universidade de Evora e amostras das
plantas colhidas foram armazenadas no Herbario do Departamento de Biologia da
Universidade de Evora.

Apds a colheita, procedeu-se a selecdo manual das folhas e flores, em
separado, de modo a eliminar folhas/flores danificadas e ramos, garantindo, assim,
gue a pureza e a atividade do 6leo ndo sdo alteradas (Prista et al. 1991). A planta foi,
em seguida, triturada e dividida em fracdes de massa conhecida e conservada a 429C,
para extracdo dos Oleos essenciais e obtencdo do hidrolato, para posterior

determinagdo dos rendimentos de extragao.

3.2 Obtencao dos dleos essenciais e hidrolatos

A extracdo do dleo essencial foi feita por hidrodestilagcdo. Colocou-se cerca de
100 g de material vegetal num baldao de fundo redondo de 1000mL e adicionou-se
cerca de 500mL de agua destilada. Procedeu-se a montagem do aparelho tipo
Clevenger, de acordo com o esquema representado na Figura 12 (abaixo). A destilacdo
decorreu durante 3 horas (Infarmed 2005). Registou-se o volume de dleo essencial
recolhido no tubo graduado do aparelho Clevenger e recolheu-se a esséncia para um
frasco de vidro. O dleo essencial foi armazenado a -202C (Infarmed 2005).

Apds a extracdo dos Oleos essenciais, a agua resultante do processo de
decocgao, foi liofilizada para obtengao dos extratos de hidrodestilagao. Determinou-se
a massa obtida de cada extrato e calculou-se o rendimento de extracdo em funcdo da

massa da planta fresca.
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C *J,.E - A- Manta de aquecimento;
St 1
\

|BAK

- B- Baldo de fundo redondo;
- C- Sistema de refrigeracao;
- D- Tubo com agua destilada,

- E- Tubo graduado;

Figural2- Sistema de hidrodestilagédo de 6leos
essencia

3.3 Caracterizagao dos oleos essenciais

3.3.1 Determinagao do indice de refragao dos 6leos essenciais

O indice de refracdo dos dleos essenciais foi determinado com recurso a um
refratémetro (Leica ABBE Mark Il). Para o ensaio, procedeu-se a calibracdo do aparelho
com agua e, posteriormente, efetuaram-se as leituras para as amostras, de acordo
com as instruc¢des do aparelho.

O valor do indice de refracao calcula-se de acordo com a férmula:

nd2% = ndt + 0.00045 (t — 20)

onde, nd ?° = nd *° = indice de refracdo a 20°C; nd' = indice de refracdo medido a

temperatura (t) do laboratorio e t = temperatura no momento da medida.

3.3.2 Analise da composi¢ao quimica do éleo essencial por
cromatografia gasosa (GC)

A caracterizacdo quimica do dleo essencial foi efetuada por GC-FID no
cromatégrafo GC-HP 5890 Series Il. Utilizou-se como fase mdvel hélio com um fluxo de
0,6 mL/min e como fase estaciondria uma coluna polar SUPELCOWAX ™ 10 (Supelco).
O detetor utilizado foi o detentor de lonizacdo de Chama (FID). A andlise da

composicdo quimica do 6leo essencial foi realizada em triplicado (Martins et al. 2012).
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3.4 Caracterizagao dos extratos

O estudo preliminar da composi¢ao quimica possibilita o conhecimento prévio
dos extratos e indica a natureza das substancias presentes, facilitando a escolha de
metodologias analiticas. Assim, realizaram-se testes fitoquimicos qualitativos para
analisar a presenca das principais classes de metabdlitos secundarios (Matos 1997;
Anyasor et al. 2010). Efetuou-se, também, a quantificacdo dos fenodis e flavonoides

totais presentes no extrato.

3.4.1 Analise qualitativa por pesquisa fitoquimica

A andlise qualitativa foi efetuada de acordo com a marcha fitoquimica proposta
por Matos (1997) para extratos aquosos, com algumas alteracGes. Para cada extrato (1
mg/mL), foram preparados 9 aliquotas de 1mL e 1 aliquota de 5mL em tubos de ensaio

(Matos 1997; Anyasor et al. 2010).

3.4.1.1 Fendis e taninos

Para a detecdo de fendis e taninos adicionou-se 3 gotas de solug¢do alcodlica
FeCl; 1% e agitou-se bem. O teste foi comparando com um branco, usando apenas
solvente e a solucdo cloreto férrico. Uma coloracdo variavel entre o azul e o vermelho
¢ indicativo da presencga de fendis quando o teste “branco” é negativo. A formagao de
precipitado escuro de tonalidade azul indica a presenca de taninos pirogalicos (taninos
hidrolisaveis) e verde, a presenga de taninos flobafénicos (taninos condensados ou

catéquicos).

3.4.1.2 Antocianinas, antocianidinas e flavonoides

Para a detegdo da presenga de antocianinas, antocianidinas e flavonoides nos
hidrolatos, utilizaram-se 3 tubos de ensaio contendo cada um dos extratos. Num dos
tubos adicionou-se HCl até pH3, noutro adicionou-se NaOH até pH 8.5 e no terceiro

até pH 11. Na presenca de antocianinas e antocianidinas observou-se coloracgdo
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vermelha a pH3, coloracdo lilds a pH 8.5 e coloragdo azul-purpura a pH 11. Na presenca
de flavonas, flavonois e xantonas, observou-se o aparecimento de coloracdo amarela a
pH 11. Na presenca de chalconas e aurona (Matos 1997; Cunha 2006) observou-se o
aparecimento da coloragcdo vermelha a pH 3 e coloracdo vermelho-purpura a pH 11.
Na presenga de flavanonois observou-se o aparecimento de coloragao vermelho-

laranja a pH 11.

3.4.1.3 Leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas

Para avaliar a presenca de leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas foram
necessarios dois tubos para cada extrato. Num dos tubos adicionou-se HCl até pH 3 e
no outro adicionou-se NaOH até pH 11. Com o auxilio de uma lampada de alcool,
aqueceu-se a mistura, cuidadosamente, durante 2-3 min. Observou-se qualquer
alteragao na cor, por compara¢dao com os tubos correspondentes usados no teste
anterior. Na presenca de leucoantocianidinas observa-se coloracao vermelha em meio
acido. O surgimento de coloracdo pardo-amarelada em meio acido indica a presenca
de catequinas (taninos catéquicos), enquanto a coloracdo vermelho-laranja em meio

alcalino indica a presencga de flavanonas.

3.4.1.4 Flavonois, flavonas, flavanonois e xantonas

Para avaliar a presenca de flavonois, flavonas, flavanonois e xantonas,
adicionou-se ao extrato, num tubo de ensaio, alguns centigramas de magnésio
granulado ou em fita e 0.5mL de HCl concentrado. No final da reacdo (final da
efervescéncia) observou-se, por comparacdo, a mudanc¢a na cor da mistura da reacdo
nos tubos acidificados anteriormente. O aparecimento ou intensificacdo de cor
vermelha é indicativo da presenca destes compostos, na forma livre ou os seus

heterdsidos.
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3.4.1.5 Catequinas

Para confirmar a presenca de catequinas humedeceu-se bem a madeira de um
palito de fésforo no extrato. Evaporou-se o solvente e humedeceu-se uma face do
palito com HCl concentrado e aqueceu-se o palito durante 2-3 min ao calor de uma
chama de dlcool, evitando que ficasse tostado. O aparecimento de coloracdo vermelha

ou pardo-avermelhado no lado acidulado confirma a presenca de catequinas.

3.4.1.6 Flavonoides

Para avaliar a presencga de flavonoides adicionou-se, no tubo de ensaio, volume
de NaOH 0.1M equivalente ao volume de extrato. O aparecimento de coloracdo

amarela indica a presenca de flavonoides (Anyasor et al. 2010).

3.4.1.7 Esteroides e triterpenoides

Para avaliar a presenca de esteroides e triterpenoides, extraiu-se cerca de
10mg de extrato com 1 mL de cloroférmio (2-3 vezes), tendo o cuidado de agitar para
gue o solvente envolvesse todo o extrato. Filtrou-se a solu¢do cloroférmica gota a gota
num pequeno funil fechado com uma bolinha de algoddo, coberta com alguns
decigrama de sulfato de sédio anidro, para um tubo de ensaio bem seco. Adicionou-se
1mL de anidrido acético, agitou-se vigorosamente, e adicionou-se, cuidadosamente, 3
gotas de dacido sulfdrico concentrado. Agitou-se suavemente. O aparecimento de
coloracdo azul evanescente seguida de verde permanente indica a presenca de
esteroides livres enquanto o aparecimento de coloracdo parda até vermelha indica

triterpenoides pentaciclicos livres.

3.4.1.8 Cumarinas

O teste para cumarinas foi efetuado colocando duas gotas de extrato separadas

num papel de filtro ndo fluorescente. Sobre uma delas, colocou-se uma gota de KOH e
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observou-se sob uma ldmpada de UV. Um resultado positivo é indicado pela

observacdo de uma fluorescéncia azul-esverdeada na gota de extrato alcalinizada.

3.4.1.9 Saponinas

Para avaliar a presenca de saponinas agitou-se vigorosamente o tubo de ensaio
(£ =1 cm) com 5mL de extrato durante 15 segundos. A formac¢do de uma coluna de
espuma com altura minima de 1 cm e persistente durante 15 minutos indica a

presenca de saponinas.

3.4.1.10 Alcaloides

A presenca de alcaloides foi avaliada adicionando 5mL de HCl 1% a 0.5g de
extrato e agite num banho a quente e filtrando enquanto quente. Adicionou-se agua
destilada ao residuo. Adicionou-se, a 3 tubos de ensaio, 1 mL do filtrado e adicionou-
se, a cada tubo, 3 gotas dos reagentes de precipitacdo de alcaloides, respetivamente:
Hager, Mayer e Dragendorff. A formacao de precipitado é caracteristica da presenca

de alcaloides (Matos 1997; Anyasor et al. 2010).

3.4.1.11 Oses e polioses

Para avaliar a presenga de oses e polioses adicionou-se, num tubo de ensaio,
um pouco de extrato aquoso e adicionou-se 2 gotas de reagente de Molish. Apds
agitacdo, adicionou-se 2 mL de acido sulfurico concentrado pelas paredes do tubo. O

aparecimento de uma coloragdo purpura indica a presenca de oses e/ou polioses.
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3.4.2 Analise quantitativa

3.4.2.1 Avaliagao dos fendis totais

A quantificacdo de fendis totais, nos hidrolatos, foi avaliada usando o método

colorimétrico de Folin-Ciocalteu
modificado (Gajula et al. 2009). Este
método baseia-se na redugdo, na
presenca de certos agentes redutores,
dos acidos fosfomolibidico (HsPMo1,040)
e fosfotungstico (HsPW1,040), presentes
no reagente de Folin-Ciocalteu, na qual o
molibdénio estda no estado de oxidacgdo
(VI)  (cor amarela no complexo
Na;Mo04.2H,0). Assim, na presenca de

compostos fendlicos (agentes redutores),

s Na,CO4 =
A — |
HO OH HO™ N “OH
coo" coo
/©\+2Mo"” —_— | +2Mo%+ 2 H
HO OH o OH
OH o)

Figura 13- Reagéddo acido galico com o molibdénio, prese
no reagente de Foli@iocalteat
adaptado de Oliveira et al., 2009

formam-se os chamados complexos molibdénio-tungsténio azuis [(PMoW1,04)*]

(Figura 13), permitindo quantificacdo da absorvéncia da solucdo na regido do visivel

(630 nm) (Oliveira et al. 2009).

Prepararam-se as solugdes padrdo de acido pirogalico nas concentracdes entre

10 e 250 pg/mL em etanol. O ensaio foi efetuado em microplaca, em sextuplicado

(Deng et al. 2012) com concentragdes em hidrolatos entre 0.5 e 32 mg/mL. Efetuou-se

um branco com dgua e como padrao usou-se o acido pirogalico no intervalo de

concentragdes 10- 250 pg/mL. Incubou-se a placa durante 30 minutos a 402C. Leu-se a

absorvéncia a 630nm.
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3.4.2.2 Avaliagdo dos flavonoides totais

O teor total de flavonoides dos hidrolatos foi determinado usando um método
colorimétrico (Deng et al. 2012).

Neste método, o catido

H _/ Aa—a
. . _ - -
aluminio forma complexos estaveis Ho‘ | oIr a1 AICL a0ns L &
\—/ _— I
com flavonoides  (Figura  14), 1 I
<|:+ L o o
permitindo quantificar os flavonoides M
Flavonoide o .

a comprimentos de onda maiores e
Complexo Flavo-Al

evitar a interferéncia de outas classes _ - ‘ .
Figura 14+ormacdo do complexo flavono-aluminio

de substancias fendlicas, adaptado de Rahayu et al., 2009

principalmente dos acidos fendlicos (Rahayu et al. 2009).

Prepararam-se solucdes padrdo de quercetina entre 6.3 e 1000 pg/mL
dissolvidas em etanol. Em tubos de ensaio, aliquotas de 1mL de extratos (1 a 5 mg/mL)
foram adicionados volumes iguais de uma solucdao de 2% AICI3H,0. A mistura foi
agitada vigorosamente e leu-se a absorvéncia a 430nm apds 10 min de incubacgdo. O

ensaio, realizado em triplicado, foi lido contra um branco contendo 1 mL de agua

destilada em vez da solucdo de 2% AICl3 H,0, para cada concentracdo de extrato.

3.5 Estudo da atividade antioxidante

Por defini¢do, a atividade antioxidante é a capacidade de um composto inibir a
degradacdo oxidativa, por exemplo, peroxidacdo lipidica. Os ensaios de atividade
antioxidante in vitro foram criados para reproduzir as rea¢des redox que ocorrem em
sistemas bioldgicos vivos e sdo utilizados para avaliar o potencial antioxidante de
diversas amostras quimicas e bioldgicas (Ebrahimabadi et al. 2010). A capacidade
antioxidante revela informac¢Ges sobre a duracdo da acdo antioxidante, no entanto a
reatividade caracteriza o inicio da dindmica das rea¢Ges de anti-oxidagdo para uma
determinada concentragdo de antioxidante ou mistura antioxidante (Moon et al.
2009). A atividade antioxidante total de compostos ndo pode ser avaliada por um
Unico método, devido a natureza complexo dos fitoquimicos. Diversas técnicas tém

sido utilizadas para determinar a atividade antioxidante in vitro, de forma a permitir
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uma rapida selecdo de substancias e/ou misturas potencialmente interessantes

(Duarte-Almeida et al. 2006).

3.5.1 Meétodo da redugao do DPPH

7 | /\‘ 7 | 2
SN ~ N/\/
O radical do DPPH é um radical livre L. + RE N—H + R
| NO
estavel, que reage com os compostos que oM N2 ot /\H/ ’
s . 7 . . \ ‘ \/
podem doar um atomo de hidrogénio (Figura I -
2
15) (Krishnaiah et al. 2010). O principio do DPPH DPPH.H

método do radical do DPPH consiste em Figura 15-Esquema representativo da reducéo do LC
medir os radicais livres. Quando um atomo  adaptado de Rahayu et al., 2009

de hidrogénio ou um eletrdo é transferido para o eletrdo impar do radical do DPPH a
absorvéncia diminuiu proporcionalmente ao aumento de forma nao-radical de DPPH

(Lee et al. 2007).

As concentracdes dos 6leos e dos padrdes foram preparadas por dissolucdo em
etanol absoluto. As concentrag¢des dos dleos foram preparadas a partir de uma solucao
de dleo previamente preparada, de concentracdo conhecida (ST), por diluicdo em
tween 20 (20 pL de tween 20 por mililitro de volume de solucdo final) e s6 depois se
completou o volume com etanol absoluto. A solugdo ST preparou-se por diluicdo do
6leo em igual volume de tween 20 e depois adicionou-se etanol absoluto até perfazer
o volume final.

A atividade antioxidante foi avaliada para éleos essenciais (25-250 mg/mL) de L.
luisieri (folhas e espigas) e do dleo essencial das folhas de L. viridis, e para os hidrolatos
(0.05-4 mg/ml) das folhas e das espigas de L. luisieri e L. viridis. Para tal, adicionou-se,
num tubo de ensaio, 1mL de solu¢do de DPPH 0,1mM a 50uL de amostra/padrdo bem
dissolvidos em 50uL de tween 20, em triplicado. Como padrdes usou-se o acido
ascérbico (3.91-1000 pg/mL) e a quercetina (6.25-200 pg/mL). Os tubos foram agitados
vigorosamente e incubaram-se os tubos a temperatura ambiente no escuro durante 30
minutos. A absorvéncia foi quantificada a 490nm. Efetuou-se um ensaio e um branco

contendo 1mL de solugdo stock, 50uL de tween 20 e 50uL de etanol (Tepe et al. 2007).
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Determinou-se a atividade antioxidante pela férmula:

A 490 nm (branco) — A 490 nm (amostra)
X

100
A 490 nm (branco)

1 (%) =

em que A corresponde ao valor de absorvéncia do branco e das amostras/padroes

apo6s 30 minutos de incubagao.

3.5.2 Método do B-Caroteno/ Acido Linoleico

O método do B-caroteno/acido linoleico foi o primeiro descrito por Miller
(1971) e é um dos ensaios antioxidantes adequado para amostras de plantas. Por este
método, a atividade antioxidante é determinada medindo a inibicdo da producdo de
compostos organicos voldteis e a formacdao de dienos hidroperdxidos conjugados

resultantes da oxidacdo do acido

linoleico (Figura 16), resultando na H H H
02
descoloragdo do B-caroteno \ 0 /
(o]
. . N e e
(Krishnaiah et al. 2010) e 7
consequente diminuigao da \
OOH
A o . o DY e
absorvéncia na regido do visivel. A N e #
/ Decomposica do perdxido de
adicdo de uma amostra contendo hidrogénic
I o Adicao Rutura da cadeia
antioxidante ou antioxidante puro, Polimerizacéo Degradacao da quimiluminescer

ou extratos naturais retarda a

Figura 16-Descricdo esquematica dao-oxidacéo do acido linoleico

oxidacdo do B-caroteno (Roginsky et
¢ B (Rog y Adaptado de Stenberg et al., 2005

al. 2005).

A atividade antioxidante, pelo sistema B-caroteno/acido linoleico, foi avaliada
para 6leos essenciais (0.5-14 mg/mL) de L. luisieri (folhas e espigas) e do 6leo essencial
das folhas de L. viridis, e para os hidrolatos (0.03-1 mg/ml) das folhas e das espigas de
L. luisieri e L. viridis. Como padrbes usou-se o acido ascérbico (0.5-32 mg/mL) e a
quercetina (12.5-100 pg/mL).Para realizar o ensaio, preparou-se uma solu¢do stock de
B-Caroteno/acido linoleico, dissolvendo-se 0.5mg de PB-Caroteno num 1mL de
cloroférmio e adicionam-se 25puL de acido linoleico e 200mg de tween 40. Procedeu-se

a evaporacdo do cloroférmio em evaporador rotativo a pressdo reduzida a cerca de
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40°C. Apo6s completa evaporacdo adicionou-se ao residuo 100mL de agua destilada
previamente saturada em oxigénio (100 mL/min; 30 minutos).

As concentracbes dos oleos e dos padrdoes foram preparadas em etanol
absoluto. As concentracdes dos oleos foram preparadas a partir de uma solugdo de
6leo previamente preparada, de concentracdo conhecida (ST), por diluicdo em tween
20 (20 pL de tween 20 por mililitro de volume de solucdo final) e s6 depois se
completou o volume com etanol absoluto. A solugdo ST preparou-se por diluicdo do
6leo em igual volume de tween 20 e depois adicionou-se etanol absoluto até perfazer
o volume final.

Procedeu-se a avaliacdo da atividade antioxidante adicionando, num tubo de
ensaio, 2.5mL de solu¢do stock a 350uL de amostra/padrdo, em triplicado. Os tubos
foram agitados vigorosamente e mediu-se a absorvéncia a 490 nm. Incubaram-se os
tubos em banho-maria a 502C durante 2horas. Mediu-se novamente a absorvéncia a
490 nm. Efetuou-se um branco contendo 2.5mL de solugao stock e 350uL de etanol

(Tepe et al. 2005; Mata et al. 2007).

Determinou-se a atividade antioxidante pela féormula:

I (%) = AA 490 nm (branco) — AA 490 nm (amostra) 100
Yo AA 490 nm (branco)

em que AA corresponde a diferenca entre a absorvéncia as 0 horas e a absorvéncia

apo6s 2 horas de incubacao.

3.6 Avaliacao atividade antimicrobiana

Os o6leos essenciais e extratos obtidos a partir de varias plantas ganharam,
recentemente, popularidade e interesse cientifico, nomeadamente no tratamento de
doencas infeciosas, patologias do sistema respiratério, aparelho urinario e
gastrointestinal, biliar e sistemas, bem como sobre a pele (Rios et al. 2005). Os testes
para avaliar a atividade antimicrobiana podem ser classificados como métodos difusao,
diluicdo ou bioautograficos. Os principios e a pratica destes métodos de ensaio estdo

descritos na literatura (Burt 2004).
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3.6.1 Preparagao das suspensoes de microrganismos

Para os ensaios da avaliacdo da atividade antimicrobiana, foram preparadas
suspensdes dos microrganismos a estudar em soro fisiologico estéril (NaCl 0.9%).

Para as bactérias e leveduras, as suspensoes de células foram preparadas nas
concentragdes correspondentes a uma turvagdao de 0.5 na escala de McFarland. Os
ensaios dos microrganismos patogénicos foram realizados em Camara de Fluxo de Ar
Laminar (AireGard 126 Vertical Flow CleanBench, NUAIRE, classe IlI) no Laboratdrio de
Bacteriologia do Hospital Veterinario da Universidade de Evora (Oke et al. 2009).

Para as suspensdes de fungos, as suspensodes de esporos foram preparadas de
modo a obter uma concentracdo correspondente a 108UFC/mL (contagem em camara
de Neubawer).

Para determinar a concentragdo minima inibitdria, as suspensdes foram
diluidas de 108UFC/mL para 2x10° UFC/mL.

Todas as suspensdes preparadas e todos os ensaios microbioldgicos sao

realizados tendo em conta as condi¢Ges de assepsia.

3.6.2 Método de difusdao em meio sdlido

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana prepararam-se os meios de
cultura adequados para os microrganismos em estudo: SDA para fungos filamentosos e
leveduras e NA para bactérias. Os meios foram previamente esterilizados em autoclave
a 1152C/15min e armazenados a temperatura ambiente (NCCLS 2008). Posteriormente
procedeu-se a liquefacdao dos meios e distribuicdo em placas de Petri.

As placas foram inoculadas por espalhamento, com 100uL da suspensao
contendo 108UFC/mL de cada microrganismo em estudo. Colocaram-se trés discos
equidistantes de papel Whatman estéril (§ 6mm) em cada placa. O dleo essencial foi
aplicado nos 3 discos de cada placa (triplicados). O estudo foi efetuado para o volume
de 5uL de éleo essencial puro (NCCLS 2003; NCCLS 2008; NCCLS 2009), para cada
microrganismo. De modo a evitar a volatilizacdo do 6leo essencial procedeu-se a pré-
incubacdo das placas de Petri durante duas horas a 42C (Oke et al. 2009). Como

controlos positivos utilizaram-se discos contendo antibidticos especificos para as
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estirpes bactérianas e a nistatina (33 pg = 1000Ul) para as leveduras e fungos
filamentosos. Posteriormente procedeu-se a incubacdo das culturas em estufa a
379C/24 horas para as bactérias, 372C/48 horas para as leveduras e 282C/4-5 dias para

os fungos filamentosos.

3.6.3 Concentragdao minima inibitoria

Os ensaios de atividade antimicrobiana em meio liquido sdo recomendados
para a determinagcdao da CMI, definida como a menor concentragdo do agente
antimicrobiano capaz de inibir completamente o crescimento do microrganismo pelo
método da macrodiluicdo (NCCLS 2003), efetuando as alteracGes necessdrias ao
estudo de 6leos essenciais. A concentracdo minima inibitéria (CMI) dos dleos
essenciais que apresentaram atividade foi avaliada face as bactérias patogénicas
testadas, utilizando o método de diluicdo em meio liquido (macrodiluicdo), método de
referéncia para testar a atividade dos agentes microbianos (NCCLS 2008), sendo a
resposta evidenciada pela turvacdo do meio (Naghetini 2006).

Preparou-se uma solucdo inicial de 6leo essencial em DMSO, de concentracdo
40000 pg/mL. As restantes solugdes de oéleo essencial, de concentragdes
compreendidas entre 31.25 e 2000 mg/mL, foram obtidas por diluicdes sucessivas da
solugdo preparada inicialmente.

As suspensGes de microrganismos foram preparadas como descrito
anteriormente. Os ensaios foram realizados em triplicado, em tubos de ensaio de 5mL
estéreis. A 100uL de dleos em diferentes concentracdes, adicionou-se 900uL de meio
de cultura liquido e 1mL de inoculo do microrganismo.

Para as culturas das bactérias utilizou-se meio NB e para os fungos meio SDB.
As culturas foram incubadas com agitacdo orbital (100 rpm) a temperatura e tempo
pré-definidos: 372C/24 horas para as bactérias, 372C/48 horas para as leveduras e
289C/4-5 dias para os fungos filamentosos.

Apds incubagdo, o crescimento do microrganismo foi determinado pela leitura

visual direta e por métodos espetrofotométricos (630 nm).
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3.7 Avaliagao da atividade toxicologica e farmacologica

Os extratos de plantas sdo misturas complexas e a determinacdo dos seus
compostos ativos e respetivos mecanismos de acdo é um grande desafio devido a
presenca de compostos de diferentes classes ou diferentes estruturas, contribuindo
para a mesma atividade. Assim, a selecdo de bioensaios para determinar o efeito
especifico € uma etapa importante. Os bioensaios devem ser simples, sensiveis e

reprodutiveis (Chang 2000; Maciel et al. 2002).

3.7.1 Avaliagdo da citotoxicidade em Artemia salina

O teste de mortalidade 50 com Artémia salina é um bioensaio simples, barato,
seguro e de resposta rapida. O ensaio permite avaliar a toxicidade em geral, sendo
considerado um ensaio preliminar no estudo da bioatividade de extratos vegetais,
correlacionando-a com a sua citotoxicidade (Bastos et al. 2009; Hossain et al. 2012).

Para determinacdo da atividade citotoxicoldgica, procedeu-se de acordo com
as indicacbes do Artoxkit M, realizando as seguintes altera¢des: as solucgGes
padrdo/amostra devem ser preparadas 10 vezes mais concentradas que a
concentracdo a testar, sendo adicionados, no poco, 100 pL da solucdo de
amostra/padrdo a 900 uL de dgua do mar sintética. Os 6leos essenciais foram testados
num intervalo de concentragGes 5-1000 pug/mL e os hidrolatos foram testados num
intervalo de concentragdes 0.25-10 mg/mL. O ensaio foi realizado em triplicados.

As concentracdes dos 6leos foram preparadas 10 vezes mais concentradas
usando como solvente DMSO 10%, enquanto as concentracdes dos hidrolatos foram
preparados por dissolucdo em dagua bidestilada (Sharififar et al. 2009). Apds as 24
horas de incubacdo, procedeu-se ao calculo da percentagem da mortalidade e
determinacdo da concentracdo letal 50 (ClLsg). Considerou-se como critério de
toxicidade: valores Clsp> 1000 pg/mL (ndo tdxico); = 500 < 1000 pg/mL (baixa
toxicidade) e < 500 pg/mL (tdxico) (Bastos et al. 2009).
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3.7.2 Avaliacao do perfil hipocratico e determinagao da dose letal 50
(DL50)

A determinagdo do "screening" hipocratico é feita por um conjunto de testes e
de técnicas simples de realizar e de baixo custo, as quais, com grande rapidez e com
uma pequena quantidade de substancia/ extrato, permitem uma observagdo
preliminar de varios tipos de atividade, que poderd ser completada posteriormente
por técnicas mais seletivas e complexas que melhor esclarecam os resultados obtidos.

Para avaliar a toxicidade aguda dos extratos (6leo essencial e extrato hidrolato)
da folha de L. luisieri, selecionaram-se grupos de ratos fémea Swiss com 13-15
semanas e peso 20-30g, provenientes do Biotério do Departamento de Quimica da
Universidade de Evora, de acordo com as linhas gerais para o uso responsavel de
animais em experimentacdes (Diretiva Europeia e legislacdo nacional Portaria 1005/92
de 23 de Outubro) (Hau et al. 2003). Os procedimentos de experimentacdao em animais
de laboratdrio foram supervisionados por uma investigadora acreditada como pessoa
competente (investigadora coordenadora) pela Direcdo Geral de Veterinaria (Portaria
1005/92 de 23 de Outubro) e pela FELASA (n2 020/08). Para iniciacdo dos testes os
animais foram marcados, pesados e separados. A administracdo da dose dos extratos
foi efetuada por via oral, com recurso a sonda gastrica, nas doses de 175, 550 e 2000
mg/Kg de peso corporal no grupo tratado e apenas o veiculo para o grupo controlo
(OECD 2001; OECD 2001; OECD 2001). Os animais ficaram sob observacdo constante
nos primeiros 60 minutos, avaliando os parametros: catalepsia, reflexos de postura,
tracdo, sensibilidade da cauda (teste de Haffner), reflexo pineal, atividade motora e
conduta (passiva, agressiva, temor) (Vogel et al. 2002). O ensaio foi realizado de
acordo com as normas da OCDE, utilizando o procedimento Up-and-Down (OECD
2001), avaliando a evolugdo do comportamento animal durante 14 dias consecutivos,
registando a laténcia quando ndo se observou morte ou qualquer outro sinal de
toxicidade.

Apds o término do ensaio, procedeu-se ao sacrificio do animal por puncdo
cardiaca terminal, recolhendo o soro (centrifugacdo do sangue 3000g, 15 min -
conservar a -42C) e os 6rgdos figado e rins em tampdo de homogeneizacdo (analise

histopatoldgica).
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3.7.3 Analise histologica e histomorfométrica

A analise histoldgica e histomorfométrica, como métodos complementares de
avaliacdo toxicoldgica, permitem inferir acerca da toxicidade dos extratos ao nivel dos
orgdos e das células. Estes métodos permitem a avaliacdo estrutural e funcional dos
tecidos e a avaliacdo da atividade e dos mecanismos da fisiologia celular. Os cortes
histolégicos foram realizados no Laboratério de Biologia, sob supervisdo da Eng?
Moénica Lima e do Prof. Orlando Lopes.

Os orgdos foram limpos e pesados e procedeu-se a fixacdo do material,
inclusdo, desidratacdo, microtomia, coloracdo dos cortes histolégicos e microscopia
otica foram realizados de acordo com o protocolo interno laboratério de biologia.
Cortes seriados de 5um de espessura distanciados 30um foram corados com
hematoxilina-eosina (H&E) e observados ao microscopio dtico.

Os parametros histomorfométricos foram medidos em imagens digitais tiradas
de cortes histoldgicos com uma camara digital Leica DC acoplado a um microscépio
Dialux Leitz 20 e usando um software de andlise de imagem interativa (Sigma Scan
Pro5).

Para cada amostra de figado, procedeu-se a medicdo (na ampliacdo de 400X,
com cerca de 142552 um2 de area dtica), da drea nuclear de hepatécitos e da area
sinusoidal em 5 imagens escolhidas aleatoriamente para cada animal a partir de cinco
diferentes secc¢des histoldgicas das area periportal / pericentral do figado. Mediu-se
um total de 20 nucleos por espécime. A area sinusoidal foi calculada pela soma da area
medida para cada sinusoide em cada imagem.

Para cada amostra de rim, mediu-se a maior area de sec¢do transversal dos
glomérulos, e a espessura do epitélio do tubulo proximal. Quinze glomérulos e quinze
tubulos proximais foram analisados em imagens digitalizadas da regido do cortex renal
a partir de cortes seriados com 5um de espessura e distanciados 30um entre si. A
espessura do epitélio dos tubulos proximais foi medida em varios pontos escolhidos

aleatoriamente.
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3.7.4 Avaliacao da atividade analgésica

Existem muitas abordagens para diferenciar as diversas a¢des de analgésicos
fortes, utilizando modelos animais. Neste estudo, o método utilizado para avaliar a
atividade analgésica é a prova de Amour-Smith (método do calor radiante). Esta
metodologia tem sido utilizada por muitos autores para avaliar a atividade analgésica
em experiéncias com animais (roedores), medindo a alteragdes, induzida por drogas,
na sensibilidade ao stress térmico aplicado nas suas caudas (Vogel et al. 2002).

Este ensaio foi efetuado em 6 grupos de 6 ratos machos Wistar (200-300 g).
Os grupos administrados oralmente com dleo essencial da folha de L. luisieri (100 e
200 mg/Kg) foram comparados com um grupo testemunha administrado oralmente
com uma solucdo Tween 20 1% (veiculo), enquanto os grupos administrados com o
hidrolato da folha de L. luisieri (500 e 1000 mg/Kg) foram comparados com um grupo
testemunha administrados oralmente com agua. Para controlo padrao administrou-se
uma solucdo de morfina (10 mg/Kg) subcutaneamente (na parte dorsal, junto a cabeca
do animal) a um grupo de 6 animais.

Apds um periodo de jejum de 16h, os animais foram imobilizados em gaiolas
individuais adequadas de maneira que a cauda repouse na calha do aparelho provida
de uma célula fotoelétrica. Ligou-se a lampada (fonte de calor) e mediu-se o tempo de
reacao (t0) do animal ao estimulo térmico, caracterizado pelo comportamento de
levantar a cauda. Assumiu-se com tempo de exposicdo maxima 10 segundos para
evitar lesdo tecidual. Procedeu-se a administracdo das solugdes nos respetivos grupos
e avaliou-se o tempo de reacdo (ti) do animal ao estimulo térmico apds 30, 60 e 90
minutos. Os 6leos essenciais foram diluidos numa solucdo de tween 20 1% e os

extratos foram diluidos em agua destilada.

A atividade analgésica foi calculada com base na equacao:

AAD (%) (ti — t0)testemunha — (ti — t0)amostra 100
= X
nive (ti — t0)testemunha
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3.7.5 Avaliagao da atividade anti-inflamatéria

Sao vdrias as metodologias descritas para avaliar a atividade anti-inflamatéria,
permitindo avaliar processos inflamatdrios agudos, subagudos e crénicos.

A atividade anti-inflamatdria foi avaliada pelo teste de inducdo, pela
carragenina, de edema na pata. Este método baseia-se na capacidade de um composto
inibir o edema produzido na pata posterior do rato apds a injecdo de um agente
inflamatdrio, neste caso, a carragenina (Vogel et al. 2002; Hajhashemi et al. 2003).

Este ensaio foi efetuado em 6 grupos de 6 ratos machos Wistar (200-300 g). Os
grupos administrados oralmente com éleo essencial da folha de L. luisieri (100 e 200
mg/Kg) foram comparados com um grupo testemunha administrado oralmente com
uma solucdo Tween 20 1% (veiculo), enquanto os grupos administrados com o
hidrolato da folha de L. luisieri (500 e 1000 mg/Kg) foram comparados com um grupo
testemunha administrados oralmente com agua. Para controlo padrao administrou-se
oralmente uma solucdo de dexametasona (1 mg/Kg), preparada numa solugdo de
tween 20 1%. Sessenta minutos ap6s a administracdo oral, administrou-se
subcutaneamente, na regiao plantar da mesma pata do animal, 0.1 mL duma solugao
de carragenina 1% (p/V) (NaCl 0.9%). O volume da pata foi medido 4 e 5 horas apods a
producdo da inflamacdo (Vt).

A atividade anti-inflamatéria foi calculada com base na equacgdo:

AAT (%) (Vt — VO)testemunha — (Vt — V0O)amostra 100
= X
0 (Vt — VO)testemunha
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3.8 Analise estatistica dos resultados

Os estudos foram efetuados com o objetivo final de comparar as varias
atividades dos Oleos essenciais e dos hidrolatos. Para comparacdo dos resultados
procedeu-se 3 analise de varidncia (ANOVA - One way), usando o programa SPSS” 18.0
para Windows Copyright ©, Microsoft Corporation. Foram considerados como valores
significativos aqueles cuja probabilidade de ocorréncia foi superior a 95% (p <0.05). A
comparacdo multipla de médias foi efetuada pelo teste de Tukey, no caso dos
resultados de quantificacdo de fendis e flavonoides totais e avaliacdo das atividades
antioxidante e antimicrobiana e andlise morfométrica dos cortes histologicos, e pelo

teste de Duncan nos restantes ensaios efetuados em animais.
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4 Apresentacgao e discussao dos resultados

4.1 Caraterizacdao quimica dos 6leos essenciais

O rendimento de extracdo dos dleos, por hidrodestilacdo, a densidade e o
indice de refracdao estdo indicados na Tabela 6, para cada uma das fra¢cdes de cada

uma das plantas em estudo (folha e espiga floral).

Tabela 6 - Carateristicas dos 6leos essenciais

Oleo essencial Renleento Densidade indice de refragao
extracdo (%)
L. luisieri folha 0.80+0.11 0.95+0.01 1.4718 £ 0.0001
L. luisieri espiga 0.51+£0.04 0.94 £ 0.05 1.4787 £ 0.0001
L. pedunculata folha 0.41+£0.22 0.93+£0.01 1.4727 £ 0.0001
L. pedunculata espiga 0.37£0.07 0.96 £0.01 1.4733 £ 0.0001
L. viridis folha 0.83+£0.39 0.92+£0.01 1.4723 £ 0.0001
L. viridis espiga 0.17+£0.13 0.90+0.01 1.4759 £ 0.0001

Para as trés espécies de Lavandula estudadas, o rendimento de extracdo dos
Oleos foi superior nas folhas do que nas espigas respetivas, tendo variado entre 0.83%
e 0.41% para a folha e de 0.17% e 0.51% para a espiga. Os Oleos essenciais
apresentaram densidades variaveis entre 0.90 e 0.96 e indices de refragao de 1.472 a
1.479, apesar dos Oleos das espigas florais das trés espécies terem apresentado um
desvio otico superior ao desvio dos éleos essenciais das folhas.

Sdo muitos os fatores que afetam o rendimento de extracdo dos oleos
essenciais, e a sua composi¢ao quimica, nomeadamente a espécie, a parte da planta
usada, as diferentes fun¢des metabdlicas dos tecidos, as condicdes climatéricas, o tipo
de solo (Cavanagh et al. 2002; Sanz et al. 2004).

A composicdo quimica dos Oleos essenciais foi avaliada por GC-FID (Anexo | -
Figura 32), tendo os componentes dos o6leos essenciais sido identificados por
comparacado dos seus tempos de retencdo dos com os tempos de retencao de padrdes
submetidos as mesmas condi¢cBes analiticas e em co-eluicdo. A quantificacdo foi
calculada em percentagem de drea sem corregao de fator de resposta. Os

cromatogramas obtidos para cada um dos éleos essenciais estdo apresentados na
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Figura 32. Na Tabela 7 estdo indicados os tempos de retencdo e a % (média+DP) para

cada componente do d6leo essencial.

Tabela 7 - Composicdo quimica dos dleos essenciais

Tempo % (média + DP) *
C de L. luisieri L. pedunculata L. viridis
omponentes =
retencdao . . .
(min) folhas Espigas folhas espigas Folhas espigas

a-pineno 3.653 1.24+0.11  2.80+0.30 9.40+0.18 8.92+2.17 5.0410.56 5.40%0.01
canfeno 4.089 - 0.71+0.10  4.62+0.01  4.98+1.21  1.54+0.53  3.23+0.01
B-pineno - 3.99+0.10 6.05+0.60 0.75%0.01 1.9740.01 0.75%0.18 1.32+0.02
mirceno 5.952 - - - 0.89+0.01 - -
a-terpineno 6.191 - - - - - 1.62+0.03
limoneno 6.722 - - 1.2340.01  3.25%0.79 - 3.750.02
1.8-cineol 6.998 22.44+0.71 13.45+1.30 6.79+0.09 1.11+0.19 42.47+1.43 -
y-terpineno 7.655 0.89+0.11 - 0.97+0.05 - 0.33+0.01 -
sabineno 8.411 - - - - 0.40+0.01 0.68+0.02
a-terpinoleno 9-099 - - - - 0.72+0.04 1.134£0.05
fenchona 13.238 2.55+0.10 7.31+0.70 10.2610.12 29.20+7.20 - -
Sabineno hidratado 15.432 0.8710.10 - - - - -
canfora 17.288 3.76x0.10 10.45+0.90 37.99+0.43 35.20+2.02 11.57+1.43 13.10+0.91
Linalol 17.652 4.1410.21  4.09%0.40 - - 11.161+0.46 13.17+0.80
Acetate de linalilo 18.051 - - - - - 0.82+0.03
acetato de bornilo 20.335 19.07+4.82 19.29+1.50 13.00+0.15 6.73%+2.39 - 0.55+0.02
B-cariofileno 20.802 4.08£0.20 5.6612.60 - - 0.72+0.01 -
4-terpineol 21.064 4.11+2.50 5.78+3.60 - - 0.54+0.01 -
mirtenal 21.955 1.31+0.00 - - - - -
a-aromadendreno 22.536 3.68+0.00 2.56+1.70 - - 1.37+0.06 0.251+0.01
isoborneol 23.154 7.0312.80 4.31+0.30 - - - -
estragol 23.865 - - 1.0410.06 - 0.89+0.01 -
lavandulol 23.985 0.82+0.00  1.42+0.20 - - 1.8710.01 -
acetato de terpenilo 24.394 - - 2.32+0.07 2.10+0.04 - -
borneol 24.546 0.70+0.00  1.68+0.10 1.92+0.06  1.48+0.84 4.91+0.15 3.25+0.10
a-terpineol 24.876 - - 1.44+0.02 1.88+0.04  2.68+0.43  0.59+0.05
verbenona 25.452 2.06%0.00 1.34+0.50 - - - -
carvona 27.106 - - - - - 1.59+0.01
1-decanol 27.463 - - - - 2.7610.05 -
acetato de geranilo 27.543 1.99+0.00 2.18+0.00 - - 1.63+0.31 3.42+0.20
anetol 29.698 - - - - 0.96+.003  0.66+0.03
metil eugenol 36.482 2.15+0.20 1.3740.10 - - - -
acetato cinamilo 40.829 - 4.42+0.40 - - - 1.274£0.09
eugenol 41.245 - 1.44+0.05 - - - -
timol 41.812 - - - - 0.90+0.01  0.91+0.02
carvacrol 43.002 - - - - - 2.51+0.15
Total 87 96 93 95 92 60
Grupos de componentes
Monoterpenos hidrocarbonados 6.99 9.56 16.97 23.04 9.96 17.12
Monoterpenos oxigenados 72.13 74.11 75.55 71.67 79.59 40.88
Sesquiterpenos hidrocarbonados 7.76 8.22 - - 2.09 0.25
Outros - 4.42 - - - 1.27

# média correspondente a tréplicados
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Neste estudo, observamos que a composicdo quimica dos 6leos essenciais,
tanto na presenga/auséncia como na percentagem dos componentes, varia consoante
a espécie e o tecido da planta de onde é extraido, podendo estes constituir
importantes marcadores de quimiotipo para caracterizacdo destas espécies.

O dleo essencial das folhas de L. luisieri apresentou como constituintes
maioritarios o 1,8-cineol (22.4 %), acetato de bornilo (19.07%), lavandulol (7.03%),
linalol (4.14%), 4-terpineol (4.11%) e PB-cariofileno (4.08%), enquanto o dleo das
espigas florais apresentou como constituintes maioritarios o acetato de bornilo
(19.29%), 1,8-cineol (13.45%), canfora (10.45%), fenchona (7.31%), B-pineno (6.05%),
4-terpineol (5.78%), B-cariofileno (5.66), acetato de cinamilo (4.42%), lavandulol
(4.31%) e linalol (4.09%). O dleo essencial das folhas de L. viridis apresentou como
constituintes maioritarios o 1,8-cineol (44.9%), canfora (16.28%), linalol (9.94%), a-
pineno (5.09%) e borneol (4.63%), e o 6leo essencial das espigas apresentou como
compostos maioritdrios a verbenona (34.28%), canfora (16.65%), a-pineno (11.84%),
borneol (5.88%) e acetato de geranilo (4.36%). O d6leo essencial das folhas de L.
pedunculata apresentou como constituintes maioritdrios a canfora (37.99%), o acetato
de bornilo (13%), a fenchona (10.26%), o a-pineno (9.40%) e o 1,8-cineol (6.79%), e o
dleo essencial das espigas apresentou como compostos maioritarios a fenchona
(29.20%), a canfora (29.17%), o a-pineno (8.92%), o acetato de bornilo (6.73%) e o
canfeno (4.98%).

Alguns estudos com Lavandula spp. mencionam que os 6leos essenciais das
espécies deste género sdo constituidos maioritariamente por monoterpenos
hidrocarbonados e oxigenados e por sesquiterpenos hidrocarbonados e oxigenados
(Gonzalez-Coloma et al. 2011). Estudos anteriores, revelam que o dleo essencial da L.
luisieri, um d6leo muito distinto do das outras espécies Lavandula spp., apresenta na
sua composicdo 1,8-cineol, lavandulol, linalol e seus acetatos, além dos outros
compostos também presentes nas outras espécies deste género (Nogueira et al. 2002;
Hajhashemi et al. 2003; Gonzéalez-Coloma et al. 2011; Zuzarte et al. 2012). Estudos
efetuados com L. viridis, citam que o dleos essencial da parte aérea desta espécie
contém maioritariamente monoterpenos oxigenados (> 50%) e hidrocarbonados
(>20%) e sesquiterpenos (<5%), apresentando como compostos maioritarios: 1,8-

cineol (22-42%), canfora (2.9-31.5%), a-pineno (0.3-14.4%) e linalol (0.2-7.8%)
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(Nogueira et al. 2002; Gongalves et al. 2008; Zuzarte et al. 2011). Um estudo realizado
com L. pedunculata do centro de Portugal (Zuzarte et al. 2009) refere que o seu dleo
essencial é constituido maioritariamente por monoterpenos oxigenados (69-89%) e
monoterpenos hidrocarbonados (4.25-22.5%), apresentando como constituintes
maioritarios a fenchona (1.3 — 59.7%), o 1,8-cineol (2.4 — 55.5%) e a canfora (3.6 —

48.0%).

4.2 Caracterizacao dos extratos de Lavandula spp.

Na Tabela 8 apresentam-se os rendimentos obtidos, apds liofilizacdo, dos

extratos de hidrodestilagao das folhas e espigas de L. luisieri, L. pedunculata e L. viridis.

Tabela 8 - Rendimento de extracdo dos hidrolatos

Planta Rendimento
extracao (%)

L. luisieri (folha) 11.07+1.11
L. luisieri (espiga) 5.15+0.31
L. pedunculata (folha) 10.89 + 1.09
L. pedunculata (espiga) 5.17£0.36
L. viridis (folha) 4.83 £0.28
L. viridis (espiga) 4.31+£0.34

Para as trés espécies de Lavandula estudadas, o rendimento de extracdo dos
hidrolatos foi superior nas folhas do que nas espigas respetivas, tendo variado entre

4.83% e 11.07% para a folha e de 4.31% e 5.17% para a espiga.

Os extratos vegetais sdo misturas complexas, constituidos por varios grupos de
compostos resultantes do metabolismo secundario das plantas. Assim, a avaliacdo
guimica dos seus constituintes é uma etapa fundamental da sua caracterizacdo.

Estudos recentes (Lee et al. 2012) referem que o processo e o método de
decocgdo é um fator importante na obtencdo de compostos vegetais com interesse
farmacoldgico. Durante o processo de cozimento, ocorrem uma série de reacdes
responsaveis pela conversdo de muitos dos constituintes das plantas aromaticas e

medicinais.
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Os resultados dos testes qualitativos, efetuados para elucidar a composicao
guimica dos extratos obtidos, identificando a presenca/auséncia dos principais grupos

de compostos biologicamente ativos, estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Composicao fitoquimica dos hidrolatos

Grupos de compostos Hidrolatos
L. luisieri L. viridis
(folhas)  (espigas) (folhas) (espigas)

Alcaloides 0 0 0 0
Antocianidinas 0 0 0 0
Antocianinas 0 0 0 0
Auronas 0 0 0 0
Catequinas ++ ++ ++ ++
Chalconas 0 0 0 0
Cumarinas 0 0 0 0
Fendis simples + + + +
Flavonas ++ ++ ++ ++
Flavonoides ++ + +++ ++
Flavanonas 0 0 0 0
Flavanondis 0 0 0 0
Leucoantocianidinas 0 0 0 0
Saponinas ++ ++ ++ ++
Taninos catéquicos ++ ++ ++ ++
Taninos pirogalicos 0 0 0 0
Triterpendides ++ + +++ S
Xantonas ++ ++ ++ ++
Oses e polioses +++ +++ +4+ ++

Presenca intensa: +++ Presenca: ++  Vestigios: + Ausente: O

Na analise de pesquisa fitoquimica, os extratos de hidrodestilagdo em estudo
revelaram, na sua composi¢cdo, a presenca de catequinas, fendis simples, flavonas,
flavonoides, saponinas, taninos catéquicos, triterpendides, xantonas, e oses e polioses.

N3do se conhecem estudos de caracterizacdo da composicdo quimica dos
extratos de hidrodestilacdo de Lavandula spp., no entanto, alguns estudos realizados
com L. angustifolia Mill., referem que as partes aéreas e florais sdo ricas em linalol,
acetato de linalilo e outros monoterpenos e sesquiterpenos, flavonoides,
triterpendides e cumarinas, responsaveis pelas propriedades bioldgicas que lhes sdo
atribuidas, nomeadamente, antidepressivas, anti-convulsionante, sedativa,
espasmolitica, anestésico, antioxidante, antimicrobiana (Upson et al. 2000;

Hajhashemi et al. 2003).
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Na caraterizacdo quimica dos extratos procedeu-se também a quantificacdo de
fendis totais, pelo método de Folin-Ciocalteu, utilizando o acido pirogalico como
composto padrdo, no intervalo de concentragdes entre 0,0039- 0,25 mg/mL, tendo-se
obtido a equacgdo da reta A (630 nm) =0.0014 [acido pirogdlico, mg/mL] +0.0633,
R=0.9966 (Anexoll - Figura 33 e Figura 34). Os resultados em compostos fendlicos

totais de cada extrato foram expressos em acido pirogalico (mg/mL] (Figura 17).
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Figura 17 — Concentracdo de fendis totais expressos em concentrac¢do de acido pirogalico (ug/mL).

Cada coluna representa o valor médio de 6 replicados + desvio padrao. Os grupos assinalados com letras
distintas para cada uma das concentragdes, apresentaram diferencas significativas (p <0,05).

Para cada um dos extratos estudados, observou-se uma proporcionalidade
direta entre a concentracdo de fendis totais e a absorvéncia da amostra, para o
intervalo de concentracdes até 4 mg/mL (Anexo Il - Figura 34). A concentracdo de
compostos fendlicos no extrato de hidrodestilacdo das folhas de L. luisieri (0.5 mg/mL)
foi significativamente superior do que no hidrolato da espiga correspondente (p<0.05)
(Anexo Il - Tabelas 20 e 21). Paralelamente, hidrolato obtido da folha de L. viridis
apresentou maior quantidade de compostos fendlicos significativamente superior
(p<0.05) ao hidrolato da espiga, na concentracdo correspondente (Anexo Il — Tabelas
20 e 21).Observou-se, ainda, que os hidrolatos de L. viridis apresentaram uma
composicdo mais rica em compostos fendlicos que os hidrolatos de L. luisieri. Assim,

para a concentracdo de 1 mg/mL, os hidrolatos da folha de L. luisieri e L. viridis,
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apresentaram um contetido em compostos fendlicos correspondente a 61.75 e 156.33
ug/ml de acido pirogalico, respetivamente, enquanto os extratos das espigas florais,
apresentaram um conteudo correspondente a 51.21 e 96.04 ug de acido pirogalico,
respetivamente. Os resultados da anadlise de comparacdo multipla de médias estdo

apresentados Anexo Il.

Alguns estudos efetuados com plantas da familia Lamiaceae, incluindo do
género Lavandula, sugerem que os compostos fendlicos estdo presentes nas espécies
desta familia, observando-se variacGes caracteristicas de cada género ou espécie na
composi¢cdao em compostos fendlicos (Upson et al. 2000; Matkowski et al. 2006)

Dentro dos compostos fendlicos, um dos grupos importantes no que respeita as
atividades biolégicas sdo os flavonoides. Estes sdao um grupo de compostos
polifendlicos amplamente distribuido nas plantas medicinais, legumes e frutas. O
flavonoides totais (Anexo Il - Figura 36) foram expressos em concentracdo do padrao
guercetina, um flavonoides natural existente em muitas plantas (Figura 18). Para o
efeito construi-se uma curva de calibracido de quercetina, num intervalo de
concentragdes de 0.0063-1 mg/mL, com a equacdo da reta A =3.3893 [quercetina,

mg/mL] - 0.0123 com R?=0.9952 e R=0.9976 (Anexos II- Figura 35).
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Figura 18 — Concentracgdo de flavonoides totais expressos em concentracdo de quercetina (mg/mL).

Cada coluna representa o valor médio de 3 replicados + desvio padrao. Os grupos assinalados com letras
distintas para cada uma das concentracgdes, apresentaram diferencas significativas (p <0,05).
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Os extratos de L. viridis apresentam um conteddo em flavonoides superior ao
dos extratos de L. luisieri. Os valores foram também mais elevados nos extratos das
folhas do que nas espigas correspondentes. A andlise de variancia (ANOVA) mostrou
gue os extratos das folhas de L. luisieri e L. viridis apresentaram maior conteido em
flavonoides totais, significativamente diferentes (p<0.05) que os extratos das espigas
correspondentes. Os resultados da analise de comparacdo multipla de médias estdo
apresentados no Anexo |l.

Estes dados estdo coerentes com os dados apresentados para a quantificacdo
de fendis totais onde os extratos das folhas e os extratos de L. viridis apresentam
teores superiores de fendis totais. Assim, por exemplo, para a concentracdo de 1
mg/mL, os hidrolatos das folhas e das espigas de L. luisieri apresentaram um conteudo
em flavonoides correspondente a 0.012 e 0.008 pg/ml de quercetina, respetivamente,
enguanto os extratos das folhas e das espigas de L. viridis, na mesma concentracdo,
apresentaram um conteudo correspondente a 0.041 e 0.052 pg de quercetina,
respetivamente.

Alguns estudos experimentais demonstraram que os flavonoides possuem
varios efeitos benéficos para a saude humana, incluindo a protecdo cardiovascular, na
protecdo de doencas neurodegenerativas, atividade anticancerigena, e propriedades
antialérgica, antiviral, e anti-inflamatdria, podendo estes beneficios estar associados a
atividade de antioxidante natural dos flavonoides (Shaghaghi et al. 2008; White et al.
2012).

4.3 Avaliacao das propriedades antioxidantes dos dleos e extratos

A atividade antioxidante, nos éleos essenciais e nos extratos de hidrodestilacdo
de L. luisieri e L. viridis, foi avaliada por dois mecanismos diferentes, através dos
métodos do radical DPPH- e o sistema B-caroteno/acido linoleico, utilizando-se como
padrdes o acido ascérbico e a quercetina, dois antioxidantes naturais. De referir que,
ndo se procedeu ao referido estudo no dleo essencial das espigas de L. viridis devido a

baixa quantidade de amostra obtida.
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Na Figura 19 podemos observar o perfil de inibicdo da oxidacdo dos dleos e
hidrolatos, pelo método do radical DPPH, observando-se que a um aumento da

concentracdo corresponde um aumento da percentagem de inibicdo da oxidacao.
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Figura 19 — Atividade antioxidante pelo método de radical DPPH
A- Perfil de atividade para os 6leos essenciais; B- Perfil de atividade para os hidrolatos

Os valores da percentagem de inibicdo da oxidacdo foram expressos em
concentracdo de padrdo. Na Figura 20 sdo apresentados os valores de atividade
antioxidante pelo método do radical DPPH, expressos em acido ascérbico, para os
oleos essenciais (A) e para o hidrolato (B). Os resultados de atividade antioxidante
correspondentes, expressos em quercetina, sao apresentados na Figura 21. As curvas

de inibicdo de oxidacdo dos padrdes estao apresentadas no Anexo Il - Figura 37.
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Figura 20 — Atividade antioxidante, avaliada pelo método do radical DPPH-, expressa em [acido

ascorbico].
A-Oleos essenciais; B-hidrolatos
Cada coluna representa o valor médio de 3 replicados + desvio padrdo. Os grupos assinalados com
letras distintas sdo significativamente diferentes para p <0,05.
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Figura 21 — Atividade antioxidante, avaliada pelo método do radical DPPH-:, expressa em [quercetinal].

A-Oleos essenciais; B-hidrolatos
Cada coluna representa o valor médio de 3 replicados + desvio padrdo. Os grupos assinalados com
letras distintas sdo significativamente diferentes para p <0,05.

Os o6leos essenciais e os hidrolatos testados apresentaram atividade
antioxidante pelo método da captura de radicais livres. No entanto, os hidrolatos

mostraram maior eficacia na captura de radicais livres, quando comparados com os
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oleos essenciais, apresentando diferencas significativas (p<0.05). Assim, os oleos
essenciais, na concentracdo 50 mg/mL, de L. luisieri (folhas e espigas) e de L. viridis
(folhas), apresentaram atividade antioxidante na captura de radicais livres, equivalente
a 59.3, 59.7 e 48.7 pug/mL de acido ascorbico e 55.4, 53.5 e 44.9 ug/mL de quercetina,
respetivamente. Os hidrolatos, na concentragdo 0.5 mg/mL, apresentaram atividade
equivalente a 26.8, 24.2, 34.7 e 40.3 mg/mL de acido ascorbico e a 30.4, 27.3,39.1 e
45.5 pg/mL de quercetina, respetivamente. A analise de comparagdo multipla de
médias (Tukey) mostrou que a atividade antioxidante pelo método do DPPH foi
significativamente diferente para algumas diferentes concentracbes de éleo essencial
e hidrolatos testadas (p<0,05). Por outro lado, observou-se que os hidrolatos de L.
viridis, apresentaram atividade antioxidante superior a demonstrada pelos dleos
essenciais e extratos de L. luisieri, com diferencgas significativas entre si (p<0.05) (Anexo
[I1). Observou-se que para as diferentes concentracdes, os 6leos de L. luisieri (folha e
espiga) e L. viridis apresentaram diferencas significativas. No entanto, comparando os
Oleos de L. luisieri, o 6leo da folha apenas apresentou diferencgas significativas (p<0.05)
com o respetivo 6leo da espiga diferencas na concentracdo de 75 mg/mL. No caso dos
hidrolatos, observou-se diferencas significativas (p<0.05) entre as folhas e as espigas
de L. luisieri para as concentracdes de 0.13, 0.25 e 0.50 mg/ml, enquanto para a L.
viridis sé se observou diferengas significativas entre as folhas e as espigas para as
concentragoes 0.25 e 0.50 mg/mL. Os resultados da analise de comparacdo multipla de

médias estdo apresentados no Anexo Il - Tabela 24-Tabela 27.

Estes resultados estao de acordo com os resultados obtidos na quantificagao de
fendis e flavonoides totais, sugerindo a presenca de compostos fendlicos com
propriedades antioxidantes na capacidade de captacdo de radicais livres (DPPH radical)
nos extratos em estudo. Assim, por exemplo, na concentracdo 1 mg/mL, os extratos de
L. viridis e L. luisieri apresentaram um conteudo em fendis totais equivalente a 156.33
e 61.75 pg/mL, e uma concentragdo de flavonoides equivalentes a 0.41 e 0.12 mg/mlL,
respetivamente.

Muitas das plantas medicinais pertencentes a familia Lamiaceae apresentam

potencial antioxidante. Estudo efetuados com plantas medicinais sugerem que a sua
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atividade antioxidante deve-se as reacdes redox dos compostos fendlicos, que lhes
permitem agir como agentes redutores, doando atomos de hidrogénio e captando
oxigénio singuleto (Moyo et al. 2010). Alguns estudos efetuados com espécies do
género Lavandula sugerem que os Oleos essenciais das partes aéreas destas plantas
possuem atividade antioxidante na protecdo do substrato lipidico e na captacdo de
radicais livres (Cavanagh et al. 2002; Miguel et al. 2009; Albano et al. 2011; Gonzalez-
Coloma et al. 2011).

Na Figura 22 podemos observar o perfil de inibicdo da oxidagdo dos dleos e
hidrolatos, pelo sistema B-caroteno/acido linoleico, observando-se que os dleos

essenciais e hidrolatos inibem a peroxidacdo lipidica.
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Figura 22 — Atividade antioxidante pelo sistema B-caroteno/4cido linoleico
A- Perfil de atividade para os 6leos essenciais; B- Perfil de atividade para os hidrolatos

Na Figura 23 sdo apresentados os valores de atividade antioxidante pelo
método do B-caroteno/acido linoleica, expressos em acido ascérbico, para os dleos
essenciais (A) e para o hidrolato (B). Os resultados de atividade antioxidante
correspondentes, expressos em quercetina, sao apresentados na Figura 24. A curva de

inibicdo de oxidacdo dos padrdes, estdo apresentadas no Anexo Il - Figura 38.
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Figura 23 — Atividade antioxidante, avaliada pelo método do B-caroteno/acido linoleico, expressa em [4cido ascérbico]
A-Oleos essenciais; B-hidrolatos

Cada coluna representa o valor médio de 3 replicados + desvio padrdo. Para cada concentragdo, os grupos
assinalados com letras distintas sdo significativamente diferentes para p <0,05.
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Figura 24 — Atividade antioxidante, avaliada pelo método do B-caroteno/acido linoleico, expressa em [quercetinal.
A-Oleos essenciais; B-hidrolatos

Cada coluna representa o valor médio de 3 replicados + desvio padrdo. Para cada concentragdo, os grupos
assinalados com letras distintas sdo significativamente diferentes para p <0,05.
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O método do PB-caroteno/Acido linoleico permite-nos inferir acerca da
capacidade do dleo essencial inibir a peroxidacao lipidica. Por este método podemos
observar que os extratos vegetais estudados (6leos e hidrolatos) inibem a peroxidacdo
lipidica, no entanto os extratos de hidrodestilagdo mostraram maior eficacia na
protecdo do substrato lipidico, quando comparados com os dleos essenciais,
apresentando diferencas significativas (p<0.05). Os 6leos essenciais apresentaram, na
concentragdo 5 mg/mL, o equivalente a 1.1, 1.0 e 1.7 mg/mL de 4cido ascérbico e a
43.2, 37.1 e 58.8 pug/mL de quercetina para os 6leos essenciais de L. luisieri (folhas e
espigas) e L. viridis (folhas), respetivamente. Os hidrolatos apresentaram, na
concentra¢do 0.25 mg/mL, o equivalente a 11.4, 13.16, 11.0 e 7.1 mg/mL de acido
ascorbico e a 58.4, 62.1, 57.5 e 46.5 pug/mL de quercetina para os 6leos essenciais de L.
luisieri (folhas e espigas) e L. viridis (folhas e espigas), respetivamente.

A analise de variancia ANOVA (one way) apresentou diferengas significativas
(p<0.05) entre e inter-grupos. Assim, procedeu-se a andlise de comparac¢do multipla de
médias pelo teste de Tukey mostrou que a atividade antioxidante determinada pelo
método P-caroteno/Acido linoleico foi significativamente diferente para algumas
diferentes concentra¢cbes de dleo essencial e hidrolatos (p<0,05). Observou-se que
para as diferentes concentragdes, os 6leos de L. luisieri (folha e espiga) e L. viridis
apresentaram diferencas significativas, no entanto sé se observou diferencas
significativas (p<0.05) entre os d6leos da folha e da espiga de L. luisieri nas
concentragdes de 5 e 10 mg/mL. No caso dos hidrolatos, observou-se diferencas
significativas (p<0.05) entre as folhas e as espigas de L. luisieri para as concentracdes
de 0.13 e 0.25 mg/ml, enquanto para a L. viridis s6 se observou diferencas
significativas entre as folhas e as espigas para as concentracées 0.06 e 0.09 mg/mL. Os
resultados da analise de comparacdo multipla de médias estdo apresentados nos

Anexo lll — Tabela 28 -Tabela 31.

Alguns estudos tém demonstrado que plantas com niveis elevados de
compostos fendlicos exibem capacidades antioxidantes elevadas, prevenindo ou
reduzindo o branqueamento de B-caroteno por radicais peroxilo, formados pela

reacao de lipidos, tais como o acido linoleico, com espécies reativas de oxigénio (ROS)
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e oxigénio. Estes radicais reagem com o -caroteno, promovendo o branqueamento da
cor laranja do p-caroteno. Na presenca de antioxidantes, estes reagem
competitivamente com os radicais, evitando ou minimizando o branqueamento do -
caroteno (Moyo et al. 2010). Assim, os compostos fendlicos e flavonoides apresentam
um importante papel na estabilizagdo da oxidagdo de lipidos, relacionando-os com a

atividade antioxidante (Liu et al. 2007).

Para comparacdo da atividade antioxidante dos extratos, pelos dois métodos
estudados, procedeu-se ao calculo do valor de ICso, por interpolacdo grafica da
atividade antioxidante (%) vs concentracdo das amostras em estudo (Figura 19, Figura

22 e Anexo lll — Figura 37 e Figura 38). A Tabela 10 indica o valor de ICsg.

Tabela 10 - Valores de ICso (mg/mL)

radical DPPH- B-caroteno/acido linoleico
Acido ascérbico 0.10 19.05
Quercetina 0.09 0.07
Oleo essencial Hidrolato Oleo essencial Hidrolato
L. luisieri folha 193.27 2.60 12.51 0.43
L. luisieri espiga 223.52 3.20 14.02 0.35
L. viridis folha 208.90 2.50 0.88 0.39
L. viridis espiga - 1.70 - 0.47

Comparando os dois padres em estudo, observou-se que a quercetina
apresentou atividade antioxidante pelos 2 métodos, enquanto o dacido ascérbico
apresenta atividade preferencialmente pelo método do DPPH, com um valor de IC 5
de 0.1 mg/mL. As amostras apresentaram atividade antioxidante pelos dois métodos
estudados, DPPH e do B-caroteno/éacido linoleico. Em ambos os métodos estudados,
observou-se um aumento ndo linear da % de inibicdo da oxidacdo com o aumento da
concentracdo (Figura 19, Figura 22 e Anexo Il — Figura 37 e Figura 38). Porém, as
percentagens de atividade antioxidante dos 6leos e hidrolatos observadas pelo
método do B-caroteno/acido linoleico foram superiores as observadas pelo método do

DPPH pelo que é possivel referir que o mecanismo predominante de atividade
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antioxidante é a protecdo do substrato lipidico, apesar de também apresentar
capacidade de captura de radicais livres. Assim, como seria esperado, as amostras
apresentam menores valores de ICso pelo método do B-caroteno/4acido linoleico. Os
Oleos essenciais apresentam, pelo método do radical DPPH e pelo método do f-
caroteno/acido linoleico, valores mais préximo do valor de ICso do acido ascorbico
(0.10 e 19.9 mg/mL) do que do valor de ICso da quercetina (0.09 e 0.07 mg/mL,
respetivamente). Pode-se também observar que, pelos dois métodos, os hidrolatos
apresentam atividade antioxidante superior a atividade dos 6leos, apresentando
menores valores de ICso, indicando que os polifendis ou flavanonas e flavonoides
desempenham papéis importantes na atividade (Tepe et al. 2005). Contrariamente as
amostras, o padrdo mostrou-se mais eficaz na captura de radicais livres do que na
protecdo do substrato lipidico, apresentando valores de ICsq pelo método do radical
DPPH.

A maioria dos estudos visa explicar a importancia do perfil fendlico sobre a
capacidade antioxidante de diferentes produtos, no entanto as varias as familias de
polifendis, flavonoides, flavondis e &cidos fendlicos apresentam capacidade
antioxidante, sendo dificil estimar a capacidade antioxidante do conteddo de
compostos fenodlicos. As relagbes sinergéticas sdo frequentemente propostas para
explicar as diferengas entre os valores estimados e os observados para capacidades
antioxidantes (Podsedek 2007; Lobo et al. 2009). Além disso, como ndo foi possivel
estabelecer uma relagdo direta entre o conteudo de compostos fendlicos totais e a
capacidade antioxidante das amostras, quer pela captura de radicais livres quer pela
inibicdo da peroxidagao lipidica, pode-se assumir que outros compostos, sem estrutura
fendlica, contribuem para a atividade antioxidante. A presenca de terpendides,
presentes nos 6leos essenciais e hidrolatos, pode explicar, em parte, a atividade

antioxidante demonstrada por estas plantas (Mata et al. 2007).
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4.4 Avaliacao da citotoxicidade em Artemia salina

Alguns estudos tém demonstrado que o ensaio de citotoxicidade com Artemia
salina € um bom método para a avaliagao preliminar de toxicidade, permitindo avaliar
plantas medicinais utilizadas popularmente para varios fins e monitorizar o isolamento
de uma grande variedade de compostos biologicamente ativos (Bastos et al. 2009;
Hossain et al. 2012).

O estudo da avaliacdo da citotoxicidade efetuado para os dleos essenciais das
folhas de L. luisieri e de L. viridis e respetivos hidrolatos, mostrou que estes compostos
apresentaram uma baixa mortalidade de A.salina comparativamente ao dicromato de
potdssio (padrdo). Os valores de ClLsg foram determinados por interpolacdo grafica e
comparados com o padrdao dicromato de potdssio (Tabela 11). As curvas de dose-

resposta das amostras e do padrdo estdo apresentadas no Anexo IV - Figura 39.

Tabela 11 - Valores de concentracao letal 50 (CLs)

CLso (ng/mL)
[K;Cr,05] 50.20+1.71
Oleo essencial Hidrolato
L. luisieri folha 109.80 £+ 4.20 4042.58 + 50.33
L. luisieri espiga - 3632.49 + 250.20
L. viridis folha 85.42 +4.13 3605.98+ 421.24
L. viridis espiga - 4559.04 + 382.44

As amostras em estudo apresentaram valores de Clso superiores ao composto
padrao, sendo, portanto, consideradas menos tdxicas do que o dicromato de potassio.
Os oleos apresentaram toxicidade elevada para Artemia salina, com valores de Clsg
inferiores a 500 pug/mL, no entanto apresentaram valores de ClLsg superiores ao valor
do dicromato de potassio, utilizado como padrdo. Os hidrolatos ndo apresentaram
toxicidade para A. salina (CLsg > 1000 pg/mL), apresentando valores de Clso (> 3500
pug/mL) muito superiores ao valor de Clsg do dicromato de potassio (Bastos et al.
2009).

Estes valores de toxicidade podem estar relacionados com a presenca de

flavonoides, taninos e polifendis e a auséncia de alcaloides, que poderdao sugerir
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atividade antitumoral dos éleos essenciais, no entanto, esta terd que ser confirmada

em linhas celulares especificas (Sharififar et al. 2009).

4.5 Avaliacao da atividade antimicrobiana

O estudo da avaliacdo da atividade antimicrobiana foi efetuado para os éleos
essenciais de L. luisieri (folhas e espigas) e L. viridis (folhas) pelos métodos de difusdo
em meio solido e determinacdo da concentracdo minima inibitéria (NCCLS 2003;
NCCLS 2008; NCCLS 2009). Os hidrolatos de L. luisieri e L. viridis ndo apresentaram
atividade antibacteriana nem antifungica.

Os resultados de atividade antibacteriana dos 6leos pelo método de difusao em
meio soélido, face as estirpes patogénicas, Gram-positivas (Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis) e Gram-negativas (Escherichia
coli, Morganella morganii, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Salmonella
enteritidis e Salmonella typhimurim) sao apresentados na Tabela 12, com indicacdo

dos halos de inibicdo (mm).

Tabela 12 - Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

@ halo de inibigdo (mm)

L. luisieri L.viridis T
folha espiga folha

Escherichia coli LFG 03 8.0+ 0.0° 6.0+ 0.0° 9.3+0.6° 6
Escherichia coli ATCC 25922 11.0+1.0°  9.0+1.0° 30.0+2.0° 30
Morganella morganii LFG 08 9.0+ 0.0 7.3+0.6 9.7+0.6' 6
Pseudomonas aeruginosa LFG 02 7.0 +0.08 13.0+0.0" 6.0+ 0.0 15
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Si 6.0+ 0.0 6.0+ 0.0 18
Proteus mirabilis LFG 04 9.3%0.6 70+00  11.0£1.0 8
Salmonella enteritidis LFG 05 8.7+ 0.6 83+06° 11.7+0.6 26
Salmonella typhimurium LFG 06 7.7+06M Si" 8.0+0.0" 10
Enterococcus faecalis LFG 01 10.0 £ 0.0° 7.7 +0.6° 11.3+0.6° 15
Enterococcus faecalis ATCC 29212 10.7 £ 0.6 9.3+0.6" 9.7+0.6" 16
Staphylococcus aureus LFG 07 21.3+2.3° 14.3+0.6' 19.7+15° 44
Staphylococcus aureus ATCC 29213 20.3+0.6" 16.3+0.6" 16.7+1.2" 32
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 13.3+1.2" 123+0.6" 9.3+0.6" 14

Legenda: si — sem inibigdo; TE-Tetraciclina (30 pug)

Cada coluna representa o valor médio de 3 replicados + desvio padrdo. Para cada estirpe, os grupos
assinalados com letras distintas sdo significativamente diferentes para p <0,05.
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Os d6leos essenciais mostraram capacidade para inibir o crescimento das
estirpes estudadas, exceto para o dleo essencial das folhas de L. luisieri para a P.
aeruginosa ATCC 27853 e para o 6leo essencial das espigas de L. luisieri para a S.
typhimurium LFGO6. Os oleos essenciais apresentaram um largo espectro de acdo
antibacteriano, com inibicdo das estirpes Gram+ e Gram-, observando-se diferencas
significativas (p<0.05) para os trés éleos face as estirpes E. coli LFGO3 e face a estirpe
E. faecalis LFG 07, no entanto ndo se observou diferencas significativas (p>0.05)para as
respetivas estirpes ATCC. Os dleos da folha revelaram maior atividade face as estirpes
Gram+ (em especial S. aureus) e face a maioria das estirpes de Enterobactérias
testadas (Gram-) do que o 6leo da espiga. No entanto, o éleo da espiga de L. luisieri
revelou maior atividade face as estirpes de P. aeruginosa do que os dleos das folhas.

Comparando os éleos das folhas das duas espécies de Lavandula, o 6leo de L.
viridis apresentou melhores resultados do que o 6leo das folhas de L. luisieri face as
estirpes Gram- (exceto paras as estirpes de P. aeruginosa), enquanto o 6leo das folhas
de L. luisieri apresentou maior atividade do que o 6leo das folhas de L. viridis face as
estirpes Gram+ estudadas.

Os resultados obtidos para as mostras foram comparados com os resultados
obtidos para um conjunto de antibidticos padrdo, usados na medicina convencional,
testados nas mesmas condicdes, para cada estirpe bacteriana (Anexos V - Tabela 32).

O dleos essenciais das folhas de L luisieri e L. viridis apresentaram-se mais ativo
do que os antibidticos padrao tetraciclina no caso das bactéria Gram-negativas E. coli
LFG 03, M. morganii LFG 08 e P. mirabilis 04, e mais ativo do que o antibidtico padrdo
gentamicina para as estirpes Gram-positivas estudadas, enquanto o dleo das espigas
de L. luisieri apenas apresentou maior atividade face a estirpe P. mirabilis LFG 04.

Além disso, os dleos essenciais também apresentaram boas atividades para as
estirpes Gram-positivas estudadas, como é o caso do antibidtico gentamicina para o
qual o éleo essencial das folhas de L. luisieri apresentou maior atividade face a todos
as estirpes Gram-positivas estudadas e o dleo essencial das folhas de L. viridis
apresentou maior atividade do que este padrao para as estirpes S. aureus. Os
resultados da analise de comparacdo multipla de médias estdo apresentados nos

Anexo VIl =Tabela 33 e Tabela 34.

70

Caracterizacdao quimica e atividade biolégica de Lavandula spp.



= 2}
jos) s}
@ Caracterizacdao quimica e atividade biolégica de Lavandula spp.

Na Tabela 13 estdo registados os valores da concentragao minima inibitdria
(CMI) para os 6leos e bactérias testadas e para o cloridrato de tetraciclina, antibidtico

utilizado como padrao.

Tabela 13 - Valores da concentragao minima inibitéria

CMI (pg/mL)
L. luisieri L.viridis Cloridrato de
folha espiga folha tetraciclina

Escherichia coli LFG 03 500 500 > 2000 > 40
Escherichia coli ATCC 25922 > 1000 >1000 1000 0.25
Morganella morganii LF GO8 500 500 1000 > 40
Pseudomonas aeruginosa LFG 02 250 250 500-750 10
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 > 1000 >1000 > 1000 5
Proteus mirabilis LFG 04 250 250 1000 40
Salmonella enteritidis LFG 05 750-1000 750 500-750 0.25
Salmonella typhimurium LF GO6 750-1000 >1000 > 1000 > 40
Enterococcus faecalis LFG 01 500 500 - -
Enterococcus faecalis ATCC 29212 125 1000 62.5 5
Staphylococcus aureus LFG 07 250 250 - -
Staphylococcus aureus ATCC 29213 250 250-500 125-250 0.05
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 125 250 125 40

Legenda: -: ndo efetuado

De acordo com os resultados obtidos, podemos observar que os 6leos
essenciais apresentam atividade bacteriostatica para as estirpes Gram+, com valores
de CMI no intervalo 62.5-1000 pug/mL, onde tanto o valor mais baixo (62.5 pg/mL, éleo
da folha de L. viridis) como o valor mais alto (1000 ug/mL, 6leo da espiga de L. luisieri)
correspondem a estirpe Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Para as estirpes Gram-, os Oleos essenciais apresentam atividade
bacteriostatica com valores de CMI no intervalo 250-2000 pg/mL. O valor 250 pg/mL
corresponde aos valores de CMI dos 6leos de L. luisieri face a estirpe Pseudomonas
aeruginosa LFG02 e o valor >2000 pg/mL valores de CMI do dleos das folhas de L.
viridis face a estirpe Escherichia coli LFG03.

E importante referir que estas estirpes sdo patogénicas e que a maior parte
desenvolve resisténcia ao tratamento com antibidticos de sintese, sendo, portanto,

necessario pesquisar novos compostos aos quais estes microrganismos sejam sensiveis

e que poderdo ser posteriormente aplicados na terapéutica.
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O estudo de atividade antifungica

revelou que os o6leos essenciais

apresentaram atividade face a leveduras patogénicas e face a fungos filamentosos

fitopatogénicos (Tabela 14).

Tabela 14 - Atividade antifungica dos 6leos essenciais

@ halo de inibigdo (mm)

L. luisieri L.viridis Nistatina
8 folha espiga folha (33 pg)
=) Candida albicans 20.00 +2.00° 12.67 +0.58° - 1433 +1.53°
% Candida krusei 16.33£0.58°  9.67 £ 0.58° - 8.33 +2.08°
= Candida parapsilosis It® 10.00 + 1.00° - 13.00 + 1.008
Geotrichum klebahnii It" It" - 19.00 + 5.29'
Aspergillus japonicus It 8.67 + 0.47" It 25.00 + 3.60'
2 Aspergillus niger it" 6.67+0.47" 11.00+2.00° 13.67 +1.15°
3 § Aspergillus orizae 6.33 +0.58° 7.00 + 1.00° 6.33 +0.58° 10.00 + 1.00"
es Fusarium oxysporum It* 10.33 +0.47" It* 9.67 +0.58"
i g Penicillium spp. It 6.67 £0.47" It 6.0+0.0"
= Rhizopus oryzae 12.33+0.58"  6.33+0.58" 9.33 +0.58° 9.33 +0.58°
Rhizopus stolonifer 6.00£0.000 6.00£0.000  7.00+1.00° Si”

Legenda: it: inibicdo total; si: sem inibi¢do; -: ndo efetuado
Cada coluna representa o valor médio de 3 replicados + desvio padrdo. Para cada estirpe, os grupos
assinalados com letras distintas sdo significativamente diferentes para p <0,05.

O ¢dleo essencial das folhas de L. luisieri apresentou maior atividade do que o
padrdo nistatina, para as estirpes fungicas estudadas com excegao da estirpe A. Orizae.
Este 6leo apresentou inibicdo total do crescimento face as estirpes de leveduras C.
parapsilosis e G. klebahnii e face as estirpes fungicas A. japonicus, A. niger, F.
oxysporum e Penicillium spp, apresentando diferencas significativas (p<0.05)quando
comparado com o dleo das respetivas espigas face a estirpes fungicas estudadas com
excecdo das estirpes G. klebanii, A orizae e R. stolonifer. O dleo das espigas de L. luisieri
apresentou atividade antifungica superior a nistatina face as estirpes C. krusei e G.
klebahnii. O 6leo essencial de L. viridis apresentou maior atividade que a nistatina face
a estirpe Rhizopus stolonifer e apresentou inibicdo total do crescimento face as
estirpes A. japonicus, F oxysporum e Penicillium spp, diferindo significativamente
(p<0.05) dos dleos de L. luisieri face as estirpes R. oryzae e A. niger. Os resultados da
analise de comparacdo multipla de médias estdo apresentados nos Anexo VIl —Tabela

35 —Tabela 38.
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A concentracdo minima inibitdria foi avaliada face as estirpes estudadas para os
oleos essenciais de L. luisieri, observando-se valores de CMI entre 125 e 250 pg/mL e
250-500 pg/mL para o dleo das folhas e das espigas, respetivamente, face as estirpes
de leveduras e observou-se valores de CMI entre 250 e 100 pg/mL para os oleos das

folhas e das espigas face as estirpes de fungos filamentosos (Tabela 15).

Tabela 15 - Valores da concentragao minima inibitéria para as
estirpes fungicas

CMI (pg/mL)

L. luisieri

folha espiga

@ Candida albicans 250 500
_§ Candida krusei 125 250
€ Candida parapsilosis 125 250
= Geotrichum klebahnii 125 250
w Fusarium oxysporum 500 >1000
2 g Aspergillus niger 250 500
%" E Asperg/.llus ja;.Jonlcus 250 500
Y & Aspergillus orizae >1000 >1000
& Penicillium spp 250 250

Algumas plantas e seus derivados sdo conhecidos pelas suas propriedades
antimicrobianas. Neste contexto, extratos de Lavandula spp. tém sido usados na
medicina tradicional, e, mais recentemente, como agentes antimicrobianos
(Hanamanthagouda et al. 2010). Os estudos que existem na literatura referem que os
Oleos essenciais de Lavandula spp. apresentaram atividade antibacteriana. Um estudo
efetuado com dleo de Lavandula bipinnata refere que as estirpes E. coli, P. aeruginosa
e S. aureus sdo sensiveis ao dleo essencial desta planta aromatica (Murthy et al. 2010).
Além disso,

A bibliografia refere que 6leos ricos em terpenoides (carvacrol, eugenol e
canfora) e compostos fendlicos apresentaram atividade antimicrobiana, e alguns
estudos efetuadas com estes compostos na sua forma pura sugerem que estes
compostos quimicos sao responsaveis pela atividade antimicrobiana dos 6leos, quer

porque se apresentam como compostos maioritarios quer pelo facto de
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desempenharem um papel importante devido aos efeitos sinergéticos (Rodriguez et al.
2007; Gilles et al. 2010; Weerakkody et al. 2010).

Os o6leos essenciais sao conhecidos pelos seus efeitos sinergéticos e alguns
estudos efetuados demonstraram que a mistura da totalidade dos componentes dos
Oleos essenciais apresentou maior atividade que a mistura dos seus constituintes

maioritarios (Burt 2004; Weerakkody et al. 2010).

4.6 Avaliacao da toxicidade aguda e screening farmacologico

Os resultados da avaliacdo do perfil hipocratico e da toxicidade aguda apds
administracdo do 6leo e extrato de L. luisieri durante 14 dias consecutivos (Up-and-
Down, OCDE, 2001), estdo apresentados nas Tabela 12 (dleo) e 13 (extrato de
hidrodestilacdo). O dleo e o extrato. As amostras testadas apresentam baixa
toxicidade, com DLsg superior a 2000 mg/Kg, uma vez que n3o se observou morte ou
gualquer outro sinal de toxicidade durante o ensaio. Além disso, efetuou-se o registo
dos pesos dos animais e dos drgdos e observou-se que os aninais dos grupos de teste
tiveram maior variacdo de massa corporal (3-4g) e o peso do figado variou, em média,
no intervalo de 0.93-1.24 g, enquanto o peso médio do rim variou no intervalo de 0.11-
0.15 g, no entanto, pela analise de variancia (ANOVA-one way), ndo se observaram
diferencas significativas entre os grupos.

Durante o ensaio, os ratos Swiss administrados com oleo essencial
apresentaram alteragdes comportamentais durante as primeiras 24h, nomeadamente
ao nivel da sensibilidade aos estimulos aplicados nas orelhas e na base da cauda,
enguanto os animais administrados com o hidrolato, ndo apresentaram alteracGes
comportamentais. Observou-se ainda, no grupo da dose de 6leo essencial mais
elevada, 2000 mg/Kg, uma conduta passiva nos primeiros 30 min, sugerindo uma ac¢do
calmante. Apos este periodo de 24h os animais apresentaram comportamento normal.
Os resultados obtidos sugerem que o 6leo possui atividade analgésica e sedativa.

Alguns estudos efetuados com éleos essenciais, referem que 6leos ricos em

monoterpenos oxigenados, nomeadamente 1,8-cineol, linalol, borneol e seus acetatos,
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apresentam capacidade analgésica e anti-inflamatdria (Cavanagh et al. 2002; Peana et

al. 2002; Vogel et al. 2002; Hajhashemi et al. 2003).

Tabela 16 - Resumo do perfil hipocratico para o éleo essencial das folhas de L. luisieri

Dose (mg/Kg)

175

550

2000

Parametro

0.5 1 8

0.5

1

Catalepsia
Reflexos de
postura
Teste de
tracdo

Teste de
Haffner
(cauda)
Reflexo pineal
(orelhas)
Atividade
motora (min)

Conduta
agressiva
Conduta
passiva
Conduta de
temor

- - - 00

>60 >60 >60 @ >60

>60

>60

>60

>6

0

0

0

0

>60

>60

>60 >60

>60

Aumento: +

Diminuigao: -

Normal: 0

Tabela 17 - Resumo do perfil hipocratico para o hidrolato das folhas de L. luisieri

Dose (mg/Kg)

175

550

2000

Tempo (h)
Parametros

0.5 1 24

0.5 1

Catalepsia
Reflexos de
postura

Teste de tragéo

Teste de Haffner
(cauda)

Reflexo pineal
(orelhas)
Atividade motora
(min)

Conduta
agressiva
Conduta passiva

Conduta de
temor

o o o| o

o O o o
o O o
O O O O ®
o
o O o o| o

>60 >60 >60 >60 | >60

0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0

>60

0

o

0

o O o o

>60

o O O ®

>60

>60

o O o o

o O o o| o

>60

o O o o
o O o
O O O O ®

>60

o O o o

>60

Aumento: +

Diminuigao: -

Normal: 0
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Para complementar o estudo de avaliacdo da toxicidade, procedeu-se as
analises histologica e morfométrica do figado e rim dos animais administrados com
6leo essencial e hidrolato (nas doses 175 mg/Kg, 550 mg/Kg e 2000 mg/Kg) e
respetivos controlos), com vista a avaliar eventuais alteragdes estruturais causados nos
drgdos mais envolvidos no processo de metabolizacdo. Nas Figuras 25 a 29 podem
observar-se imagens de cortes histolégicos transversais dos érgaos em estudo, figado
(Figura 25 — 26) e rim (Figuras 27-29). Nas Tabela 18 estdo indicados os valores da
analise morfométrica. Os dados foram submetidos a analise estatistica (ANOVA-one
way — anexo VI —Tabelas 41 e 42 .

A analise histolégica do figado mostrou que nos individuos administrados com
as doses mais elevadas (550 e 2000 mg/Kg) de dleo essencial foram registados focos
de alteragdao da arquitetura hepatica, com um notdrio desarranjo da disposi¢ao
cordonal dos hepatdcitos. Além disso, foi possivel observar nalguns individuos
administrados com o 6leo essencial focos onde os hepatdcitos possuem um citoplasma
claro, provavelmente vacuolizado, e nucleos com cromatina condensada (Figuras 25C e
26C). Nos individuos administrados com os hidrolatos os efeitos sobre a estrutura
hepatica sdo mais discretos quando comparado com o observado nos individuos
administrados com o o6leo essencial. Congestionamento vascular foi também
identificado no figado nao so6 dos individuos administrados quer com o 6leo essencial,
guer com os hidrolatos, mas também nos individuos do grupo controlo (Figuras 25 e
26).

Uma analise morfométrica mostrou que a area do nucleo dos hepatdcitos nos
individuos administrados ¢ maior do que aquela nos individuos do grupo controlo
(Tabela 18). Os valores mais elevados correspondem aos individuos administrados com
o 6leo essencial, nomeadamente aqueles das doses mais elevadas (550 e 2000 mg/kg).
De acordo com a analise estatistica (anexo VI), a diferenca das médias da area nuclear
dos hepatdcitos é significativa (p <0.05) entre os grupos administrados com o éleo
essencial e o grupo controlo. Em contrapartida, as diferencas observadas entre os
grupos administrados com o hidrolato, assim como as diferencas entre estes e o grupo
controlo mostraram ndo ser significativas (p >0.05). Estes resultados indicam que a

administracdo do 6leo essencial induz uma evidente hipertrofia do nucleo dos
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hepatdcitos. Um aumento do nucleo podera corresponder a um aumento da atividade

metabdlica dos hepatdcitos induzida pela administracdo do éleo essencial.

A analise morfométrica do figado mostrou também que a area relativa ocupada
pelos sinusoides nos campos de amostragem selecionados varia em termos
percentuais entre 5.5-11.5% nos grupos administrados com d6leo essencial, e entre
5.16 e 9.53% nos grupos administrados com hidrolato (Tabela 18). Nos grupos
administrados com o éleo essencial, observaram-se diferencas significativas (p<0.05)
entre o grupo administrado com a dose de 175 mg/kg e os restantes grupos testados.
Em contrapartida as diferengas registadas entre os individuos administrados com as
doses mais elevadas (550 e 2000 mg/Kg) e o grupo controlo ndo foram significativas (p
>0.05). Face aos resultados obtidos, pode dizer-se que ndo ha uma correlacdo
consistente entre a dose administrada de 6leo essencial e a area dos sinusoides.

J4 nos grupos administrados com o hidrolato verificou-se uma tendéncia de
diminuicdo da area dos sinusoides com o aumento da dose administrada, sendo as
diferengas registadas significativas (p<0.05) (Tabela 18), no entanto as diferengas
observadas ndo sdo significativas uma vez que ndo se observaram diferencas
significativas entre os individuos administrados com a dose 2000 mg/Kg e o grupo

controlo (p>0.05).
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Figura 25 — Cortes histoldgicos da regido pericentral do figado corados a Hematoxilina e Eosina (H&E)

A-D: animais administrados com dleo essencial (veiculo, 175, 550 e 2000 mg/Kg, respetivamente)

E-H: animais administrados com extrato hidrolato (veiculo, 175, 550 e 2000 mg/Kg, respetivamente)

vc- veia central hepatica; 1- hepatdcito; 2- sinusoide; 3- célula de kupffer; 4- células sanguineas; 5- nucleos condensados.
Ampliagdo:250X

78



& Caracterizacdao quimica e atividade bioldgica de Lavandula spp.
EVO

Figura 26 — Cortes histolégicos da regido pericentral do figado

A-D: animais administrados com dleo essencial (veiculo, 175, 550 e 2000 mg/Kg, respetivamente)
E-H: animais administrados com extrato hidrolato (veiculo, 175, 550 e 2000 mg/Kg, respetivamente)

1 - hepatdcito; 2 - sinusoide; 3 - célula de kupffer; 4 — células sanguineas; 5- nucleos condensados.
Ampliagdo:400X
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Tabela 18 - Valores da andlise histomorfométrica do figado para o dleo e hidrolato da
folha de L. luisieri

Dose I:Iepatécitos Sinusoides
(mg/Kg) Are?urs:zc)lear (% area)
- 0 43.75+4.79° 7.38+3.05°
g 175 48.96+6.29" 11.45+4.43
g 550 52.36+12.71° 5.49+2.51°
[J]
O 2000 51.63+11.96" 5.75+1.79°
0 45.6146.11° 5.16+2.108
é 175 40.69+6.17° 9,53+2.46"
7:% 550 44.53+6.88° 7.48+1.79'
2000 44.89+8.27° 5.27+1.938

Cada linha representa o valor médio dos replicados + desvio padrdo. Para cada parametro, os grupos
assinalados com letras distintas para cada uma das concentragdes, apresentaram diferencgas
significativas (p <0,05).

A andlise histoldgica do rim e os dados morfométricos revelaram a existéncia
de algumas diferencas a nivel das estruturas tubulares (Figuras 27-29; Tabela 19).

Assim, ao nivel dos tubulos proximais, os dados morfométricos mostraram que
para os grupos administrados com 6leo essencial o diametro do [Umen variou entre
10.60 e 12.78 um, com os valores mais elevados registados nos grupos administrados
com a dose 175 mg/Kg e 550 mg/Kg, e o valor mais baixo correspondendo ao grupo
administrado com a dose mais elevada (2000 mg/Kg) (Tabela 19). Relativamente aos
grupos administrados com o hidrolato, o valor mais elevado do diametro do lumen dos
tubulos proximais corresponde ao grupo controlo e o valor mais baixo ao grupo
administrado com a dose 175 mg/Kg.

Além disso, foram visiveis altera¢Ges ao nivel das células epiteliais dos tubulos
renais dos individuos administrados com o 6leo essencial nas doses mais elevadas (550
e 2000 mg/Kg) (Figura 27C e D). Entre as alteracdes identificadas estdo:

vacuolizacdo/degeneracdo descamacdo das células epiteliais dos tubulos proximais e
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distais, assim como descamacgao de células epiteliais nalguns tubulos proximais. De
referir ainda a observacdo de nucleos hipercromatico e/ou picnético.

Em relagdo aos glomérulos, os resultados da analise morfométrica mostraram
gue a area média dos glomérulos nos grupos administrados com 6leo essencial variou
entre 4363.48 e 6979.72 umz, com o valor mais elevado registado no grupo
administrado com a dose 175 mg/kg e o mais baixo referente ao grupo administrado
com a dose 550 mg/Kg (Tabela 19). A andlise estatistica ndo revelou diferencas
significativas entre o grupo controlo e os grupos administrados com as doses mais
elevadas (p>0.05),. No caso dos grupos administrados com o hidrolato, a area média
dos glomérulos situou-se entre 4107.14 e 5827.40 um?, com o valor mais elevado
registado no grupo controlo e o mais baixo registado no grupo administrado com a
dose mais elevada. No entanto, as diferengas registadas nao foram estatisticamente
significativas (p >0.05).

A area do espago de Bowman para os grupos administrados com éleo essencial
variou entre 1169.16 e 2304.34 umz, com o valor mais elevado registado no grupo
administrado com a dose mais elevada (2000 mg/Kg), enquanto o valor mais baixo
corresponde ao grupo administrado com a dose 550 mg/kg (Tabela 19), ndo se
observando diferencas estatisticamente significativas (p> 0.05). Nos grupos
administrados com o hidrolato observou-se que o valor médio mais elevado da drea do
espaco de Bowman pertence aos individuos administrados com a dose mais elevada
(2000 mg/Kg), enquanto o valor mais baixo corresponde aos individuos controlo. No
entanto, as diferencas registadas entre os diferentes grupos ndo foram significativas (p

>0.05) .
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Figura 27 — Regido cortical do rim, observando-se sec¢Bes transversais dos tubulos proximais e de
glomérulos

A-D: animais administrados com dleo essencial (veiculo, 175, 550 e 2000 mg/Kg, respetivamente)
E-H: animais administrados com extrato hidrolato (veiculo, 175, 550 e 2000 mg/Kg, respetivamente)

1- Glomérulo de Malpighi; 2- espago de Bowman; 3- capsula de Bowman; 4- células sanguineas; 5- nucleos condensados.
Ampliagdo:250X
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Figura 28 — Regido medular do rim, onde se destacam os tubulos proximais seccionados
transversalmente

A-D: animais administrados com dleo essencial (veiculo, 175, 550 e 2000 mg/Kg, respetivamente)
E-H: animais administrados com extrato hidrolato (veiculo, 175, 550 e 2000 mg/Kg, respetivamente)

1- Glomérulo de Malpighi; 2- tubulo; 3 - célula de kupffer; 4- células sanguineas.
Ampliagdo:400X
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Figura 29 — Regido medular do rim. Observam-se secgGes transversais da por¢do espessa da alga de
Henle, cuja parede é constituida por epitélio clibico simples

A-D: animais administrados com dleo essencial (veiculo, 175, 550 e 2000 mg/Kg, respetivamente)
E-H: animais administrados com extrato hidrolato (veiculo, 175, 550 e 2000 mg/Kg, respetivamente)
1- células sanguineas; 2- nucleos condensados

Ampliagdo: 400X
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Tabela 19 - Valores da andlise histomorfométrica do rim para o dleo e hidrolato da folha

de L. luisieri

(rr?g()/slfg) Tubulos (um) Glomérulo (pm?) Espago(:llt:nlz;)wman
= 0 11.17+1.69° 4912,52+686.10° 1442,78+91.31
§ 175 12,74+1.84° 6979,72+782.608 1680,93+174.59
§ 550 12.78+1.75° 4363,48+424.07%" 1169,16+107.92
5 2000 10,60+1.86° 4707,29+426.42° 2304,34+267.56
0 13.63+2.33° 5827,40+572.54" 1352,09+152.59"
§ 175 11.96+1.85° 4868,66+451.38" 1553,99+205.59"
é 550 12.22+1.46° 5472,42+421.26' 1437,29+178.89""
2000 12.37+1.81° 4107,14+154.93" 1742,78+191.20™

Cada linha representa o valor médio dos replicados + desvio padrdo. Para cada parametro, os grupos
assinalados com letras distintas para cada uma das concentracdes, apresentaram diferengas

significativas (p <0,05).

Em suma, do conjunto das analises histoldgicas realizadas admite-se a hipdtese

da administracdo do éleo essencial de L. luisieri nas doses mais elevadas testadas (550

e 2000 mg/Kg) poder induzir um conjunto de alteracGes histopatoldgicas no figado e

no rim, as quais aparecem descritas em, e associadas a situacdes de toxicidade. Por

outro lado, a administragao dos hidrolatos nas doses mais elevadas testadas parece

ndo ter efeitos tdo injuriosos na estrutura do figado e do rim em comparag¢do com o

oleo essencial.
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4.7 Avaliacao das atividades analgésica e anti-inflamatoria

O ¢dleo essencial e o hidrolato de L. luisieri apresentaram importantes valores
de atividade analgésica pela prova de Amour-Smith (método do calor radiante), apesar
dos valores serem inferiores aos valores apresentados pelo padrdo morfina (10 mg/Kg)

com 100% de atividade (Figura 30).

100
80
60
40

20

% Actividade

Tempo (min) 90

® morfina 10 mg/kg

6leo essencial L. luisiei folha Mitra 100 mg/kg
m Oleo essencial L. luisiei folha Mitra 200 mg/kg

m hidrolato L. luisiei folha Mitra 500 mg/kg
hidrolato L. luisiei folha Mitra 1000 mg/kg

Figura 30 — Atividade analgésica para o 6leo essencial e hidrolato das folhas de L. luisieri.
Cada coluna representa o valor médio de 6 replicados + desvio padrdo. Para cada tempo, os grupos
assinalados com letras distintas sdo significativamente diferentes para p <0,05.

O 6leo essencial na dose 200 mg/Kg mostrou-se mais eficaz nos primeiros 30
min com valores de atividade superiores a 50%, enquanto na dose 100 mg/Kg, no
mesmo periodo de tempo, a atividade foi inferior a 20%. Apds 60 min, a atividade dos
Oleos apresenta valores proximos dos 40% para as duas doses testadas Noventa
minutos apds a administracdo, o éleo essencial apresenta atividades superiores a 60%
para a dose de 100 mg/Kg e valores ligeiramente inferiores para a dose de 200 mg/Kg.

O grupo administrado com o O6leo essencial na dose 100 mg/kg diferiu
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significativamente (p<0.05) do grupo administrado com a dose de 200 mg/kg nos trés
tempos avaliados. Nos grupos administrados com hidrolato, observou-se um aumento
da atividade até aos 60 min, atingindo valores préximos dos 60% para as duas doses
testadas, ndo se observando diferencas significativas entre a dose mais baixa e a dose
mais elevada (p>0.05). Aos 90 min, a atividade do hidrolato apresentava valores de
atividade ligeiramente inferiores, no entanto os valores da % de atividade ainda eram
superiores a 50%, observando-se diferencas significativas (p<0.05) entre a dose mais
baixa (500 mg/kg) e a dose mais elevada administrada (1000 mg/kg). Os dados
sugerem, ndo haver diferencas significativas (p>0.05) entre as doses 100 mg/kg de éleo
essencial e 500 mg/kg de hidrolato e entre as doses 200 mg/kg de dleo essencial e
1000 mg/kg de hidrolato. Os grupos administrados com os extrato apresentaram
valores de atividade significativamente diferentes (p<0.05) dos valores apresentados
pelo grupo administrado com a morfina (padrdo). Os resultados da analise de
comparagdao multipla de médias estao apresentados no Anexo O - Tabela 43 e Tabela
44,

Na bibliografia ndo se encontra estudos de atividade analgésica efetuados com
L. luisieri, no entanto, um estudo realizado com 6leos e extratos das folhas de L.
angustifoliua Mill. refere que extratos destas plantas apresentam atividade analgésica
superior a 50% (6leo entre 83 e 90% e hidrolato entre 69 e 93%), sugerindo um
fundamento racional para o uso tradicional das plantas do género Lavandula

(Hajhashemi et al. 2003).

Na avaliacdo da atividade anti-inflamatodria, observou-se que o 6leo essencial e o
hidrolato apresentaram valores de atividade entre os 50 e os 80%, enquanto a
dexametasona 1 mg/Kg (padrdo) apresentou valor de percentagem de atividade de

64% (Figura 31).
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100

50

% Atividade

4
tempo (h)

m dexametasona 1 mg/kg
Oleo essencial L. luisiei folha Mitra 100 mg/kg

m Oleo essencial L. luisiei folha Mitra 200 mg/kg
hidrolato L. luisiei folha Mitra 500 mg/kg
B hidrolato L. luisiei folha Mitra 1000 mg/kg

Figura 31 — Atividade anti-inflamatdria para o d6leo essencial e hidrolato das folhas de L. luisieri.
Cada coluna representa o valor médio de 6 replicados + desvio padrdo. Os grupos assinalados com letras
distintas sdo significativamente diferentes para p <0,05.

Os grupos administrados com o 6leo essencial apresentaram diferencas
significativas entre si (p<0.05) com atividade anti-inflamatdria préoxima dos 50% na
dose mais baixa e superior a 80% na dose 200 mg/Kg.

O hidrolato apresentou valores de atividade superiores a 50% para as duas
doses testadas (59% para a dose de 500 mg/Kg e 67% para a dose 1000 mg/Kg), no
entanto as diferencas de atividade observadas para as duas doses ndo sdo
significativas (p>0.05).

Assim, temos que o dleo na concentragdo mais baixa e o hidrolato na
concentracdo mais alta apresentaram valores de atividade préximos dos valores
apresentados pelo padrdo. A dose de 200 mg/Kg apresentou atividade muito superior
a apresentada pelo padrdao. No entanto, as diferencas observadas entre as diferentes
doses dos dois extratos e o padrdo ndo sdo significativas, sugerindo ndo haver
diferencas significativas entres as entre os duas doses do éleo essencial e do hidrolato
e o padrdo (p>0.05). Os resultados da andlise de comparacdo multipla de médias estdo

apresentados nos Anexo VIl - Tabela 45 e Tabela 46.
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Estes valores sdo superiores aos valores apresentados num estudo efetuado
com uma espécie do género Lavandula, a L. angustifoliua Mill., que apresenta valores
de atividade de 48% para a dose de 200 mg/Kg de dleo essencial (Hajhashemi et al.

2003).

5 Conclusoes e perspetivas futuras

A andlise por GC-FID dos 6leos essenciais revelou importantes diferengas na
composicdo quimica dos dleos essenciais, quanto a diversidade e quanto a proporcao
dos seus constituintes, apresentando maioritariamente monoterpenos oxigenados
(>50%), monoterpenos hidrocarbonados (6-23%) e sesquiterpenos hidrocarbonado
(0.25-8%). Os dleos das espigas de L. luisieri e L. viridis apresentaram, também, na sua
composicdo pequenas percentagens de compostos pertencentes a outros grupos,
como o acetato de cinamilo (4.42 e 2.27%, respetivamente).

Os hidrolatos apresentaram na sua composicdo os compostos bioativos
catequinas, fendis simples, flavonas, flavonoides, saponinas, taninos catéquicos,
triterpendides, xantonas, e oses e polioses, variando em proporgdo consoante a
espécie e a parte da planta a qual se procedeu a extracdo. Os conteldos em
compostos fendlicos e flavonoides totais foram avaliados para os hidrolatos das folhas
e das espigas de L. luisieri e L. viridis, observando-se que os extratos de L. viridis,
particularmente o hidrolatos das folhas, sdo mais ricos nestes compostos bioativos do
que os extratos de L. luisieri (folha e espiga).

Os oleos essenciais e os hidrolatos testados apresentaram atividade
antioxidante pelos dois métodos estudados, observando-se maior atividade pelo
método do B-caroteno/acido linoleico, no qual os dleos apresentaram valores de ICs
préximos do valor de ICsqg do acido ascérbico. Observou-se, também, que os hidrolatos,
devido aos seus teores em fendis e flavonoides, apresentaram maior atividade pelos
dois métodos do que os Oleos essenciais.

Os oleos essenciais das folhas de L. luisieri e de L. viridis apresentaram

citotoxicidade face a Artemia salina, com valores de ClLsg de 109.80 e de 85.42 pug/mL,
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respetivamente. Os hidrolatos ndo apresentaram citotoxicidade, com valores de Clsg
muito superiores a 3500 pg/mL.

Os 6leos essenciais da folha e da espiga floral de L. luisieri e da folha de L. viridis
apresentaram atividade antibacteriana, face as estirpes Gram- de E. coli, K.
pneumoniae, M. morganii, P. mirabilis, S. enteritidis e P. aeruginosa e Gram+ de S.
aureus, S. epidermidis e E. faecalis. Estes 6leos também mostraram elevada atividade
antifungica, face as estirpes de C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis , G. klebahnii, A.
japonicus, A. niger, A. orizae, F. oxysporum e Penicillium sp.. Os hidrolatos ndo
apresentaram atividade antimicrobiana face as estirpes bacterianas e fungicas
estudadas, observando-se um aumento da proliferacdo em torno do disco.

Na avaliacdo da toxicidade aguda em ratos Swiss do éleo essencial e hidrolato
da folha de L. luisieri, com andlise histoldgica de drgdos envolvidos no processo de
desintoxicacdo, observou-se valores de DLsp muito superiores a 2000 mg/kg, ndo se
observando alteragbes severas ao nivel do figado e do rim apds a administragao oral
dos extratos, nas doses estudadas.

Além das propriedades bioldgicas referidas, os éleos essenciais de L. luisieri
(folha) apresentaram importantes propriedades analgésicas e anti-inflamatérias, tendo
demonstrado atividade analgésica com valores superiores a 50%, nas duas doses

testadas, aos 90 min, apds a administracdo, e grande atividade anti-inflamatéria (200

mg/kg).

No sentido de melhor caraterizar as propriedades bioldgicas dos 6leos

essenciais destas espécies, pretende-se prosseguir os estudos tendo em vista a:

. Avaliar as propriedades bioldgicas dos dleos essenciais e hidrolatos de L.
pedunculata;
. Caraterizar os 6leos e hidrolatos por técnicas de espetrometria de

massa (GC-MS e LC-MS);
. Estudar os extratos organicos, biolégica e quimicamente, de modo a
avaliar a presenca/auséncia de atividade e identificar os principios ativos responsaveis

pelas mesmas;
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. Realizar métodos bioautograficos para estimar quais os constituintes do
dleo essencial responsaveis pela inibicdo do crescimento microbiano;

. Determinar com maior precisao o valor de CMI dos 6leos essenciais para
cada um dos microrganismos estudados, utilizando concentracdes intermédias de
Oleo;

. Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos selecionados por difusdo
em meio sélido e determinacao de CMI para as bactérias e fungos testados;

. Avaliar a atividade antioxidante dos Oleos e extratos recorrendo
também a outros métodos, nomeadamente aos métodos do poder redutor do
complexo Fe3+ e acido tio barbiturico (TBAR);

. Avaliar a toxicidade dos d6leos essenciais e/ou extratos, em linhas
celulares, e considerar a possibilidade de os integrar em férmulas farmacéuticas ou
como aditivos na industria alimentar devido as atividades antimicrobianas e
antioxidantes apresentadas e ainda pelas propriedades aromatizantes que estes dleos
apresentam;

. Avaliar a toxicidade subaguda/crénica, com determina¢do dos niveis
enzimaticos de ALT e AST, GGT, ALP, glutationa-transferase, glutationa-redutase, CAT,
SOD, entre outras.

. Avaliar o mecanismo bioquimico associado a inibicdo dos processos
inflamatdrios pelas ciclo-oxigenases e a sua potencial acdao anti-tumural pela inibicao
da sintese de prostaglandinas pela via COX-2.

. Desenvolver modelos computacionais baseados em inteligéncia
artificial, que permitam correlacionar as atividades bioldgicas, a composicdo e
proporcao dos constituintes presentes nos éleos essenciais com os géneros e espécies
das plantas em estudo, tendo também em conta outras varidveis como a época do ano

e as condicdes ambientais.
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Figura 32- Cromatogramas tipo dos dleos essenciais
A-C — Folhas (L. luisieri, L. pedunculata e L.viridis, respetivamente); D-F — Espigas (L. luisieri, L.
pedunculata e L.viridis, respetivamente)
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[I.  Caraterizacdo dos extratos de hidrodestilagao
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Figura 33 - Curva de calibracdo obtida para o padrdo acido pirogalico, para quantificacdo de fendis
totais.
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Figura 34 - Perfil da quantificacdo de fendis totais nos hidrolatos método de Folin-
Ciocalteu.

Tabela 20 - Analise de variancia ANOVA para o método de Folin-Ciocalteu

ANOVA
Sum of Squares | df [ Mean Square F Sig.
C_0.5 Between Groups 11966.677] 3 3988.892 86.689 0.000
Within Groups 552.168| 12 46.014
Total 12518.846| 15
C_1.0 Between Groups 23342.698 3 7780.899 86.846 0.000
Within Groups 1075.128| 12 89.594
Total 24417.825| 15
C_2.0 Between Groups 78163.361 3 26054.454 209.989 0.000
Within Groups 1488.903| 12 124.075
Total 79652.264| 15
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Tabela 21 - Teste de Tukey para o método de Folin-Ciocalteu - Comparagdes multiplas

de médias
C 0.5

Tukey HSD?

Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2 3
L. luisieri espiga 4| 10.3214
L. luisieri folha 4 29.2500
L.viridis espiga 4 32.4643
L.viridis folha 4 84.0714
Sig. 1.000 0.906 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.

C_1.0
Tukey HSD?*

Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2 3
L. luisieri espiga 4| 57.2857
L. luisieri folha 4| 61.7500
L.viridis espiga 4 96.0357
L.viridis folha 4 152.8214
Sig. 0.907 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.

C_ 20

Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05

extrato N 1 2 3
L. luisieri espiga 4 114.9643
L. luisieri folha 4( 121.2143
L.viridis espiga 4 192.4643
L.viridis folha 4 288.1786
Sig. 0.856 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.
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Figura 35 - Curva de calibracdo obtida para o padrdo quercetina, para a quantificacdo de flavonoides

totais.
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Figura 36 — Perfil da quantificacdo dos flavonoides totais para os hidrolatos

Tabela 22 - Analise de variancia ANOVA para o método de quantificacao de flavonoides

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
C_05 Between Groups 0.004 3 0.001 919.393 0.000
Within Groups 0.000 8 0.000
Total 0.004 11
Cc_1.0 Between Groups 0.008 3 0.003 1371.486 0.000
Within Groups 0.000 8 0.000
Total 0.008 11
C_20 Between Groups 0.011 3 0.004 4639.611 0.000
Within Groups 0.000 8 0.000
Total 0.011 11
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Tabela 23 - Teste de Tukey para o método de quantificagdo de flavonoides

C_ 0.5

Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05

extrato N 1 2 3 4
L. luisieri espiga 3| 0.0078
L. luisieri folha 3 0.0119
L.viridis folha 3 0.0411
L.viridis espiga 3 0.0523
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

C_1.0

Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05

extrato N 1 2 3 4
L. luisieri espiga 3| 0.0096
L. luisieri folha 3 0.0145
L.viridis folha 3 0.0519
L.viridis espiga 3 0.0693
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

C_2.0
Tukey HSD?

Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2 3 4

L. luisieri espiga 3| 0.0128

L. luisieri folha 3 0.0166
3
3

L.viridis folha 0.0685
L.viridis espiga 0.0827
Sig. 1.000f 1.000| 1.000 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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[II.  Avaliagdo das propriedades antioxidantes
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Figura 37 — Atividade antioxidante pelo método de radical DPPH, para os padrdes
A- 4cido ascdrbico; B- quercetina

Tabela 24 - Analise de variancia ANOVA para a avaliacdo da atividade antioxidante dos
6leos essenciais pelo método do DPPH

ANOVA
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
C_25 Between Groups 773.936| 2 386.968 79.113| 0.000
Within Groups 29.348| 6 4.891
Total 803.284| 8
C_50 Between Groups 190.082| 2 95.041 14.725( 0.005|
Within Groups 38.727| 6 6.455
Total 228.809| 8
C_75 Between Groups 1311.634| 2 655.817| 143.521| 0.000
Within Groups 27.417] 6 4.569
Total 1339.051f 8
C_100 Between Groups 925.440| 2 462.720 68.563| 0.000
Within Groups 40.493| 6 6.749
Total 965.933] 8
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Tabela 25 - Teste de Tukey para a avaliagdo da atividade antioxidante dos 6leos
essenciais pelo método do DPPH

C_25
Tukey HSD?

Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2
6leo L.viridis folha 3| 15.2124
Oleo L.luisieri espiga 3 33.9291
Oleo L.luisieri folha 3 35.7166
Sig. 1.000 0.609

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

C_50

Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05

extrato N 1 2
Gleo L.luisieri folha 3| 59.2446
Gleo L.luisieri espiga 3| 59.7198
Gleo L.viridis folha 3 69.2224
Sig. 0.972 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

C_75
Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2 3
Oleo L.luisieri espiga 3| 72.6152
Gleo L.luisieri folha 3 79.4404
6leo L.viridis folha 3 100.945
2
Sig. 1.000 1.000{ 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
C_100
Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2
Oleo L.luisieri espiga 3| 91.9074
6leo L.luisieri folha 3| 95.7989
6leo L.viridis folha 3 115.0985)
Sig. 0.237 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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Tabela 26 - Andlise de variancia ANOVA para a avaliagao da atividade antioxidante dos
hidrolatos pelo método do DPPH

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
C_0.06 Between Groups 3.303 3 1.101 0.589 0.639
Within Groups 14.957 8 1.870
Total 18.261 11
C_0.13 Between Groups 68.700 3 22.900 24.060 0.000]
Within Groups 7.614 8 .952
Total 76.315 11
C_0.25 Between Groups 77.992 3 25.997 76.238 0.000]
Within Groups 2.728 8 341
Total 80.720 11
C_0.50 Between Groups 484.284 3 161.428 135.218 0.000]
Within Groups 9.551 8 1.194
Total 493.835 11

Tabela 27 - Teste de Tukey para a avaliacdo da atividade antioxidante dos 6leos
essenciais pelo método do DPPH

C_0.06

Tukey HSD?

Subset for alpha

=0.05
extrato N 1
hidrolato L.luisieri espiga 3 3.7851
hidrolato L.viridis folha 3 4.9098]
hidrolato L.luisieri folha 3 4.9889
hidrolato L.viridis espiga 3 5.0705]
Sig. 0.671]
Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
C_0.13
Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05

extrato N 1 2 3
hidrolato L.luisieri espiga 3 6.0469
hidrolato L.viridis folha 3 9.4849
hidrolato L.luisieri folha 3 11.2852| 11.2852
hidrolato L.viridis espiga 3 12.3514
Sig. 1.000 0.187 0.566

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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C_0.25

Tukey HSD?

Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2 3
hidrolato L.luisieri espiga 3| 13.1037
hidrolato L.luisieri folha 3 17.4242
hidrolato L.viridis espiga 3 17.9656
hidrolato L.viridis folha 3 20.1307
Sig. 1.000 0.680 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

C_0.50
Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2 3
hidrolato L.luisieri espiga 3| 24.2318
hidrolato L.luisieri folha 3] 26.7901
hidrolato L.viridis folha 3 34.6478
hidrolato L.viridis espiga 3 40.2470
Sig. 0.080 1.000 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
A 80 4 y=0.7359x - 2.6354 B
S0 1 y=37.872x - 12.07 20 - R2=0.9674
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Figura 38 — Atividade antioxidante pelo método de radical B-caroteno/acido linoleico, para os padr&es
A- 4cido ascdrbico; B- quercetina
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Tabela 28 - Andlise de variancia ANOVA para a avaliagao da atividade antioxidante dos
6leos essenciais pelo método do B-caroteno/4cido linoleico

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
C_1.0 Between Groups 1.994 2 0.997 2091.733 0.000
Within Groups 0.003 6 0.000
Total 1.997 8
C 25 Between Groups 1.753 2 0.877 748.397 0.000
Within Groups 0.007 6 0.001
Total 1.760 8
C_5.0 Between Groups 0.910 2 0.455 804.217 0.000
Within Groups 0.003 6 0.001
Total 0.914 8
C_10.0 Between Groups 1.134 2 0.567 1258.640 0.000
Within Groups 0.003 6 0.000
Total 1.137 8

Tabela 29 - Teste de Tukey para a avaliagdo da atividade antioxidante dos 6leos
essenciais pelo método do B-caroteno/acido linoleico

C_1.0
Tukey HSD?

Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2
Oleo L.luisieri espiga 3| 0.4166
Oleo L.luisieri folha 3| 0.4293
6leo L.viridis folha 3 1.4215
Sig. 0.768 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

C 25

Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05

extrato N 1 2
Oleo L.luisieri folha 3| 0.6859
Oleo L.luisieri espiga 3| 0.7254
Oleo L.viridis folha 3 1.6413
Sig. 0.393 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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C_5.0

Tukey HSD?

Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2 3
Oleo L.luisieri espiga 3 0.9701
Oleo L.luisieri folha 3 1.0886
Gleo L.viridis folha 3 1.6962
Sig. 1.000] 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

C_10.0
Tukey HSD?

Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2 3
Oleo L.luisieri espiga 3 1.0609
Gleo L.luisieri folha 3 1.2505
Gleo L.viridis folha 3 1.8906
Sig. 1.000| 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

Tabela 30 - Analise de variancia ANOVA para a avaliacdo da atividade antioxidante dos

hidrolatos pelo método do B-caroteno/acido linoleico

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
C_0.06 Between Groups 154.357 51.452 283.331 0.000
Within Groups 1.453 0.182
Total 155.810 11
C_0.09 Between Groups 276.049 92.016 835.048 0.000
Within Groups 0.882 0.110
Total 276.930 11
C_0.13 Between Groups 436.617 145.539 3021.402 0.000
Within Groups 0.385 0.048
Total 437.002 11
C_0.25 Between Groups 1967.937 655.979 3291.100 0.000
Within Groups 1.595 0.199
Total 1969.532 11
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Tabela 31 - Teste de Tukey para a avaliagdo da atividade antioxidante dos 6leos
essenciais pelo método do B-caroteno/acido linoleico

C_0.06
Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2 3
hidrolato L.viridis espiga 1.9796
hidrolato L.luisieri folha 2.2095( 2.2095

hidrolato L.luisieri espiga 3.2505
hidrolato L.viridis folha 10.6884
Sig. 0.909 0.067 1.000}
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

W W w w

C_0.09

Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05

extrato N 1 2 3
hidrolato L.viridis espiga 3| 2.7938
hidrolato L.luisieri folha 3| 3.5163| 3.5163
hidrolato L.luisieri espiga 3 4.0919
hidrolato L.viridis folha 3 14.4928
Sig. 0.107 0.225 1.000}|

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

C_0.13

Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05

extrato N 1 2 3 4
hidrolato L.viridis espiga 3| 3.8002
hidrolato L.luisieri folha 3 5.1398
hidrolato L.luisieri espiga 3 6.2126
hidrolato L.viridis folha 3 18.8406
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

C_0.25

Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05

extrato N 1 2 3 4
hidrolato L.viridis espiga 3| 7.0996
hidrolato L.luisieri folha 3 11.3630
hidrolato L.luisieri espiga 3 13.1545
hidrolato L.viridis folha 3 39.6739
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000]

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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[V.  Avaliacao da citotoxicidade em A salina
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Figura 39 — Curvas dose-resposta para a determinagdo da CLs, com ensaio de citotoxicidade em Artemia
salina
A - Dicromato de potassio; B-D — L. luisieri (6leo essencial da folha, hidrolato folha e hidrolato

espiga, respetivamente); E-G — Espigas L.viridis (6leo essencial da folha, hidrolato folha e hidrolato
espiga, respetivamente)
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V. Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Tabela 32 - Atividade antimicrobiana dos antibiéticos especificos

@ halo inibicdo (mm)

AMC TE CF GM W CRO P PB AMP MH AK

Escherichia coli LFG03 22 6 6 14 6 23 - - - - -
Escherichia coli ATCC

25922 21 30 6 15 26 25 - 13 6 23 19
Morganella morganii

LFGOS 6 6 12 9 8 17
Pseudomonas aeruginosa

LEGO2 6 15 - 15 6 6 - - 6 - -
Pseudomonas aeruginosa . . .

ATCC 27853 6 18 si 20 6 si - 13 si 17 24
Proteus mirabilis LFG04 30 8 13 12 16 28 - - - - -
Salmonella enteritidis

LEGOS 26 28 7 12 - 25 - - - - -
Salmonella typhimurium . .

LFGO6 si 10 14 20 6 22 - 12 si 13 20
Enterococcus faecalis ATCC

29212 29 16 6 18 26 6 22 - 14 - -
g;aphylococcus aureus LFG 42 - 17 i ) 33 - 43 i i
Staphylococcus aureus

ATCC 29213 20 32 25 14 20 10 17 - 21 16 -
Staphylococcus

epidermidis ATCC 12228 17 14 31 23 36 15 15 15 15 38 23

Legenda: - N3o realizado; si - sem inibigdo; AMC-Amoxicilina+Acido Clavulamico (3 ng); AMP-
Ampicilina (10ug); AK-Amicacina (3(ug); CAZ- Ceftazidima (3@g); GM-Gentamicina (1 pg); MH-
Minociclina (30 ug); P Penicilina G (10U); V- Trimetroprim (5ug); TE-Tetraciclina (3' pg); CF —
Cefalotina (3Qug); CRO<Ceftriaxona (' ug).
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Tabela 33 - Andlise de variancia ANOVA para a avaliagao da atividade antimicrobiana
face a bactérias patogénicas

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Escherichia coli Between Groups 10.667 2 5.333 24.000 0.001
LFG 03 Within Groups 1.333 6 0.222

Total 12.000 8
Escherichia coli Between Groups 806.000 2 403.000 201.500 0.000
ATCC 25922 \vjithin Groups 12.000 6 2.000

Total 818.000 8
Morganella Between Groups 1.556 2 0.778 3.500 0.098
morganii LFG 08 \yithin Groups 1.333 6 0.222

Total 2.889 8
Pseudomonas  Between Groups 114.000 2 57.000 171.000 0.000
ggruginosa LFG " \ithin Groups 2.000 6 333

Total 116.000 8
Pseudomonas  Between Groups 72.000 2 36.000].
2%%”20758353 Within Groups 0.000 6 0.000

Total 72.000 8
Proteus mirabilis Between Groups 24.222 2 12.111 27.250 0.001
LFG 04 Within Groups 2.667 6 0.444

Total 26.889 8
Salmonella Between Groups 22.889 2 11.444 51.500 0.000
ggter“idis LFG  Wwithin Groups 1.333 6 222

Total 24.222 8
Salmonella Between Groups 122.889 2 61.444 553.000 0.000
E’lfg"é‘g““m Within Groups 0.667 6 0.111

Total 123.556 8
Enterococcus Between Groups 8.222 2 4111 37.000 0.000
faecalis LFG 01 \yihin Groups 0.667 6 0.111

Total 8.889 8
Enterococcus Between Groups 2.889 2 1.444 4.333 0.068
fzzechz”s ATCC  Within Groups 2.000 6 0.333

Total 4.889 8
Staphylococcus Between Groups 137.556 2 68.778 25.792 0.001
aureus LFG 07 \yithin Groups 16.000 6 2.667

Total 153.556 8
Staphylococcus Between Groups 29.556 2 14.778 22.167 0.002
S ATCC  Within Groups 4.000 6 0.667

Total 33.556 8
Staphylococcus Between Groups 26.000 2 13.000 19.500 0.002
Z‘}ig%”‘i“zdzi% Within Groups 4.000 6 0.667

Total 30.000 8
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Tabela 34 - Teste de Tukey para a avaliagdo da atividade antimicrobiana face a bactérias
patogénicas

Escherichia coli LFG 03

Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05

extrato N 1 2 3
Oleo L. luisieri espiga 3 6.6667
6leo L. luisieri folha 3 8.0000
dleo L. viridis folha 3 9.3333
Sig. 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
Escherichia coli ATCC 25922

Tukey HSD?

Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2
Oleo L. luisieri espiga 3 9.0000
6leo L. luisieri folha 3 11.0000
6leo L. viridis folha 3 30.0000
Sig. 0.269 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

Morganella morganii LFG 0

8
Tukey HSD?
Subset for alpha =
0.05

extrato N 1

Oleo L. luisieri espiga 3 8.6667
6leo L. luisieri folha 3 9.0000
dleo L. viridis folha 3 9.6667
Sig. 0.090]

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

Pseudomonas aeruginosa LFG 02

Tukey HSD?

Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2
6leo L. viridis folha 3 6.0000
6leo L. luisieri folha 3 7.0000
Oleo L. luisieri espiga 3 14.0000]
Sig. 0.165 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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Proteus mirabilis LFG 04

Tukey HSD?

Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2
6leo L. luisieri espiga 3 7.0000
6leo L. luisieri folha 3 9.3333]
6leo L. viridis folha 3 11.0000
Sig. 1.000 0.050

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
Salmonella enteritidis LFG 05

Tukey HSD?

Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2
6leo L. luisieri espiga 3 8.0000
6leo L. luisieri folha 3 8.6667
6leo L. viridis folha 3 11.6667
Sig. 0.269 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
Salmonella typhimurium LFG 06

Tukey HSD?

Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2
6leo L. luisieri espiga 3 0.0000
6leo L. luisieri folha 3 7.6667|
6leo L. viridis folha 3 8.0000
Sig. 1.000 0.483]

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

Enterococcus faecalis LFG 01

Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2 3
6leo L. luisieri espiga 3 9.0000
6leo L. luisieri folha 3 10.0000
6leo L. viridis folha 3 11.3333
Sig. 1.000 1.000 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
Enterococcus faecalis ATCC 29212

Tukey HSD?

Subset for alpha =

0.05

extrato 1
6leo L. luisieri espiga 9.3333
6leo L. viridis folha 9.6667
6leo L. luisieri folha 10.6667
Sig. 0.067

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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Tabela 35 - Analise de variancia ANOVA para a avaliacdo da atividade antimicrobiana

Staphylococcus aureus LFG 07

Tukey HSD?

Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2
Gleo L. luisieri espiga 3 12.3333
Gleo L. viridis folha 3 19.6667
Gleo L. luisieri folha 3 21.3333
Sig. 1.000 0.470

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

Staphylococcus aureus ATCC 29213

Tukey HSD?

Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2
Gleo L. luisieri espiga 3 16.3333
6leo L. viridis folha 3 16.6667
Gleo L. luisieri folha 3 20.3333
Sig. 0.874 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

Tukey HSD?

Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2
6leo L. viridis folha 3 9.3333
Gleo L. luisieri espiga 3 12.3333
Gleo L. luisieri folha 3 13.3333
Sig. 1.000 0.355

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

face a leveduras patogénicas

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Candida albicans Between Groups 88.667 2 44.333 19.950 0.002
Within Groups 13.333 6 2.222
Total 102.000 8
Candida krusei Between Groups 110.222 2 55.111 33.067 0.001
Within Groups 10.000 6 1.667
Total 120.222 8
Candida parapsilosis Between Groups 2978.000 2 1489.000 2233.500 0.000
Within Groups 4.000 6 0.667
Total 2982.000 8
Geotrichum klebahnii Between Groups 1922.000 2 961.000 102.964 0.000
Within Groups 56.000 6 9.333
Total 1978.000 8
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Tabela 36 - Teste de Tukey para a avaliacdo da atividade antimicrobiana face a leveduras
patogénicas

Candida albicans

Tukey HSD?

Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2
6leo L. luisieri espiga 3 12.6667
nistatina 3 14.3333
6leo L. luisieri folha 3 20.0000
Sig. 0.413 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
Candida krusei

Tukey HSD?

Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2
nistatina 3 8.3333
6leo L. luisieri espiga 3 9.6667
6leo L. luisieri folha 3 16.3333
Sig. 0.463 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
Candida parapsilosis

Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2 3
6leo L. luisieri espiga 3 10.0000
nistatina 3 13.0000
6leo L. luisieri folha 3 50.0000
Sig. 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
Geotrichum klebahnii

Tukey HSD?

Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2
nistatina 3 19.0000
6leo L. luisieri folha 3 50.0000
6leo L. luisieri espiga 3 50.0000
Sig. 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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Tabela 37 - Andlise de variancia ANOVA para a avaliagao da atividade antimicrobiana
face a fungos filamentosos

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Aspergillus japonicus Between Groups 3700.250 3 1233.417 370.025 0.000
Within Groups 26.667 8 3.333
Total 3726.917 11
Aspergillus niger Between Groups 3646.917 3 1215.639 1620.852 0.000
Within Groups 6.000 8 0.750
Total 3652.917 11
Aspergillus orizae Between Groups 28.667 3 9.556 19.111 0.001
Within Groups 4.000 8 0.500
Total 32.667 11
Fusarium oxysporum Between Groups 5010.250 3 1670.083 20041.000 0.000|
Within Groups 0.667 8 0.083
Total 5010.917 11
Penicillium spp# Between Groups 5721.000 3 1907.000 22884.000 0.000
Within Groups 0.667 8 0.083
Total 5721.667 11
Rhizopus oryzae Between Groups 43.000 3 14.333 43.000 0.000
Within Groups 2.667 8 0.333
Total 45.667 11
Rhizopus stolonifer Between Groups 92.250 3 30.750 123.000 0.000
Within Groups 2.000 8 0.250
Total 94.250 11

Tabela 38 - Teste de Tukey para a avaliagao da atividade antimicrobiana face a fungos
filamentosos

Aspergillus japonicus

Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2 3
Oleo L. luisieri espiga 3 8.6667
Inistatina 3 25.0000
Gleo L. luisieri folha 3 50.0000
Oleo L. viridis folha 3 50.0000

Sig. 1.000 1.000 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

Aspergillus niger

Tukey HSD?

Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2 3 4
6.6667

Gleo L. luisieri espiga
Oleo L. viridis folha 10.3333

Inistatina 13.3333

W W W W

Gleo L. luisieri folha 50.0000
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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Aspergillus orizae

Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2
Oleo L. luisieri folha 3 6.3333
Oleo L. viridis folha 3 6.3333
Oleo L. luisieri espiga 3 6.6667
Nistatina 3 10.0000
Sig. 0.936 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

Tukey HSD?

Fusarium oxysporum

extrato

Subset for alpha = 0.05

N 1

2 3

Inistatina

Gleo L. luisieri espiga
Gleo L. luisieri folha
Oleo L. viridis folha
Sig.

8.0000

W W W Ww

1.000

10.3333
50.0000
50.0000
1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

Penicillium spp

Tukey HSD?

Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2
Nistatina 3 6.0000
Gleo L. luisieri espiga 3 6.6667
Gleo L. luisieri folha 3 50.0000
Gleo L. viridis folha 3 50.0000
Sig. 0.085 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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Rhizopus oryzae

Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2 3
6leo L. luisieri espiga 3 6.3333
6leo L. viridis folha 3 9.3333
nistatina 3 9.3333
6leo L. luisieri folha 3 11.6667
Sig. 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

Rhizopus stolonifer

Tukey HSD?

Subset for alpha = 0.05
extrato N 1 2
Nistatina 3 0.0000
6leo L. luisieri folha 3 6.0000
6leo L. luisieri espiga 3 6.0000
6leo L. viridis folha 3 7.0000
Sig. 1.000 0.144

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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VL.  Avaliagdo da toxicidade aguda e perfil farmacoldgico
Tabela 39 - Perfil hipocratico para o dleo essencial das folhas de L. luisieri

Veiculo
, Tempo(h) 5 535  os 1 2 4 8 24 25336

Parametros

Catalepsia 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Reflexos de postura 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Teste de tracgéo 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Teste de Haffner (cauda) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Reflexo pineal (orelhas) 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Atividade motora (min) >60 >60 >60 >60 >60 >60 >60 >60 >60

Conduta agressiva 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Conduta passiva 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Conduta de temor 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dose 175 mg/Kg
\ Tempo(h) o 25 o5 1 2 4 8 24 25336

Parametros

Catalepsia 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Reflexos de postura 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Teste de tracgéo 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Teste de Haffner (cauda) 0 - - - - - - 0 0
Reflexo pineal (orelhas) 0 0 - - - - - 0 0

Atividade motora (min) >60 >60 >60 >60 >60 >60 >60 >60 >60

Conduta agressiva 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Conduta passiva 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Conduta de temor 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dose 550 mg/Kg
Tempo (h)
Pardmetros 0 025 05 1 2 4 8 24 25336
Catalepsia 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Reflexos de postura 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Teste de tracgéo 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Teste de Haffner (cauda) 0 - - - - - - 0 0
Reflexo pineal (orelhas) 0 0 - - - - - 0 0

Atividade motora (min) >60 >60 >60 >60 >60 >60 >60 >60 >60

Conduta agressiva 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Conduta passiva 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Conduta de temor 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dose 2000 mg/Kg
\ Tempo(h) 5 925 s 1 2 4 8 24 25336

Parametros

Catalepsia 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Reflexos de postura 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Teste de tracgéo 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Teste de Haffner (cauda) 0 - - - - - - 0 0
Reflexo pineal (orelhas) 0 0 - - - - - 0 0
Atividade motora (min) >60 >60 >60 >60 >60 >60 >60 >60 >60
Conduta agressiva 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Conduta passiva 0 + + 0 0 0 0 0 0
Conduta de temor 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Aumento: + Diminui¢do:- Normal: 0
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Tabela 40 - Perfil hipocratico para o hidrolato das folhas de L. luisieri

Veiculo
Tempo (h)
A 0 0.25 0.5 1 2 4 8 24 25-336
Parametros
Catalepsia 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Reflexos de postura 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Teste de tracgéo 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Teste de Haffner (cauda) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Reflexo pineal (orelhas) 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Atividade motora (min) >60 >60 >60 >60 >60 >60 >60 >60 >60

Conduta agressiva 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Conduta passiva 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Conduta de temor 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dose 175 mg/Kg
) Tempo(h) 5 525 03 1 2 4 8 24 25336

Parametros

Catalepsia 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Reflexos de postura 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Teste de traccao 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Teste de Haffner (cauda) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Reflexo pineal (orelhas) 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Atividade motora (min) >60 >60 >60 >60 >60 >60 >60 >60 >60

Conduta agressiva 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Conduta passiva 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Conduta de temor 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dose 550 mg/Kg
Tempo (h)
Pardmetros 0 0.25 0.5 1 2 4 8 24 25-336
Catalepsia 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Reflexos de postura 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Teste de tracgéo 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Teste de Haffner (cauda) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Reflexo pineal (orelhas) 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Atividade motora (min) >60 >60 >60 >60 >60 >60 >60 >60 >60

Conduta agressiva 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Conduta passiva 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Conduta de temor 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dose 2000 mg/Kg
) Tempo(h) o 535 o5 1 2 4 8 24 25336

Parametros

Catalepsia 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Reflexos de postura 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Teste de tracgéo 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Teste de Haffner (cauda) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Reflexo pineal (orelhas) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Atividade motora (min) >60 >60 >60 >60 >60 >60 >60 >60 >60
Conduta agressiva 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Conduta passiva 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Conduta de temor 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Aumento: + Diminui¢do:- Normal: 0
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Tabela 41 - Andlise de variancia ANOVA para a avaliagao histomosrfométrica

ANOVA
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Area sinusoides u’m Between Groups 5473664.419 3| 1824554.806| 10.580| 0.000|
Within Groups 1.052E7| 61| 172446.200
Total 1.599E7| 64
Area nuclear hepatécitos u’m  Between Groups 3317.699 3 1105.900| 12.116| 0.000]
Within Groups 21814.588| 239 91.274
© Total 25132.288| 242
§ Tubulos um Between Groups 113.984 3 37.995| 12.014| 0.000|
% Within Groups 698.943( 221 3.163
8 Total 812.926| 224
© Area glomérulo u’m Between Groups 9.886E7 3 3.295E7| 14.649| 0.000|
Within Groups 4.972E8| 221| 2249581.435
Total 5.960E8| 224
Area espaco Bowman u’m Between Groups 5036196.457 3| 1678732.152| 3.640| 0.014
Within Groups 1.019€8| 221| 461230.718
Total 1.070E8| 224
Area sinusoides (%) Between Groups 258.600 3 86.200] 19.803| 0.000
Within Groups 330.817| 76 4.353
Total 589.417( 79
Area nuclear hepatécitos u’m  Between Groups 1167.674 3 389.225| 8.149| 0.000]
Within Groups 15092.956| 316 47.763
Total 16260.630| 319
§ Between Groups 99.591 3 33.197] 9.406| 0.000
S Within Groups 938.799| 266 3.529
2 Total 1038.390| 269
Area glomérulo u’'m Between Groups 1.431E7 3| 4771114.493| 2.623] 0.051
Within Groups 4.838E8| 266| 1818831.592
Total 4.981E8| 269
Area espaco Bowman u’m Between Groups 1.263E7 3| 4208763.211| 13.586] 0.000|
Within Groups 8.240E7| 266| 309789.612
Total 9.503E7| 269

Tabela 42 - Teste de Tukey para a avaliacdo histomosrfométrica

. s e 2
area nuclear hepatdcitos (u'm)

Subset for alpha = 0.05
extrato dose N 1 2
Tukey HSD** controlo dleo 80 43,7531
6leo L. luisieri folhal75 mg/kg 40 48.9602
Oleo L. luisieri folha2000 mg/kg 60 51.6325
6leo L. luisieri folha550 mg/kg 63 52.3582
Sig. 1.000 0.231
Tukey HSD® hidrolato L. luisieri folha 175 mg/kg 80 40.6906
hidrolato L. luisieri folha 550 mg/kg 80 44.5290
hidrolato L. luisieri folha 2000 mg/kg 80 44,8924
controlo hidrolato 80 45.6085
Sig. 1.000 0.756

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. b. Uses Harmonic Mean Sample Size = 80.000.

c. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes
is used. Type | error levels are not guaranteed.
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darea sinusoides (%)

Subset for alpha = 0.05
extrato dose 1 2 3
Tukey HSD*¢ 6leo L. luisieri folha550 mg/kg 20 5.4960
Sleo L. luisieri folha2000 mg/kg 15 5.7517
controlo éleo 20 7.3848
bleo L. luisieri folhal75 mg/kg 10 11.4505
Sig. 0.295 1.000
Tukey HsD® controlo hidrolato 20 5.1589
hidrolato L. luisieri folha 2000 mg/kg 20 5.2746
hidrolato L. luisieri folha 550 mg/kg 20 7.4762
hidrolato L. luisieri folha 175 mg/kg 20 9.5327
Sig. 0.998 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 15.000.

b. Uses Harmonic Mean Sample Size = 20.000.

c. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used. Type | error levels are not guaranteed.

tabulos (u’m)

Subset for alpha = 0.05

extrato dose 1 2
Tukey HSD*¢ controlo dleo 60 11.1657
Oleo L. luisieri folna2000 mg/kg 60 11.5972
6leo L. luisieri folhal75 mg/kg 30 12.7452
6leo L. luisieri folha550 mg/kg 75 12.7835
Sig. 0.619 1.000
Tukey HSDP hidrolato L. luisieri folha 175 mg/kg 60 11.9620
hidrolato L. luisieri folha 550 mg/kg 60 12.2228
hidrolato L. luisieri folha 2000 mg/kg 90 12.3738
controlo hidrolato 60 13.6283
Sig. 0.593 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 50.000.

b. Uses Harmonic Mean Sample Size = 65.455.

c. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used. Type | error levels are not

guaranteed.
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area glomérulo (u’m)
Subset for alpha = 0.05

extrato dose N 1 2 3
Tukey HSD*¢ 6leo L. luisieri folha2000 mg/kg 60 4672.4207

bleo L. luisieri folha550 mg/kg 75 5269.6698 5269.6698

controlo éleo 60 5843.8021

Sleo L. luisieri folhal75 mg/kg 30 6752.1527

Sig. 0.194 0.225 1.000
Tukey HSD"¢ hidrolato L. luisieri folha 175 mg/kg 60 4826.4449

hidrolato L. luisieri folha 2000 mg/kg 90 5181.5424 5181.5424

controlo hidrolato 60 5315.1045 5315.1045

hidrolato L. luisieri folha 550 mg/kg 60 5491.9929

Sig. 0.165 0.553

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 50.000.
b. Uses Harmonic Mean Sample Size = 65.455.

c. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used. Type | error levels are not guaranteed.

. 2
area espa¢o Bowman (u'm)

Subset for alpha = 0.05
extrato dose N 1 2 3
Tukey HSD** controlo éleo 60 1707.0203
Sleo L. luisieri folhal75 mg/kg 30 1783.7575
bleo L. luisieri folha2000 mg/kg 60 2026.8043
bleo L. luisieri folha550 mg/kg 75 2040.1439
Sig. 0.070
Tukey HSD"* controlo hidrolato 60 1218.5844
hidrolato L. luisieri folha 175 mg/kg 60 1371.8325 1371.8325
hidrolato L. luisieri folha 550 mg/kg 60 1535.6387 1535.6387
hidrolato L. luisieri folha 2000 mg/kg 90 1775.5491
Sig. 0.395 0.334 0.068

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 50.000.
b. Uses Harmonic Mean Sample Size = 65.455.

c. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used. Type | error levels are not guaranteed.
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VII.  Avaliacao da atividade analgésica e anti-inflamatoria

Tabela 43 - Andlise de variancia ANOVA para a avaliagao da atividade analgésica

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
t 30 Between Groups 18908.848 4 4727.212 10.196 0.000
Within Groups 7881.785 17 463.634
Total 26790.633 21
t 60 Between Groups 9655.655 4 2413.914 9.618 0.000
Within Groups 4015.535 16 250.971
Total 13671.191 20
t 90 Between Groups 9971.656 4 2492.914 13.999 0.000
Within Groups 2849.247 16 178.078
Total 12820.902 20

Tabela 44 - Teste de Duncan para a avaliacdo da atividade analgésica

t 30
Duncan®”®
Subset for alpha = 0.05
extrato n° N 1 2 3 4
6leo essencial 100 mg/kg 15.1100

hidrolato 1000 mg/kg
hidrolato 500 mg/kg

6leo essencial 200 mg/kg
Morfina 10 mg/kg 100.0000,
Sig. 0.552 0.108 0.538 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.225.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used. Type | error levels are not

24.0925 24.0925
49.2080 49.2080
58.5080

g 01 O b~ W

guaranteed.

t 60
Duncan®”

Subset for alpha = 0.05

extrato n° N 1 2 3
6leo essencial 100 mg/kg 3 39.1100
hidrolato 500 mg/kg 6 50.0350 50.0350
6leo essencial 200 mg/kg 3 67.1600
hidrolato 1000 mg/kg 4 73.1475
Morfina 10 mg/kg 5 100.0000
Sig. 0.350 0.070 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.896.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used. Type |
error levels are not guaranteed.
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t 90
Duncan®’
Subset for alpha = 0.05

extrato n° N 1 2 3

6leo essencial 200 mg/kg 3 44.2800
Jhidrolato 500 mg/kg 6 44.3783

Oleo essencial 100 mg/kg 3 64.8867 64.8867
Jhidrolato 1000 mg/kg 4 66.4600

Morfina 10 mg/kg 5 100.0000
Sig. 0.057 0.871 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.896.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used. Type |
error levels are not guaranteed.

Tabela 45 - Andlise de variancia ANOVA para a avaliagao da atividade anti-inflamatéria

ANOVA
t4
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2532.866 4 633.217 3.353 0.036
Within Groups 3021.958 16 188.872
Total 5554.825 20

Tabela 46 - Teste de Duncan para a avaliacdo da atividade anti-inflamatdria

t4

Duncan®®
Subset for alpha = 0.05

extrato n° N 1 2
6leo essencial 100 mg/kg 3 48.4100
Jhidrolato 500 mg/kg 6 59.1167
Dexametasona 1 mg/kg 4 63.7575 63.7575
Jhidrolato 1000 mg/kg 4 67.2575 67.2575
6leo essencial 200 mg/kg 4 84.1950

Sig. 0.092 0.062
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is
used. Type | error levels are not guaranteed.
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