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RESUMO

Vanillosmopsis arborea Baker, é uma arvoreta conhecida popularmente como
“candeeiro” e endémica da biorregido do Araripe. Trata-se de uma planta que possui em
seu caule 6leo essencial com um elevado valor econdmico devido ao alto teor de um de
seus constituintes quimicos, o o-bisabolol, usado em produtos dermatologicos por
apresentar atividades antimicrobiana e antiinflamatoria, e também por possuir baixa
toxicidade. Na presente dissertacdo foram investigados os fitoconstituintes presentes no
6leo essencial e atividades como antioxidante, antibacteriana (técnicas de difusdo de
disco e contato gasoso) bem como suas propriedades farmacoldgicas nos modelos de
nocicepcao e inflamagdo (contor¢cdes abdominais, formalina a 1% e edema de pata) e
nos modelos comportamentais (campo aberto e tempo de sono induzido por
pentobabital). Para a técnica de difusdo de disco, o dleo essencial de V. arborea
apresentou inibigdo de crescimento para as bactérias Proteus vulgaris, Staphylococcus
aureus e Shigella flexineri - com uma inibi¢do consideravel em praticamente todas as
concentragoes testadas. Com a técnica do contato gasoso foi permitido observar que a
tetraciclina e tobramicina foram os antibidticos que tiveram a maior interferéncia do
0leo essencial, sendo observada, em quase todas as interagdes, uma interferéncia
sinérgica, exceto contra a linhagem P. aeruginosa, enquanto que a gentamicina mostrou
um efeito antagonico contra a cepa P. vulgaris. Para as analises farmacologicas, o 6leo
apresentou diminui¢do significativa do niimero de contor¢des abdominais provocadas
pela injecdo de acido acético indicando um efeito antinociceptivo. Para reforgar tal
resultado o oleo foi testado em outro modelo de nocicepgdo (formalina a 1%) e em um
modelo de inflamagdo (edema de pata). Na 1? fase do teste de formalina observou-se
que o oOleo essencial teve um efeito antinociceptivo significativo nas doses de 50 e 25
mg/Kg. E na 2% fase o efeito se mostrou ainda mais intenso em relacdo ao controle nas
mesmas dosagens. De acordo com os resultados do teste de edema de pata o oleo
essencial da V. arborea diminuiu a capacidade da carragenina de induzir edema na pata
dos camundongos em todos os tempos observados, com intensidade maior na 2?, 3% e 4*
horas de observagdo onde ocorre o pico da inflamagao confirmando desta forma a agao
antiinflamatéria do 6leo. No modelo comportamental (campo aberto) o dleo essencial de
V. arborea reduziu o nimero de rearing em todas as doses usadas associada também a
uma reducdo da atividade locomotora sugerindo desta forma uma possivel atividade

depressora ou sedativa deste 6leo. Houve também uma diminui¢do do grooming tipico



no caso de drogas ansioliticas, sedativas ou depressoras. Para o teste de tempo de sono
nossos resultados mostram que quanto a inducdo do sono/seg. ndao ha diferenca
significante entre as doses testadas e o controle, ja analisando a duragdo do sono/seg.
podemos notar que houve um aumento em relacdo ao controle demonstrando efeito
depressor do Sistema Nervoso Central, sedativo e hipnotico. Os resultados deste
trabalho refor¢am a utiliza¢ao popular da planta, ndo apenas como antiinflamatoria, mas

também como analgésica, sedativa e depressora.



ABSTRACT

Vanillomopsis arborea Backer is a tiny tree known as “candeeiro” and endemic
of Araripe ecozone. It is about a plant that owns in its stem a kind of essential oil with a
high economic importance due to the high content of one of its chemical constituents,
the a-bisabolol used in dermatological for featuring anti-microbe activities and anti-
bacterial and for containing low toxicity as well. In this paper have been investigated
the herbal constituents present in the essential oil and tasks such as the anti-oxidant one,
the anti-bacterial one (techniques by disc diffusion and gas contact) as well as its
pharmacological features in the patterns of nociception and inflammation (abdominal
contortions, formaldehyde at 1% and paw edema) and in the behaviorist models
(outdoor field and sleep time induced by pentobarbital). For the technique of disc
diffusion, the essential oil by V. arborea presented growth inhibition for the bacterias
Proteus vulgares, Staphylococus aureus and Shigella flexineri - there has been a
considerable inhibition in almost all the concentrations tested. With the gas contact
technique it was possible to observe that tetracycline and tobramycin were the anti-
biotic which had the biggest influence from the essential oil, then it has been possible to
observe, in almost all interactions, one synergic interference, except against the P.
acruginosa, while the gentamicina showed an antagonistic effect against the P. vulgares
lineage. For pharmacological analysis, the oil presented a significant decrease in the
incident of abdominal contortions caused by the injection of acetic acid, which leads to
an anti nociceptive effect. In order to attest such a result the oil was tested in other
noniception pattern (formaldehyde at 1%) and in an inflammation model (paw edema).
In the first stage of the formaldehyde test it was observed that the essential oil had an
effect antinoceptive significative in the 50 and 25 mg/Kg doses, and in the second phase
the effect was still shown more intense in relation to the control in the same dosagens.
According to the results of the paw edema, tests the essential oil gotten from V. arborea
the capacity of carrageenan of induce edema into mice’s paws in all the seasons
observed, with larger intensity in the 2", 3" and 4™ hour of observation in which occurs
the peak of the inflammation, confirming thus, the oil anti-inflammatory response. In
the behaviorist model (outdoor field) the V. arborea essential oil has reduced the
occurrences of rearing in all the dosages used, as well as one reduction of the
musculoskeletal activity showing up one possible depressive activity or calmative of

this oil. There was also a grooming decrease typical in case of calmative drugs. For the



sleep timing test featured that about the sleep/sec. induction there has not been any
increase towards the control demonstrating depressive effect on the central nervous
system calmative or hypnotic. The results gotten from the assignment reinforce the

popular utility of the plant and as analgesic, calmative and depressive.
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1. INTRODUCAO

Devido as suas propriedades terapéuticas ou toxicas, as plantas adquiriram
fundamental importdncia na medicina popular (MARTINS et al., 2000). Com o
desenvolvimento das ciéncias naturais ¢ dos mais variados métodos cientificos na
medicina, os medicamentos de origem vegetal tornaram-se objeto de analise cientifica.
Esforcos tém sido feitos no sentido de melhorar as substancias naturais aumentando as
propriedades desejadas e minimizando seus efeitos adversos (SCHULZ, HANSEL &
TYLER, 2002). Inimeros sdo os registros que mostram a busca incessante, nas plantas
medicinais, para a cura ou mesmo alivio de moléstias que tém atingido impiedosamente
a humanidade (CARLINI, 1995).

A procura por novos agentes farmacologicamente ativos, obtidos de plantas tem
levado a descoberta de muitas drogas clinicamente ativas. Diversas plantas da flora
brasileira sdo utilizadas na medicina popular, mas muitas delas ainda necessitam de
estudos que déem suporte cientifico ao seu uso na terapéutica (SOUZA BRITO &
SOUZA BRITO, 1993).

Vanillosmopsis arborea (Asteraceae), conhecida popularmente como candeeiro
¢ uma arvoreta que mede cerca de 4 m e ¢ endémica da biorregido do Araripe. Trata-se
de uma planta que possui em seu caule dleo essencial com um elevado valor econdomico
devido ao alto teor de um de seus constituintes quimicos, o a-bisabolol, bastante
utilizado em produtos dermatolégicos por apresentar atividades antimicrobiana e
antiinflamatoria, e também por possuir baixa toxicidade (MATOS et al., 1988).

A biodiversidade da Chapada com suas riquezas naturais t€ém atraido uma intensa
atividade antropica que resulta em degradacdo e risco de extingdo para varias formas de
vida ali existentes. Dentre elas, destacamos a espécie Vanillosmopsis arborea Baker
(Figura 1), uma arvoreta que mede cerca de 4m de altura e que ao longo dos anos vem
sendo dizimada (CAVALCANTI & NUNES, 2002).

Na perspectiva de oferecer maiores subsidios para a complementacdo das
informagodes cientificas sobre a espécie V. arborea, o presente trabalho aborda a
extracdo do oleo essencial do caule do candeeiro e sua caracterizacdo quimica, bem

como a avaliagdo de suas atividades antibacteriana, antioxidante e farmacologica.
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Figural - Vanillosmopsis arborea Baker
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o Oleo essencial de Vanillosmopsis arborea com relagdo a sua

composi¢do quimica, suas propriedades biologicas e farmacologicas.

2.2. Objetivos especificos

- Extrair o 6leo essencial do candeeiro;

- Isolar e purificar o constituinte principal, o o-bisabolol, através de técnicas

cromatograficas;

- Determinar a atividade antibacteriana por difusdo de disco;

- Verificar as atividades nociceptiva e antiinflamatoria;

- Verificar as atividades ansiolitica, sedativa e depressora do sistema nervoso central;

- Verificar o potencial antioxidante através do método de seqiiestro de radical livre;

- Verificar a acdo sinérgica ou antagdnica do 6leo essencial de Vanillosmopsis arborea

por contato gasoso.
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3.1. Produtos Naturais

A busca por alivio e cura de doengas pela ingestdo de ervas e folhas foi uma das
primeiras formas de utilizacao dos produtos naturais. A medicina tradicional chinesa foi
desenvolvida com tal grandiosidade e eficiéncia que até hoje muitas espécies e
preparados vegetais medicinais sdo estudados na busca pelo entendimento de seu
mecanismo de ac¢do e no isolamento dos principios ativos.

Com o desenvolvimento da quimica farmacéutica, as plantas tém representado a
primeira fonte de substincias para o desenvolvimento de medicamentos
(HOSTETTMANN, QUEIROZ & VIEIRA, 2003). No inicio do século passado, esses
recursos comecaram a ser estudados com os instrumentos cientificos da época e se
estabeleceu a tendéncia de utilizagdo das substancias ativas isoladas, os chamados
“principios ativos” (SIMOES et al., 2007).

O uso de plantas medicinais e fitoterapicos, com finalidade profilatica, curativa,
paliativa ou para fins de diagndstico, passou a ser oficialmente reconhecido pela
Organizagao Mundial de Saude (OMS) na década de 70. Este 6rgdo internacional
aponta que 80% da populagdo dos paises em desenvolvimento utilizam plantas como
medicamento para atender as necessidades de cuidados primdrios de satde (LIMA,
2006).

Ainda ¢ do reconhecimento da OMS que as praticas da medicina tradicional
foram difundidas globalmente na tltima década e ganharam popularidade. E
reconhecida a importancia dos produtos naturais, incluindo aqueles derivados de
plantas, no desenvolvimento de modernas drogas terapéuticas, visto que o uso desta
pratica vem sendo incentivado ndo somente pelos profissionais que atuam na rede
basica de satde dos paises em desenvolvimento, mas também naqueles onde a medicina
convencional ¢ predominante no sistema de saude local (LIMA, 2006).

De acordo com a ABIFISA (Associacdo Brasileira das Empresas do Setor
Fitoterapico, Suplemento Alimentar e de Promog¢dao da Satde), os fitoterapicos
movimentariam, anualmente, no Brasil, cerca de US$ 400 milhdes e representariam
cerca de 6% das vendas do setor de medicamentos. E de se esperar que em 2010, esses
medicamentos cheguem a alcangar 15% da fatia do mercado, com US$ 2 bilhdes de

vendas ao ano (LIMA, 2006).

26



O Brasil € o pais que detém a maior parcela da biodiversidade, em torno de 15 a
20% da flora mundial, e ndo menos de 75% de todas as espécies existentes nas grandes
florestas. Entre os elementos que constituem a biodiversidade, as plantas sdo a matéria-
prima para a fabricacdo de fitoterapicos e outros medicamentos (Brasil. Ministério da
Saude, 2006). Além de seu uso como substrato para a fabricagdo de medicamentos, as
plantas sdo também utilizadas em praticas populares e tradicionais como remédios
caseiros € comunitarios, processo conhecido como medicina tradicional. Além desse
acervo genético, o Brasil ¢ detentor de rica diversidade cultural e étnica que resultou em
um acumulo consideravel de conhecimentos e tecnologias tradicionais, passados de
geracdao a geragdo, entre os quais se destaca o vasto acervo de conhecimentos sobre
manejo e uso de plantas medicinais (TOLEDO ACO et al., 2003).

Estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos atualmente disponiveis
foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes naturais, assim
subdivididos: 25% de plantas, 12% de microorganismos ¢ 3% de animais (CALIXTO,
2001). Das 252 drogas consideradas basicas e essenciais pela OMS, 11% sdo originarias
de plantas e um numero significativo sdo drogas sintéticas obtidas de precursores

naturais (RATES, 2001).
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3.2. Oleos Essenciais

Os Oleos essenciais sdo do ponto de vista quimico, misturas bastante complexas
constituidas por varios componentes organicos, principalmente tratando-se de mono- e
sesquiterpendides. Geralmente esses produtos naturais possuem atividade
antimicrobiana (SHANE et al, 1999), entretanto a complexidade da composi¢do
quimica dificulta freqiientemente a explicacdo de atividades supracitadas (RUBERTO
& BARATTA, 2000). Se excluirmos o fato de alguns componentes fenolicos cuja
atividade antimicrobiana e antioxidante ¢ bem conhecida e amplamente documentada
(HELANDER et al, 1998; YANISHLIEVA et al, 1999), e alguns outros exemplos de
combinagdes puras (AESCHBACH et al, 1994; MADSEN & BERTELSEN, 1995),
nada ¢ conhecido sobre a efetividade da maioria dos componentes (RUBERTO &
BARATTA, 2000). A avaliagdo da atividade antimicrobiana de 6leos essenciais €
bastante problematica devido a muitos fatores como a composi¢do e solubilidade do
0leo, a fonte do organismo de teste usada, e a quantidade da combinagdo ativa no 6leo
essencial (KAMATOU et al, 2005).

Os oleos essenciais sdo conhecidos por possuir potencial como agentes naturais
para preservacdo de comida; na realidade a sua efetividade contra uma gama extensiva
de microorganismos foi demonstrada repetidamente (BARATTA et al, 1998a;
BARRATTA et al, 1998b; DEANS, 1991; DEANS & RITCHIE, 1987, HELANDER et
al, 1998). Além desta atividade muitos oleos essenciais foram qualificados como
antioxidantes naturais (AESCHBACH et al, 1994; BARATTA et al, 1998a; BARATTA
et al, 1998b; YANISHLIEVA, et al., 1999), ¢ propostos como potenciais substitutos de
antioxidantes sintéticos em setores especificos de preservacdo de comida onde o seu uso
ndo estd em contraste com o seu aroma (RUBERTO E BARATTA, 2000).

Os o6leos essenciais e varios extratos de plantas provocaram interesse como
fontes de produtos naturais. Eles foram escolhidos por seus usos potenciais como
remédios para o tratamento alternativo de muitas doengas infecciosas e a preservagao de
comidas dos efeitos oxidantes toxicos. Particularmente, as atividades antimicrobianas de
Oleos e extratos de planta formaram a base de muitas aplicag¢des, incluindo preservagao
de comida crua, medicamentos comerciais, alternativos e terapias naturais (LIS-
BALCHIN & DEANS, 1997; REYNOLDS, 1996). Além disso, eles oferecem um modo
efetivo para prevenir o desenvolvimento de combinagdes indesejaveis que resultam da

peroxida¢do de lipidio em comidas (WANG et al, 1998). Sdo permitidos como
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elementos aditivos de comida selecionada (WENG & WANG, 2000). Por causa da
possivel toxicidade dos antioxidantes sintéticos (BHA e BHT), foi dirigido um aumento
na atencdo para antioxidantes naturais (NAIMIKI, 1990).

Pela utilizagdo crescente nas industrias de alimento, cosmética e farmacéutica, o
cultivo de espécies aromadticas e a extracdo de 6leos essenciais constituem importante
atividade econdmica. Embora a utilizagdo maior ocorra nas areas de alimentos
(condimentos e aromatizantes de alimentos e bebidas) e cosméticas (perfumes e
produtos de higiene), também em farmdcias, drogas vegetais ricas em o6leos volateis sdo
empregadas in natura para a preparacdo de infusdes e/ou sob a forma de preparagdes

galénicas simples (SIMOES, 2007).
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3.3. Vanillosmopsis arborea

Vanillosmopsis arborea (Asteraceae), popularmente conhecida como candeeiro,
representa uma das sete espécies nativas do Brasil do género Vanillosmopsis. O 6leo
essencial dessa espécie possui um elevado valor economico devido ao alto teor do seu
principal constituinte quimico, o a-bisabolol, compondo aproximadamente 70% do
0leo. Esse constituinte quimico ¢ bastante utilizado pelas industrias de cosméticos e de
medicamentos devidos suas propriedades farmacologicas (MATOS et al., 1988).
Recentes estudos mostram que o rendimento do 6leo a partir da madeira chega a 0,6%, e
que o mesmo além de apresentar atividades antimicrobiana, antifingica e
antiinflamatodria, possui também baixa toxicidade (LIMA, SILVA & CAVALCANTI,
2006).

Trata-se de uma planta que possui uma madeira de boa qualidade, muito
resistente as intempéries e com alto teor de dleo essencial. O nome popular candeeiro,
pela qual ¢ conhecida na regido do cariri, se deve ao fato de que a madeira dessa planta
promove queima facil provocando chama intensa (CAVALCANTI & NUNES, 2002).

Além das propriedades citadas, o d0leo essencial dessa planta foi testado por
Furtado et al. (2005) que verificaram sua atividade larvicida contra o mosquito da
dengue (Aedes aegypti), principal inseto-transmissor da dengue nos paises tropicais. Os
autores verificaram que dentre os 6leos essenciais testados, foi 0 que apresentou maior
efeito.

A espécie em estudo ¢ endémica da biorregido do Araripe localizada no sertdo
do Nordeste brasileiro, na interse¢do dos estados do Ceara, Pernambuco e Piaui,
abrangendo uma 4rea de aproximadamente 10.000 Km?”. A bacia é dominada por um

planalto sedimentar com altitude média de 800 m, denominado Chapada do Araripe.
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3.4. a-bisabolol

O o-bisabolol, também conhecido por levomenol ¢ um alcool sesquiterpénico
monociclico com bastante utilidade em diversas linhas industriais. Possui grande
tendéncia para sofrer oxidagdo, tendo como principal produto o éxido-bisabolol, cuja
atividade antiinflamatéria ¢ menor que 50%, quando comparado com o substrato
(SCHILCHER, 1987).

O a-bisabolol pode ser isolado de dleos essenciais de uma variedade de plantas,
arbustos e arvores. Como exemplo mais comum temos o 6leo essencial de Chamomilla
recutita que contém o a-bisabolol como componente principal que contribui entre
outros com o efeito antiinflamatério moderado da camomila (JAKOVLEV &
SCHLICHTEGROLL,1969; JAKOVLEV et al, 1979). Devido ao seu uso atoxico em
animais, ¢ extensamente usado em preparagdes cosméticas. Porém, so alguns relatos
cientificos descrevem os efeitos biologicos do a-bisabolol (HERNANDEZ-
CERUELOS, MADRIGAL-BUJAIDAR & DE LACRUZ, 2002; VILLEGAS et al,
2001).

De acordo com Cavalieri et al. (2004) o a-bisabolol pode ser considerado como
um indutor promissor de apoptose em células de glicoma altamente malignas, visto que
ndo ¢ toxico em animais nem reduz a viabilidade de células normais. Apesar de seu
efeito em células malignas, ele ndo induziu qualquer citotoxicidade em células normais
de rato.

Essa substancia ¢ caracterizada fisicamente por se apresentar na forma oleosa e
viscosa, além de ter propriedade inodora. Pode ser obtida de 6leos essenciais de diversas
fontes vegetais, como pode ser observado na Tabela 1. O bisabolol ¢ conhecido por ter
propriedades antiirritantes, antiinflamatoérias e antimicrobianas, tendo sido utilizado
durante centenas de anos em cosméticos por causa das suas propriedades que ajudam na
saude da pele.

Embora o a-bisabolol seja o componente principal do 6leo essencial e apresente
varias atividades bioldgicas, 0 mesmo ndo apresenta atividade claramente contra o S
aureus (NASCIMENTO et al, 2007). Enquanto que o mesmo devido a sua baixa
toxicidade apresenta boa atividade antifingica, podendo representar um agente
terap€utico e servir como adjuvante no desenvolvimento de novas drogas antiflingicas

(PAULL 2006).
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Uma fonte bastante pertinente de Oleo essencial que apresenta o a-bisabolol
como componente majoritario ¢ Vanillosmopsis arborea. A importancia deste 6leo foi
demonstrada durante o desenvolvimento de um programa de pesquisa com produtos
naturais micromoleculares na Universidade Federal do Ceard, quando uma investigagao
quimica ndo dirigida, revelou a presenga de um metabolito com atividade
antiinflamatéria conhecido como a-bisabolol (MATOS, 1990). Dai em diante essa
espécie vegetal vem sendo alvo de muitos estudos, com abordagens quimicas,
farmacoldgicas, microbioldgicas e agrondmicas (CAVALCANTI & NUNES, 2002).

Este capitulo trata da revisdo bibliografica sobre a-bisabolol e seus derivados
identificados e/ou isolados em diversos géneros e espécies de fontes naturais, bem como
as atividades relatadas, desde 2000 até os dias atuais. A revisdo foi realizada no
Chemical Abstract, usando como palavra chave “bisabolol”, e refinada pelo termo
“natural products”, resultando em 189 referencias, e, tendo como base a “activity
biological”. Refinada pelo nome “a-bisabolol”, a pesquisa resultou em 142 referéncias.

Esta pesquisa nos permitiu a formatagao da Tabela 1, pag. 33 e do quadro 1, pag.
44 onde estdo agrupados as respectivas espécies, derivados, quantificagdes e

referencias.
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Tabela 1. Espécies, derivados e quantificacdes do bisabolol.

Espécie (%) de bisabolol e/ou Referéncias
derivados
Achillea aleppica DC. a - bisabolol (0,9) ISCAN et al., 2006
Subsp. Aleppica Oxido de bisabolol (0,6)
Oxido A de a-bisabolol
(3.6)
Oxido B de a-bisabolol
(1,1)
Oxido A de bisabolone
0,4)
Achillea millefolium a - bisabolol (5,5) SULEIMENOV et al.,
Oxido B de a-bisabolol 2001
0,2)
Achillea millefolium subsp. a - bisabolol (2,1) CANDAN et al., 2003
Millefolium Oxido de bisabolol (3,8)
Achillea nobilis a - bisabolol (0,1) SULEIMENOV et al.,
2001
Achillea grandiflora B —bisaboleno (0,5) SULEIMENOV et al.,
2001
Achillea ligustica All. a - bisabolol (0,4) FILIPPI et al., 2006
Achillea setacea Oxido B de bisabolol (1,2) UNLU et al., 2002
Oxido de bisabolone (3,7)
Achyrocline satureioides B -bisabolol (1,1) GILLIJ et al., 2008
Ageratina adenophora epi-bisabolol (4,7) PALA-PAUL et al., 2002

B-bisaboleno (3,2)
(Z2)-y-bisaboleno (tr)
Anemia tomentosa a - bisabolol (51,4) * GILLIJ et al., 2008
B-bisaboleno (1,5)
Oxido de a- bisabolol (1,1)

Angelica pubescens a- bisabolol (2,8) SONG et al., 2004
Apis millifera anatolica a - bisabolol (2,02) SILICI e KUTLUCA, 2005
Apis millifera carnica a - bisabolol (1,24) SILICI e KUTLUCA 2005
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Continuacao (Tabela 1)

Espécie (%) de bisabolol e/ou Referéncias
derivados
Apis millifera caueasica a - bisabolol (0,81) SILICI e KUTLUCA 2005

Arnica longifolia

Artemisia absinthium
Artemisia aucheri

Artemisia glauca

Artemisia molinieri

Artemisia verlotiorum
Aster hesperius
Auxemma glazioviana

Cananga odorata

Cannabis sativa

Carum nigrum

Cedrelopsis grevel Baill.

Centaurea mucronifera

a- bisabolol (8,2)
Oxido B de a- bisabolol
(0,5)

a - bisabolol (0,2)

a. - bisabolol (0,92)

a - bisabolol (0,1)
B-bisabolol (0,2)
epi-bisabolol (0,1)
a- bisabolol (0,6)
Oxido B de a-bisabolol
(2,5)

Oxido A de a-bisabolol
(1,4)
epi-bisabolol (0,5)

a - bisabolol (0,8)

a- bisabolol (46,38)
B-bisabolol (2,96)
B-bisaboleno (0,04)
a- bisabolol (0,71)
a- bisabolol (0,5)
B-bisaboleno (0,1)
cis-y-bisaboleno (0,4)
trans-a-bisaboleno (0,1)
a - bisabolol (1,1)
B-bisaboleno (tr)

a - bisabolol (2,0)

TABANCA et al., 2007

LOPES-LUTZ et al., 2008
HASHEMI et al., 2007
POLYANSKAYA etal.,
2007

MASOTTI et al., 2003

CHERICONI et al., 2004
TABANCA et al., 2007
COSTA et al., 2002
KRISTIAWAN et al., 2008

TOGNOLINI et al., 2006

SINGH e MARIMUTHU,

2006

GAUVIN et al., 2004

DURAL et al., 2003
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Continuacao (Tabela 1)

Espécie (%) de bisabolol e/ou Referéncias
derivados
Centaurea chrysantha a - bisabolol (4,9) DURAL et al., 2003
B-bisabolol (tr)

Chamomilla recutita (L.)
Rausch.

Chrysanthemum
coronarium
Chrysanthemum indicum

Citrus aurantifolia

Citrus bergamia

Citruslimon

Clausena lansium

Copaifera cearensis

Copaifera multijuga

-bisaboleno (1,2)
a -bisabolol (41,54)

Oxido B de a - bisabolol

(3,61)

Oxido A de a - bisabolol

(0,42)
bisabolon-oxido (1,07)
a - bisabolol (0,8)

epi-bisabolol (1,61)
a- bisabolol (0,2)
B- bisabolol (0,4)

(E)-y-bisaboleno (0,2)
[ -bisaboleno (0,43)
(E)-y-bisabolol (0,01)
a-bisabolol (0,03)

a - bisabolol (0,02)
y-bisaboleno (0,007)

- bisaboleno (1,29)

o — bisabolol (13,7)
B-bisabolol (8,2)

B-bisabololeno (2,8)
B-bisabolol (0,1)

B-bisabololeno (0,3)

Oxido de a-bisabololeno

(0,4)

*SZOKE et al., 2004

FLAMINI, CIONI &
MORELLI, 2003
SHUNYING et al., 2005
YADAV etal., 2004

MONDELLO et al., 2003 ¢

SOKOVIC et al., 2006

MONDELLO et al., 2003 e
SOKOVIC et al., 2006

ZHAO et al., 2004
VEIGA JR et al., 2007

VEIGA JR et al., 2007
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Continuacao (Tabela 1)

Espécie

(%) de bisabolol e/ou

derivados

Referéncias

Copaiferareticulata

Cryptotaenia japonica

Hassk
Curcuma longa
Daucus carota L.

Elionurus elegans Kunth

Elsholtzia splendens
Eremanthus erythropappus

Eugenia sp. A
Eugenia sp. B

Eryngium amethystinum

Eryngium palmatum

Eryngium serbicum

B-bisabolol (0,4)
B-bisabololeno (0,8)
a - bisabolol (13,86)
B-bisaboleno (0,55)

B-bisaboleno (1,23)
a- bisabolol (0,2)
- bisaboleno (21,3)
(E)-a-bisaboleno (1,1)
a- bisabolol (1,6)
epi-bisabolol (2,6)

B - bisaboleno (0,3)
cis-y-bisaboleno (0,2)
bisabolen-2-0l (0,4)
bisabolenol (0,3)
bisabolono (3,9)

a- bisabolol (0,13)
a- bisabolol (63,0)
B-Bisaboleno (2,7)
Oxido de o - bisabolol
(6,6)

o - bisabolol (0,4)
trans-a-bisaboleno (tr)
-bisaboleno (0,1)
a- bisabolol (0,6)
B- bisabolol (2,6)
B-bisaboleno (0,9)

a - bisabolol (6,8)
B-bisaboleno (0,2)
B-bisaboleno (0,7)

VEIGA JR et al., 2007

CHENG et al., 2008

TOGNOLINI et al., 2006

ROSSI et al., 2007

*MEVY etal., 2002

CHOIl et al., 2008
NASCIMENTO et al.,
2007

COLE et al., 2007
COLE et al., 2007

FLAMINI et al., 2008

CAPETANOS et al., 2007

CAPETANOS et al., 2007
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Continuacao (Tabela 1)

Espécie (%) de bisabolol e/ou Referéncias
derivados
Filipendula hexapetala Oxido B de a -bisabolol PAVLOVIC et al., 2007
(0,8)

Fistulina hepatica

Ganoderma lucidum

Hapl opappus
bustillosianus
Helichrysumitalicum
Helichrysum petiolare
Hexal obus crispiflorus
Juniperus drupacea L.

Kadsura longepeduncul ata

Lantana achyranthifolia

Laurus nobilis

Lavandula canariensis (L.)

Mill.
Lingularia kanaitzensis

Lychnophora ericoides

Matricaria chamommilla

Oxido B de a-bisabolol (tr)

a- bisabolol (2,0)
Oxido B de a-bisabolol
0,9)

a- bisabolol (tr)

a- bisabolol (0,8)

B- bisabolol (0,8)
epi-bisabolol (1,47)
a- bisabolol (0,21)

a- bisabolol (1,8)

o - bisabolol (11,23)
B-bisaboleno (5,68)
a- bisabolol (0,84)

a - bisabolol (1,5)
B-bisaboleno (20,8)
B- bisabolol (tr)

a- bisabolol (76,4)
epi-bisabolol (2,45)
a- bisabolol (2,31)
Oxido B de a- bisabolol
4,31)

Oxido de a- bisabolol
(5,30)

Oxido A de o- bisabolol
(41,77)

trans-y-bisaboleno (8,48)

WU et al., 2005
ZIEGENBEIN et al., 2006

URZUA et al., 2007

MASTELIC et al., 2005
LOURENS et al., 2004
BOYOM et al., 2003
EL-GHORAB et al., 2008
SONG et al., 2007
HERNANDEZ et al., 2005

KOVACEVIC et al., 2007
PALA-PAUL et al., 2004

TORI et al., 2008
*CURADO et al. 2006

*HERNANDEZ-
CERUELOS et al., 2002 e
SOKOVIC et al., 2006
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Continuagao (Tabela 1)

Espécie

(%) de bisabolol e/ou

derivados

Referéncias

Matricaria recutita L.

Mentha spicata

Nepeta cataria L.

Notoptergium incium

Ocimum americanum

Ocimum basilicum L.

Ocimum canum

Ocimum gratissimum

Ocimum sanctum

Ocimum tenuiflorum

Ocotea quixos

Origanum dictamnus L.

Origanum floribundum

a- bisabolol (6,6)
Oxidos A e B de o-
bisabolol (27 % e 27,5 %)
a - bisabolol (0,3)
a-bisaboleno (0,3)
a- bisabolol (0,1)
B-bisaboleno (0,5)
a- bisabolol (0,77)
trans-Z-a-bisaboleno
epoxido (0,76)

a- bisabolol (0,03)

a. - bisabolol (0,08)
B- bisabolol (0,03)
a- bisabololeno (0,05)
Cis-y-bisaboleno (2,48)
a- bisabolol (0,11)
a- bisabolol (0,02)
- bisabolol (0,06)
a- bisabololeno (0,08)
a- bisabolol (0,44)
B- bisabolol (0,23)
a- bisabololeno (0,13)
a. - bisabolol (0,03)
Cis-y-bisaboleno (0,89)
B-bisaboleno (0,3)

B- bisabololeno (0,2)

a- bisabololeno (tr)

*GANZERA et al., 2006

VIAN et al., 2008

BARANAUSKIENE et al.,
2003
GUO et al., 2003

JIROVETZ et al., 2003
JIROVETZ et al., 2003 e
TOGNOLINI et al., 2006

OUSSOU et al., 2004
JIROVETZ et al., 2003

JIROVETZ et al., 2003

KOTHARI et al.,2004
TOGNOLINI et al., 2006
CHORIANOPOULOS et

al., 2004
HAZZIT et al., 2006
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Continuacao (Tabela 1)

Espécie

(%) de bisabolol e/ou

derivados

Referéncias

Origanum glandulosum

Origanumvulgare L.

Osyris tenuifolia

Otiorhynchus sulcatus

Peperomia galioides

Peperomia sui

Phaseolus vulgaris L.

Photinia serrulata

Pimpinella junoniae

Pinus nigra

B- bisabololeno (0,9)
a- bisabololeno (tr)
a- bisabolol (0,1)
[- bisabolol (0,3)
epi-a-bisabolol (0,3)
B-bisaboleno (1,6)
epi- bisabolol (5,1)
(2)-a-bisaboleno (tr)
- bisaboleno (3,7)
(Z2)-y- bisaboleno (tr)
(E)- a-bisaboleno (tr)

(7Z, 10Z)-bisabolatrien-13-

ol (5,6)
a- bisabolol (tr)
a- bisabolol (tr)
B- bisabolol (tr)
B- bisabolol (tr)
a- bisabolol (0,84)
B-bisaboleno (0,15)
a-bisabolol (0,57)
epi-bisabolol (3,0)
B-bisaboleno (0,37)
a- bisabolol (1,3)
-bisaboleno (6,1)

Cis-y-bisaboleno (0,4)

HAZZIT et al., 2006
TOGNOLINI et al., 2006 e

NOSTRO et al., 2004

KREIPL ¢ KONIG, 2004

VAN TOL et al., 2002
*VILLEGAS et al., 2001

* CHENG et al., 2003
BARRA et al., 2007

JIE et al., 2007

VELASCO-
NEGUERUELA et al.,
2003
TOGNOLINI et al., 2006
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Continuacao (Tabela 1)

Espécie

(%) de bisabolol e/ou

derivados

Referéncias

Prangos pabularia Lindl.

Rhaponticum acaule DC

Rosmarinus officinalis
Salvia albicaulis Benth.
Salvia cryptantha
Salvia hydrangea

Salvia multicaulis
Salvia officinalis
Salvia repens

Salvia runcinata

Salvia stenophylla
Santalum album
Satureja biflora

Saturgja Montana

a- bisabolol (0,23)
epi-bisabolol (1,53)
-bisaboleno (0,1)

(E)-a-bisaboleno (0,3)

y-bisaboleno (tr)
a- bisabolol (1,2)

B- bisabolol (4,8)
a- bisabolol (2,1)
epi- bisabolol (2,0)
a- bisabolol (0,4)
a- bisabolol (0,5)
B- bisabolol (2,2)
a- bisabolol (0,4)
a- bisabolol (0,13)
a - bisabolol (0,7)
a- bisabolol (41,1)
epi- bisabolol (2,1)

Oxido B de a- bisabolol

(1,7)
a - bisabolol (8,2)
o - bisabolol (tr)
a- bisabolol (1,78)

Oxido B de a-bisabolol

(8,77)
a- bisabolol (0,14)
B- bisaboleno (1,97)

OZEK et al., 2007

BOUSSAADA et al., 2008

MATA etal., 2007
KAMATOU et al., 2007
TEPE et al., 2004
*KOTAN et al., 2008

TEPE et al., 2004
TOGNOLINI et al., 2006
KAMATOU et al., 2005
*KAMATOU et al., 2005

*KAMATOU et al., 2005
JONES et al., 2006
VAGIONAS et al., 2007

MICHAELAKIS et al.,
2007
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Continuacao (Tabela 1)

Espécie

(%) de bisabolol e/ou

derivados

Referéncias

Saturgja parnassica subsp.

Parnassica

Saturegja spinosa L.

Saturegja thymbra

Sderitis clandestina subsp.
Clandestina

Sderitis erytrantha var.
Boiss. & Heldr. Apud
Sderitisitalica (Miller)

Sderitis phlomoides Boiss.
& Bal.

Sderitis raeseri  subsp.
Attica
Sderitis raeseri  subsp.
Raeseri

Sderitis species nova
Sderitis syriaca subsp.
Syriaca

Sderitis taurica Stephan
ex Willd.

a-bisabolol (0,11)
- bisaboleno (2,0)

a- bisabolol (0,24)
B- bisaboleno (3,26)
a- bisabolol (0,24)
[- bisaboleno (1,03)
a- bisabolol (7,06)
B-bisaboleno (1,63)
o — bisabolol (>10)

a- bisabolol (4,9)
B-bisaboleno (1,8)
a - bisabolol (>10)

B —bisaboleno (0,22)

a- bisabolol (1,25)
B-bisaboleno (0,87)
B —bisabolol (>10)
a- bisabolol (0,29)
B-bisaboleno (0,57)
a - bisabolol (10,0)

CHORIANOPOULOS et
al., 2006 e
CHORIANOPOULOS et
al., 2004
MICHAELAKIS et al.,
2007
CHORIANOPOULOS et
al., 2006
ALIGIANNIS et al., 2001

KIRIMER et al., 2004

BASILE. et al., 2006

KIRIMER et al., 2004

ALIGIANNIS et al., 2001

ALIGIANNIS et al., 2001

KIRIMER et al., 2004
ALIGIANNIS et al., 2001

KIRIMER et al., 2004
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Continuacao (Tabela 1)

Espécie

(%) de bisabolol e/ou

derivados

Referéncias

Sachys alopecuros (L.)

Benthan

Sachys cretica L. ssp.
Cretica
Sachy euboica Rech

Sachys menthifolia Viss.
Sachys germanica L. ssp.
heldreichii (Boiss.) Hayek

Teucrim atratum
Teucrim  polium  subsp.
Aurasiacum

Teucrim turredanum

Thymus fontanesii

Thymus guyonii
Thymus longicaulis L.
Thymus munbyanus

Thymus numidicus

Thymus pallescens

o - bisabolol (1,8)
B- bisabolol (6,8)
(2)-y-bisaboleno (0,3)
B — bisabolol (2,1)
B-bisaboleno (0,7)
a- bisabolol (2,6)
B-bisaboleno (0,5)
(E)-y-bisaboleno (0,3)
a - bisabolol (0,2)

o - bisabolol (1,2)
B- bisabolol (1,3)
(E)-y-bisaboleno (0,3)
o - bisabolol (tr)

o - bisabolol (tr)

[- bisabolol (8,3)
Cis-y-bisaboleno (6,9)
a- bisabolol (0,1)
B-bisaboleno (2,5)
a-bisaboleno (0,1)
B — bisaboleno (2,03)

B-bisaboleno (0,1)
o- bisabolol (0,4)
B-bisaboleno (3,4)
a- bisabololeno (0,4)
B-bisaboleno (0,5)
a-bisaboleno (0,1)

SKALTSA etal., 2003

SKALTSA et al., 2003

SKALTSA etal., 2003

SKALTSA etal., 2003
SKALTSA etal., 2003

KABOUCHE et al., 2005
KABOUCHE et al., 2005

ALl etal., 2008

KABOUCHE et al., 2005

HAZZIT et al., 2006

CHORIANOPOULOS et
al., 2004

HAZZIT et al., 2006

HAZZIT et al., 2006

HAZZIT et al., 2006
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Continuacao (Tabela 1)

Espécie (%) de bisabolol e/ou Referéncias
derivados

Trametes gibbosa B-bisaboleno (tr) THAKEOW et al., 2008
a-bisabolol (0,02)

Valeriana officinalis L. a -bisabolol (0,91) LETCHAMO et al., 2004 ¢
epi-bisabolol (0,6) SAFARALIE et al., 2008
B-bisaboleno (0,4)

Vanillosmopsis pohlii a- bisabolol (89,9) *DE ANDRADE et al.,

Baker Oxido de bisabolol (2,4) 2004

Xanthoxylum piperitum a -bisabolol (0,66) JIANG e KUBOTA et al.,

DC. 2004

Zingiber officinale a- bisabolol (0,21) BARTLEY etal., 2000 ¢
[-bisaboleno (2,49) TOGNOLINI et al., 2006

Cis-y-bisaboleno (3,84)

Tr: Trago

Nesta pesquisa bibliografica foi observado que, apenas 12 espécies apresentam
atividades relacionadas ao a-bisabolol, indicadas na tabela com “asterisco”. Destas trés
apresentam atividade inseticida (Anemia tomentosa, Salvia hydragea ¢ Vanillosmopsis
pohlii), cinco apresentam atividade antiinflamatoria (Chamomilla recutita, Lychnophora
ericoides, Matricaria recututa, Salvia runcinata e Salvia stenophylla), duas
antimicrobiana (Chamomilla recutita ¢ Matricaria recutita), duas antioxidante
(Elionurus elegans e Matricaria chamomilla), uma analgésica (Lychnophora ericoides),
uma cicatrizante (Peperomia galioides) e uma citotoxica (Peperomia sui). Quatro

espécies apresentaram teores de a-bisabolol acima de 50%.
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QUADRO 1. Estruturas quimicas do bisabolol e seus derivados.

: OH
X
|
a-bisabolol B-bisabolol epi-a-bisabolol a-bisaboleno
H
|
X
| |
[B-bisaboleno y-bisaboleno (E)-a-bisaboleno (72,102)-

bisabolatrien-13-ol

o 0
—Q0
0
OH OH

Oxido a-bisabolol Oxido-o-bisabolol A Oxido-o-bisabolol B
~N ~N
OH
(E)-y-bisaboleno (Z)-a-bisaboleno (Z)-y-bisaboleno bisabolenol
ig\
1so-B-bisabolol bisabolen-2-ol

44




45

4. MATERIAL E METODOS



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material botanico

Na realizagdo deste estudo foi utilizado o caule de Vanillosmopsis arborea
(Asteraceae), que foi coletada na linha D da Floresta Nacional do Araripe, municipio do
Crato, Ceard. A exsicata do espécime coletada encontra-se depositada (# 18639) no
Herbario Dardano de Andrade Lima do Departamento de Ciéncias Biologicas da

Universidade Regional do Cariri.

4.2. Métodos de analise.

4.2.1. Métodos de Analises Cromatograficos.

Os processos cromatograficos empregados na separacdo, identificagdo e
quantifica¢do dos constituintes foram diversificados. A cromatografia de adsor¢do em
coluna, a mais comumente utilizada, foi realizada empregando-se como fase
estacionaria a silica gel (¢=0,05 - 0,20mm). Na cromatografia em camada delgada a
silica gel 60 G, cod. 1094 da VETEC, foi utilizada como adsorvente.

Para revelagdo das substancias presentes no material em placas analiticas de
silica foi realizada a exposi¢do das mesmas em camara de iodo, e observadas apos o
aparecimento de manchas.

As fases moéveis empregadas nos processos foram os solventes: éter de
petroleo, dicloro-metano e cloroférmio, isoladamente ou em misturas binarias de modo

a obter-se polaridade adequada.
4.2.2. Métodos Fisicos de Analise.

Os vérios espectros foram obtidos em aparelhos instalados na central
analitica do Centro Nordestino de Aplicacdo e Usudrio de Ressonancia Magnética

Nuclear — CENAUREMN, da Universidade Federal do Ceara e no Departamento de

Quimica da Universidade Federal do Piaui.
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4.2.2.a. Espectroscopia na Regiao do Infravermelho (IV).

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em
espectrometro PERKIN - ELMER, modelo FT — IR Espectrum 1000, utilizando-se

filmes de KBr para andlise do material.

4.2.2.b. Espectroscopia de Ressoniancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN
'H) e de Carbono — 13 (RMN ().

Os espectros de ressondncia magnética nuclear protonica (RMN 1H) e

13C) uni — ¢ bidimensionais

ressonancia magnética nuclear de carbono - 13 (RMN
foram registrados em espectrometros Bruker, modelos Avance DPX — 300 e Avance
DRX — 500, operando na freqiiéncia de 300 e 500 MHz para o hidrogénio e 75 e 125
MHz para carbono - 13, respectivamente. Os deslocamentos quimicos (8) foram
expressos em parte por milhdo (ppm), tendo como referéncia no caso dos espectros de
RMN 'H, pelos picos dos hidrogénios pertencentes as moléculas residuais nio
deuteradas do solvente deuterado utilizado: cloroférmio (CDCl;, & 7,24). Para os
espectros de RMN '°C, a referéncia utilizada foi o cloroférmio (8 77,0). As
multiplicidades dos sinais em RMN 'H foram indicadas segundo a convengdo: s
(singleto), sl (singleto largo), d (dubleto), dd (duplo dubleto), t (tripleto), q (quarteto) e
m (multipleto). O padrio de hidrogenagdo dos carbonos em RMN "C foi determinado
através da técnica de DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer),
com angulo de nutacao de 135° e foi descrito segundo a convengdo: C (carbono nao-
hidrogenado), CH (carbono metinico), CH, (carbono metilénico) e CH; (carbono
metilico). Os carbonos nao hidrogenados foram caracterizados através da subtragdo dos

sinais espectrais observados nos espectros BB (Broad Band) e DEPT 135°.
4.2.2.c. Espectrometria de Massas (EM).

Os espectros de massas dos oOleos essenciais foram registrados em
espectrometro de massas Hewlett — Packard, modelo HP5971 A acoplado a
cromatografo gas liquido, modelo HP — 5890 A, série I (CGL/EM), provido de coluna

capilar de metil-fenil silicone, com 25,0 cm de comprimento 0,20 mm de didmetro
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interno e 0,30 mm de diametro externo, utilizando-se um gradiente de temperatura de 4°
C/min de 50 a 180° C e 20° C/min de 180 a 280° C, sendo a temperatura do injetor de
250° C; e VG analytical 7070 E — HF, operando em impacto eletronico a 70 eV.

4.3. Obtencao do Oleo Essencial

A extragdo do 6leo foi realizada utilizando-se sistema de arraste de vapor, e
coletado em um aparelho doseador tipo Cleavenger, modificado por Gottlieb (1960). O
procedimento se deu de forma que foram colocadas 800 g do caule de V. arborea, em
baldo de 5 litros juntamente com 2,5 L de agua, e mantido em ebuli¢ao por 3 horas.
Apos, a mistura dgua/oleo obtida, no doseador, foi separada da dgua, tratada com sulfato
de sodio anidro (Na;SOy) e filtrada (Fluxograma 1, pag. 49). Houve também tentativa
da extracdo das folhas da planta, ndo havendo rendimento consideravel.

O oleo obtido foi analisado com uso de um cromatdgrafo gasoso-acoplado a
espectrometro de massa. Os resultados das analises de identificacdo dos componentes

quimicos do 6leo estdo dispostos na Tabela 2, pag. 71.
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Fluxograma 1 - Metodologia de extrag@o de 6leos essenciais do caule de V. arborea.

Material Botanico
(Caule)

1. Extragdo em doseador tipo Cleavenger

A\ 4
. [ Oleo / Agua }
Hidrolato

1. Separacao

A 4 A 4
) [ Solugdo aquosa ]
Oleo

Desprezada

1. Na,SO, anidro

2. Filtracao
A 4

[ Oleo essencial }

1. Analise por CG/EM

[ Identificacdo }
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4.4. Tratamento cromatografico do 6leo essencial e isolamento do a-bisabolol.

No processo cromatografico foram utilizados 2,0 g do 6leo, sobre 20,0 g de
silica, e como solvente foram utilizados éter de petroleo, diclorometano e cloroférmio
puros ou em combinagdes bindrias. Foram coletadas 148 fragdes de 5,0 mL cada.
Anadlise por CCD permitiu fazer comparacdo e reunido das fragdes obtidas conforme
mostrado a seguir. As fracdes 54-75, com rendimento de 0.92 g, se mostraram com

aspecto liquido incolor, recebendo denominacao de VAL.

Solventes utilizados:

. Eter de petroleo

. Eter de petroleo: diclorometano (8:2)
. Eter de petroleo: diclorometano (1:1)
. Diclorometano

. Diclorometano: cloroféormio (8:2)

. Diclorometano: cloroférmio (1:1)

. Diclorometano: cloroférmio (2:8)

. Cloroférmio

Fragdes obtidas:

Solventes Fracoes
Eter de petrdleo 1-15
Eter de petréleo: diclorometano (8:2) 16-30
Eter de petroleo: diclorometano (1:1) 31-53
Diclorometano 54-75
Diclorometano: cloroférmio (8:2) 76-90
Diclorometano: cloroformio (1:1) 91-110
Diclorometano: cloroféormio (2:8) 111-130
Cloroférmio 131-148
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4.5. Atividade antioxidante

4.5.1. Método de seqiiestro do Radical DPPH

A verificagdo da capacidade antioxidante do 6leo essencial de V. arborea foi
realizada usando o método do seqiiestro de radicais livres, utilizando o radical DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazil) na forma de solugdo 60 uM DPPH em etanol. Numa
cubeta de 3 mL colocou-se 1 mL da solugao de DPPH juntamente com 1 mL de etanol,
em seguida fez-se a leitura em espectrofotdometro UV, com ajuste de leitura de
comprimento de onda de 520 nm, e obtendo-se uma absorbancia “X” (HEGAZI,
HADY, 2002).

A partir do 6leo essencial foram preparadas quatro concentragdes diferentes,
conforme mostrado na Tabela 3, pag. 66. Colocou-se 1 mL da solugdo amostra em
cubeta, ¢ em seguida adicionou-se 1 mL da solu¢do de DPPH, que foi lida em
espectrofotometro UV, obtendo-se uma absorbancia “Y”. O declinio da concentragdo ¢
registrado como declinio na absorbancia em An,x 520 nm por um periodo de 30
minutos. A absorbéncia correspondente a 100% de seqiiestro de radical ¢ determinada
com o teste realizado usando-se Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico) e BHT(2,6-di-terc-butil-4-metil-fenol) como controles positivos, que
causam o seqiiestro completo dos radicais livres.

A porcentagem de seqiiestro ¢ calculada como: 100[(X/Y) — 1], onde:

X = absorbancia com DPPH

Y = absorbancia com DPPH mais absorbancia da substancia teste.
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4.6. Avaliacdo da Atividade Antibacteriana

4.6.1. Avaliacao antibacteriana do OEVA através da técnica de difusiao de disco.

Para realizagdo do ensaio foram preparadas solugdes em seis concentragdes
diferentes (10%, 5%, 2,5%, 1,25%, 0,62% e 0,31%) do dleo essencial de V. arborea
(OEVA) através de diluicdes feitas em dimetil sulfoxido (DMSO), seguindo a
metodologia descrita por Bauer et al. (1966), adaptada por Koneman et al. (1993) e
Romeiro (2001), em triplicata.

Bactérias utilizadas

Foram avaliadas cinco culturas de bactérias padroes cedidas pela Fundacao
Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, sendo uma Gram-positiva — Staphylococcus aureus (ATCC
12692) e cinco Gram-negativas — Escherichia coli (ATCC 25922), Proteus vulgaris
(ATCC 13315), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) e Shigella flexineri (ATCC
12022).

Preparo do meio de cultura

Foram preparados 120 mL de Agar Mueller Hinton desidratado (Difco,
Michigan, USA) na proporg¢do 4,56 g do Agar em 120 mL de 4gua destilada, conforme
especificagdo do fabricante. Em seguida, submeteu-se a esterilizagdo por calor umido,
em autoclave 121° C por 15 min. e deixado resfriar, até a temperatura de 45-50° C. Logo

apods 20 mL do meio foi dispenso em placas de petri.

Procedimentos

Ap6s a solidificagdo do meio, em temperatura ambiente, as bactérias foram
replicadas com auxilio de um swab estéril. Foram inseridos na superficie da placa
discos de papel filtro embebidos nas solugdes correspondentes a cada concentragao,
bem como o controle negativo (DMSO). Ja para os controles positivos foram utilizados
discos dos antibidticos Cloranfenicol (30 pg/disco) e Azitromicina (15 pg/disco)
cedidos pela empresa Laborclin. Apos a realizagdo do teste as placas de petri foram
incubadas em estufa bacteriologica a 37° C por 24 horas e os halos de inibi¢do do

crescimento medidos em milimetros (Fig. 2, pag. 53).
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© (D)

Figura 2. Representagdo fotografica do método de difusdo de disco. (A) Inoculagdo dos
discos contendo a solugdo. (B) Resultado contra a bactéria E. coli. (C) Resultado contra

S aureus. (D) Medigao, em mm, do halo de inibigao.
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4.6.2. Avaliacdo da interferéncia do OEVA sobre a atividade de alguns

antibioticos.

Para realizagdo do ensaio de interferéncia sobre a resisténcia a antibidticos por
contato gasoso (modificado a partir de INOUYE et al., 2001), o ensaio foi realizado em
triplicata com solugdes de 50% de 6leo essencial de V. arborea (OEVA) diluido em
dimetil sulféxido (DMSO).

Bactérias utilizadas

Foram utilizadas no teste trés culturas de bactérias padrdes cedidas pela
Fundagdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, sendo uma Gram-positiva - Staphylococcus
aureus (ATCC 12692) e duas Gram-negativas - Proteus vulgaris (ATCC 13315) e
Pseudomonas aeroginosa (ATCC 15442).

Preparo do meio de cultura

Foram preparados 120 mL de Agar Mueller Hinton desidratado (Difco,
Michigan, USA), conforme especificagdo do fabricante. O meio foi esterilizado em

autoclave a 121° C por 15 min, sendo em seguida dispenso em placas de Petri.

Procedimentos

Apos a solidificacdio do meio, as bactérias diluidas em 4gua destilada estéril
foram replicadas com auxilio de um swab estéril. Discos de antibidticos nas suas
respectivas concentracdes foram colocados sobre a placa de Petri contendo o
microorganismo a ser testado. Em seguida, 100 pL da solucdo do OEVA foram
inoculadas na parte interna da tampa das placas (Fig. 3, pag. 55), de modo que os
componentes gasosos do dleo pudessem interagir diretamente com o antibidtico, com a
finalidade de observar se o mesmo possui efeito sinérgico ou antagonico. Para o
controle negativo foi colocado sobre a tampa apenas o DMSO utilizado para diluir
ambas as substincias testadas, e para o controle positivo foi colocado apenas os discos
de antibioticos. Apds a realizag@o do teste as placas de Petri foram incubadas em estufa

bacteriologica a 37° C por 24 horas e os halos de inibi¢do do crescimento medidos em
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milimetros. Foram utilizadas no estudo duas classes de antibi6ticos: os aminoglicosidios
gentamicina e tobramicina (ambos a 10 pug/mL), e a tetraciclina (30 pg/mL), tomando

como base sua disponibilidade na rede basica de satde.

(A) (B)

Figura 3. Avaliacdo da atividade sinérgica do OEVA por contato gasoso. (A)

Inoculagdo do microorganismo; (B) Adigao das solucdes testadas.

55



4.7. Avaliacio Farmacolégica do Oleo Essencial de V. arborea

Foram utilizados camundongos machos Swiss adultos (20 a 32 g), provenientes
do Biotério da Faculdade de Medicina do Juazeiro do Norte. Os animais foram
mantidos em condi¢des controladas de temperatura (20 e 24 °C) e luminosidade (ciclo
claro/escuro de 12 horas) com livre acesso a ragdo e agua antes dos experimentos. Os
animais permaneceram no laboratdrio para sua adaptaciao por um periodo de pelo menos
uma hora antes da realiza¢do dos experimentos. Os procedimentos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina do Juazeiro do Norte (FMJ)
sob protocolo n° 2009 0187 FR246195.

4.7.1. Atividade nociceptiva e Antiinflamatoria

4.7.1.a. Contorcées Abdominais Induzidas pelo Acido Acético

As contor¢gdes abdominais, em camundongos, caracterizam-se por contragao e
rotagdo do abddmen, seguida pela extensdo de uma ou ambas as patas traseiras. Esta
resposta motora decorre da aplicagdo de um estimulo nociceptivo por via
intraperitoneal. A contagem do numero de contor¢des ocorridas em um intervalo de
tempo pré-determinado ¢ tomada como indice da resposta nociceptiva (KOSTER,
ANDERSON, DE BEER, 1959).

O 4cido acético conhecido por induzir a liberagdo rapida de mediadores capazes
de aumentar a permeabilidade vascular, como acetilcolina, ATP, ions potassio e
hidrogénio entre outros (GOK et al., 1999) foi utilizado como estimulo para os testes.
As diluicdes foram feitas com acido acético e agua destilada a 1% e utilizadas por um
periodo méximo de duas horas. O volume de 4cido acético diluido foi injetado de
acordo com o peso dos animais. Foram utilizadas quatro concentragdes do OEVA (50,
25, 10 e 5 mg/Kg) e aplicadas também de acordo com o peso dos animais. Para este
experimento foram utilizados 6 grupos contendo 8 camundongos machos cada um. A
indometacina foi usada como controle positivo e como controle negativo foi utilizado
agua e cremophor utilizado para emulsificar o 6leo essencial.

Os animais, ja ambientados a sala de experimentagdo, foram colocados dentro de
caixas de visualizagdo, 10-15 minutos antes da injecdo i.p. de acido acético. As

contor¢des foram contadas cumulativamente durante os 20 minutos subseqiientes a
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injecdo do acido acético, e o numero total neste periodo tomado como indice da resposta
nociceptiva. A administragao das diferentes doses do OEVA foi feita via intraperitoneal,
30 minutos antes da injecdo do 4cido. Tal via de administracdo foi escolhida por
apresentar melhor efeito do que via oral devido a menor absor¢do no trato

gastrointestinal em comparagdo com a cavidade peritoneal.
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QUADRO 2. Esquema do teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético.

5 min
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4.7.1.b. Teste de Formalina

Para avaliagdo das atividades antinociceptiva e antiinflamatoria do 6leo essencial
de V. arborea foi usada a variagdo do método proposto por Hunskaar & Hole (1987), no
qual a injecdo de formalina ¢ feita na pata traseira de camundongos. Neste modelo, a
primeira fase, referente a atividade antinociceptiva, come¢a imediatamente apds a
injecdo e perdura por cerca de 5 minutos. Esta fase ¢ seguida por um periodo de
quiescéncia, de cerca de 5-10 minutos, apds o qual se desenvolve a 2° fase da resposta,
correspondente a ac¢do antiinflamatoria, que se inicia 15-20 minutos ap6s a injegdo e
atinge o maximo aos 30-45 minutos.

A avaliagdo da resposta nociceptiva dos animais deu-se de acordo com
Dubuisson & Dennis (1977), que a faz através do tempo despendido pelo animal em
comportamentos relacionados a dor (lambedura ou mordida na pata). Como indice de
nocicepcao foi usado o tempo, contado em segundos, em que o animal permanece
lambendo ou mordendo a pata injetada: licking — time (HUNSKAAR & HOLE, 1987;
SHIBATA et al., 1989; ABBOTT et al., 1995; TISLLSEN et al., 1992). Desta forma ¢
possivel observar e avaliar a resposta de mais de um animal simultaneamente.

Nos experimentos foram utilizados como controle positivo a indometacina (10
mg/mL, i.p.) € como controle negativo a mistura de dgua e cremophor usada para
emulsificar o 6leo. O 6leo foi administrado via intraperitoneal nas doses de 50, 25 e 5
mg/Kg 30 minutos antes do estimulo nociceptivo. O licking-time é computado em
segundos durante os primeiros 5 minutos (1* fase) e de 15 a 20 minutos (2? fase) apds a
injecdo de formalina.

A formalina na concentragdo de 1% ¢ injetada por via subplanar (s.pl.) em uma

das patas posteriores, num volume constante de 0,02 mL/pata (camundongos).
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QUADRO 3. Esquema do teste de formalina.
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4.7.1.c. Edema induzido pela injecao intra-plantar de carragenina

A injecdo subcutanea de carragenina na pata de ratos ou camundongos promove
intensa vasodilatacdo e extravasamento plasmatico pela liberacdo de mediadores que
contribuem também a intensa migracdo celular para o sitio inflamatorio
(CRUNKHORN & MEACOCK, 1971; HENRIQUES et al., 1987) induzindo aumento
agudo e progressivo do volume da pata injetada. Este edema ¢ proporcional a
intensidade da resposta inflamatoria, constituindo um parametro util na avaliagdo da
atividade anti-inflamatéria de novos compostos.

A metodologia utilizada permite a observagao do efeito sistémico da substancia
teste através da indugdo de um estimulo inflamatério local. O edema ¢ induzido pela
administragdo intra-plantar (i.pl.) de carragenina (0,04 mL/pata, i.pl.) na pata traseira
direita dos camundongos (adaptado de LEVY,1969).

O volume da pata traseira dos animais foi avaliado imergindo-a até o maléolo
lateral em um hidropletismometro elétrico, sendo essa a medida basal. Em seguida, para
avaliar o efeito do OEVA o mesmo foi administrado por via intraperitoneal (i.p.) nas
doses (100, 50, 25 e 10 mg/Kg) utilizando como controle positivo a indometacina (10
mg/Kg) e agua e cremophor como controle negativo, 30 minutos antes da administracao
da carragenina. Apos uma hora da aplicacdo do estimulo inflamatério a espessura da
pata traseira direita de cada animal foi avaliada nos periodos e o procedimento se repete
a cada hora até completar 4 horas da inje¢@o da carragenina, uma 2?* fase ¢ observada 24

h depois (HENRIQUES et al., 1987).
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QUADRO 4. Esquema do teste de edema de pata induzido por carragenina

Indometacina
(10 mg/Kg, i.p.)

!

Medigdo 0min /
Carragenina '
Do volume (0,04 mL intraplantar) _ i :P -

da pata

|

Oleo essencial de V. arborea
(100, 50, 25 e 10 mg/Kg, i.p.)
Veiculo H20 destilada + cremophor)
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4.7.2. Avaliacao da Atividade no Sistema Nervoso Central

4.7.2.a. Teste de Atividade Exploratoria - Campo-aberto

Camundongos machos (24 - 32 g) foram separados em 5 grupos de 6 animais
cada e tratados via intraperitoneal (i.p.) com 6leo essencial de Vanillosmopsis arborea
(100, 50 e 25 mg/Kg), 4gua e cremophor (controle negativo) e diazepam — 1 mg/Kg, i.p.
(controle positivo). Os animais foram levados individualmente ao campo aberto
confeccionado em acrilico (30 x 30 x 15 cm) para avaliar a atividade exploratoria dos
animais: sua movimentacao espontanea (nimero de cruzamentos, com as quatro patas,
entre as divisdes do campo) na periferia (atividade exploratoria) e no centro (atividade
ansiolitica ou sedativa) do campo, o niumero de comportamento de auto-limpeza
(grooming), de levantar (rearing) registrados durante um periodo de 5 minutos
(ARCHER, 1973; SIEGEL, 1946), uma hora apds os tratamentos.

A tendéncia natural do animal em um ambiente novo ¢ a de explora-lo, apesar do
conflito com o medo provocado pelo ambiente novo (MONTGOMERY, 1955). Assim,
esse teste permite uma avaliagdo da atividade estimulante ou depressora de um dado

composto, podendo ainda indicar atividades mais especificas como a ansiolitica.
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QUADRO 5. Esquema do teste de campo aberto.

N° de cruzamentos

R OE=

“Rearing” 6rooming”
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4.7.2.b. Tempo de Sono Induzido por Barbiturico

Camundongos machos (24 — 32 g) foram divididos em cinco grupos de seis
animais cada, tratados via intraperitoneal (i.p.) com OEVA (100, 50 e 25 mg/Kg), agua
e cremophor (controle negativo) e diazepam (controle positivo). Todos receberam
tratamento 30 minutos antes da administragdo intraperitoneal de pentobarbital sddico —
40 mg/Kg (agente indutor do sono) que ¢ aplicado conforme o peso do animal. Indicado
o periodo de sono, os animais, foram posicionados em decubito dorsal, em local de
adequada observacdo. Os animais foram observados durante todo o periodo de sono,
sendo o tempo gasto entre a injecdo do pentobarbital e a perda dos reflexos do animal
(inicio do sono), denominado laténcia do sono e o tempo registrado do inicio do sono e
o retorno voluntario dos reflexos, denominado tempo de sono (WAMBEBE, 1985;
ROLLAND et al., 1991). Um tempo maximo de 10.800 seg. foi imposto neste modelo,
isto € animais cujo tempo de sono ultrapassaram este periodo de tempo, a duragdo do
sono foi considerada em 10.800 segundos.

O tempo de sono foi calculado, em segundos, para cada animal da seguinte
forma:

Tempo de sono = T} — Ty onde,
Ty = o tempo registrado no inicio do sono

T, = o tempo no qual o animal despertou

65



QUADRO 6. Esquema do teste do tempo de sono.
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5. ANALISE ESTATISTICA

A ANOVA seguida pelo teste de Newman-Keuls como teste “posthoc” foi
utilizada para andlise dos testes antibacterianos pelo método de difusdo de disco e dos
testes farmacologicos e o t-test Student para verificagdo da interferéncia do 6leo por
contato gasoso. A estatistica foi significante quando p < 0,05.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Determinacao estrutural de VA1

O estudo dos componentes quimicos volateis foi realizado a partir de amostras
do o6leo obtido por arraste a vapor, do caule de V. arborea. O 6leo essencial obtido foi
analisado por meio do uso de cromatografia gasosa acoplada 4 espectrometria de massas
(CG/EM). A identificagdo das substancias foi realizada pela interpretacdo dos
respectivos espectros de massas, comparagdo com espectros de massas em banco de
dados combinada com determinagdo ¢ corre¢do dos indices de Kovats simulados
(ALENCAR, et al., 1990) e, por comparagdo com dados da literatura (ADAMS, 2001).

Os componentes quimicos identificados no d6leo essencial foram: propanoato de
etila (5,87%), etanoato de propila (9,00%), o-metil-eugenol (2,39%), 6xido-bisabolol
(2,31%) e a-bisabolol (80,43%), totalizando 100% na identifica¢do do dleo essencial. O
cromatograma do 6leo analisado estd mostrado na figura 5, pag. 74.

O composto denominado VA1 (F54-75) foi obtido a partir do tratamento
cromatografico do 6leo essencial do lenho de V. arborea apresentando-se na forma de
liquido, limpido e incolor, soltvel em cloroférmio.

O espectro de absor¢do na regiao do IV (Fig. 6, pag. 75) mostrou uma banda
intensa e larga em 3424 cm™ referente ao estiramento O-H de hidroxila; trés bandas de
intensidades médias em 1464, 1231 ¢ 1089 cm™ relacionadas a deformacdes C-O de
alcodis; vibragdes intensas em 1656 ¢ 1650 correspondentes a deformagdes C=C; e
ainda bandas esqueletais em 2800 ¢ 2940 cm™ referentes a deformagdes de C-H

O espectro de RMN °C — BB (Fig. 7, pag. 76 de VA1 apresentou quinze sinais.
A anélise comparativa entre os espectros de RMN °C — BB ¢ RMN °C — DEPT 135°
(Fig. 8, pag. 77) permitiu verificar o padrdo de hidrogenacdo correspondente a cada
atomo de carbono. Assim, identificou-se a presenca de trés carbonos metinicos (CH),
cinco carbonos metilénicos (CH,) e quatro metilicos (CH3). A diferenca entre os sinais
de carbono observado entre estes espectros revelou a existéncia de trés carbonos ndo
hidrogenados, sendo o sinal em & 74,3 correspondente a um carbono oxigenado.

A analise do espectro de RMN 'H (Fig 9, pag. 78 e Fig.10, pag. 79) de VAl
mostrou a existéncia de sinais correspondentes a hidrogénios metilicos (bem como
sinais em torno de 6 5,1 e 5,0 (sl, H-5), os quais sdo atribuidos a hidrogénios ligados a

carbonos insaturados sp” (Tabela 2, pag. 71).
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Desta forma e baseado em andlise comparativa com dados obtidos da literatura
(SIMOES, et al., 2002), (Tabela 3, pag. 73), VAl foi identificado como sendo o a-
bisabolol, um &lcool insaturado, com denominagdo quimica 1-metil-4 (1,5-dimetil-1-
hidroxi-4(5)-hexenil)-1-ciclohexeno, sendo bastante empregado em produtos
cosmeéticos, para profilaxia e cuidados da pele.

A abordagem fitoquimica foi realizada para caracterizar substancias
responsaveis pela atividade terapéutica do candeeiro, observada, de inicio, nos
levantamentos etnobotanicos através de ensaios farmacoldgicos as quais esta planta foi

submetida.
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Tabela 2 — Dados de correlacio de RMN 'H e "*C de acordo com anlise do espectro

DEPT 135°,
CH3 CH2 CH C
C7 (22,82) C3 (22,80) C2 (120,09) C1 (134,13)
C13(17,12) C5 (21,50) C4 (42,48) C8 (74,37)
Cl14 (25,17) C6 (26,42) C11 (124,15) C12 (131,54)
C15 (22,64) C9 (39,63)
C10 (21,50)
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Figura 4 - Estrutura do a-bisabolol, componente majoritario presente no OEVA.
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Tabela 3 — Comparagio dos dados de RMN °C VA1 (75 MHz, CDCl;) com aqueles
registrados na literatura para o a-bisabolol (HASHIDOKO, TAHARA & MIZUTANI,

1994),

C a.- bisabolol VALl

1 133,80 134,13
2 121,30 120,09
3 22,61 22,80
4 43,30 42,48
5 20,80 21,50
6 2591 26,42
7 22,86 22,82
8 73,50 74,37
9 40,62 39,63
10 21,97 21,50
11 125,52 124,15
12 131,11 131,54
13 17,50 17,12
14 25,83 25,17
15 22,43 22,64

73



YL

[/

TIC

11

o

o

(¢}

=)
1

50e6

40e6

30e6

20e6

10e6

I T T T T I N T T T O Y A A

L]
a-Bisabolol

o

[¢]

(@)}
m—lﬁ

P —

Figura 5 - Cromatograma do 6leo essencial de V. arborea Baker.




SL

%l

14
13
12
11

10
2.1

E ;

16564

preTE

44000

4000

cm-1

Figura 6 — Espectro de absor¢ao na regido do Infravermelho de VA1

450,0



9L

[l

[=lel 140

34,13
==13f .64
43 09

=024 7B
———— 40 4

T

120 100 80 s ap

Figura 7— Espectro de RMN "°C — BB (75 MHz, CDCl;) de VAL,

— J1.1%

el T

23,78
== 21 42

-,
_\\_\-\_
—

—i

23,38

22 1%

- 4774

-



LL

. LI - 3 AYTSEBIGE
i n B TR REDERMRS
e ——r . | . ' T I T —p———y T v T T
ppm 140 120 100 BO ] 40 20

Figura 8 — Espectro de RMN C — DEPT (75 MHz, CDCl;) de VAL



8L

gISENQUNEGE EER § SR MEESEET P

----------------------

WVE T T WNZ

1.0

WMLM/LW_

5 E 3 E 5 y g
u - =| |= @ & a
o l-"'I |.||:| - . _d:;r i rtri.

1. d i.2 1.0 0.8

Figura 9 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de VAL.



6L

'fl- 1lc®
!- IIIH'
! I:GT]
3.8%27
J.asg
-1
a7
0245
3
o]
6
'HM
m
Nt
L BEG4
. ME61
Fa94
VBT
Ea61
SR
L]
m&
LLF]
Ia:l
-u:l':
EFE:I'
'!-?!

Bl P P T v w wm e oEm oEm owm a wm m Gm mm EE e S s em e e e e e

|

3

"
o
[T}
=1
j
S Em—
1

| St
T

Figura 10 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) de VA1 (expandido)



6.2. Atividade antioxidante

De acordo com Campos €t al. (2003) uma amostra é considerada de capacidade
antioxidante quando apresenta CEsyp < 500 pg/mL. De acordo com o observado na
Tabela 4 (pag. 81) o 6leo essencial de V. arborea possui atividade antioxidante visto
que o mesmo apresenta capacidade de seqiiestrar radical em concentracdes abaixo de
500 pg/mL. Porém quando comparado com os controladores positivos Trolox e BHT, o
mesmo demonstra possuir uma atividade antioxidante. Em compensagdo trata-se do
primeiro relato de teste de atividade antioxidante realizado com o 6leo essencial de V.

arborea.
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Tabela 4 - Resultado do teste da atividade antioxidante do 6leo essencial de V. arborea,
usando DPPH .

Concentracgao (mg/mL)

Amostra 1,0 0,5 0,25 0,1

% Antioxidante

Trolox 96,96 93,47 92,68 89,56
BHT 86,11 73,89 69,97 60,21
Oleo 47,7 47,6 51,1 53,2

Os dados referem-se a calculos realizados a partir das absorbancias da solugao de DPPH
e das substancias teste em espectrofotdometro UV (520 nm). Foram utilizadas quatro

concentragodes e utilizados como controles positivos o Trolox e o BHT.
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6.3. Resultados da avaliag¢ao antibacteriana através do método de difusao de disco.

Apbs o tempo de incubacgdo realizaram-se as leituras das placas e os halos de
inibi¢do foram mensurados. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Os resultados obtidos, relatados na Tabela 5 (pag. 84) e representados nas
Figuras 11 e 12 (pag. 83 e 85) confirmam a acdo antibacteriana do 6leo essencial de V.
arborea, corroborando com as informagdes sobre usos populares. Vale salientar que a
atividade contra S aureus foi confirmada por Sousa et al. (2008) em testes realizados
com espécie do mesmo género. Porém ndo ha relatos na literatura para a atividade

contra as linhagens P. vulgarise S. flexineri.
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Figura 11. Representag¢do fotografica dos melhores resultados da agdo antibacteriana

sobre cepas de microrganismos testados com o 6leo essencial de V. arborea.
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Tabela 5. Valores das médias = E.P.M. dos halos de inibi¢cao do crescimento bacteriano em mm do OEVA através do método de difusao de disco

(n = 3), utilizando analise de variancia (***p<0,001) seguida pelo teste de Newman-Keuls como teste “posthoc”.

Microorganismos Concentracdes do o6leo (%) Azitromicina  Cloranfenicol DMSO
(15 pg) (30 pg)
10 5 2,5 1,25 0,62 0,31
S aureus 11.7+£0.3***  10.3£0.3***  8.0+0.6***  7.5+0.5%%*  §5+(0.5%** ND 18.6£1.4%** 16.7+0.6%** ND
(ATCC 12692)
E. coli ND ND ND ND ND ND ND ND ND
(ATCC 25922)
P. wlgaris 9.5+0.5%** 8.5+ (.5%** 6.5+ 6.0£0.0***  7.5+0.5%** 7 54(0.5%** 10.0£2.0%** 13.540.5%** ND
(ATCC 13315) 0.5%#*
P. aeruginosa ND ND ND ND ND ND 14.5+0.7 8.0+0.0 ND
(ATCC 15442)
S flexineri 10.6£0.3***  7.44+0.5%*%*  7.5+0.3*%**%  7.0+0.0%**  6.0+£0.0%** ND ND 16.5+0.5%** ND

(ATCC 12022)

ND: Nao detectavel; DMSO: Dimetil sulféxido (controle negativo).



S. aureus x OEVA

25 Bl 1.25%
B 0,62 %
204 BB CLO
AZl
DMSO

Halo de Inibicdo (mm)

Concentragoes (%)

Figura 12 — Resultado do OEVA testado contra a bactéria S aureus pelo método de
difusdo de disco. Os dados representam a média + E.P.M. dos halos de inibi¢do (mm)
das concentracdes mais relevantes clinicamente, utilizando analise de variancia

(***p<0,001) seguida pelo teste de Newman-Keuls como teste “posthoc”.
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A concentragdo inibitdria minima para o teste de difusdo de disco da-se pela
medicao do halo de inibi¢do sendo considerada aquela menor concentracdo capaz de

inibir completamente o crescimento de determinada bactéria testada.

Tabela 6. Valores da concentracdo inibitéria minima (CIM) do dleo essencial de V.

arborea.

CIM
Microrganismos OEVA
Escherichia coli (ATCC 25922) >20%
Proteus vulgaris (ATCC 13315) <0,15%
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) >20%
Saphylococcus aureus (ATCC 12692) <0,31%
Shigella flexineri (ATCC 12022) <0,31%

Observou-se que o dleo essencial de V. arborea (OEVA) apresentou inibigdo de
crescimento para as bactérias Proteus vulgaris (ATCC 13315), Staphylococcus aureus
(ATCC 12692), Shigella flexineri (ATCC 12022) e Klebsiella pneumoniae (ATCC
10031) com uma inibi¢do consideravel em praticamente todas as concentragoes testadas
e para as bactérias Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC

15442) o 6leo nao mostrou nenhuma atividade.
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6.4. Resultados da avaliacido antibacteriana através do método de contato gasoso.

A Tabela 7, pag. 88 mostra dados da interferéncia do oleo essencial de V.
arborea sobre a acdo antibacteriana de antibidticos como gentamicina, tetraciclina e
tobramicina. Considerando a compara¢ao dos didmetros dos halos de inibicdo do
crescimento bacteriano nos ensaios com os antibioticos isolados e em associacao com as
substancias testadas, pode-se observar, em algumas interacdes, a ocorréncia de
interferéncia do OEVA sobre o poder antibacteriano dos antibidticos. Nota-se, ainda,
que todas as Dbactérias apresentam sensibilidade aos antibioticos (p<0,05)
estatisticamente significante em relagdo ao controle.

A tetraciclina e tobramicina foram os antibidticos que tiveram a maior
interferéncia do OEVA, sendo observada, em quase todas as interacdes, uma
interferéncia sinérgica, exceto contra a linhagem P. aeruginosa, enquanto que a

gentamicina mostrou um efeito antagonico contra a cepa P. vulgaris.
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Tabela 7 - Valores das médias + E.P.M. dos halos de inibi¢do do crescimento bacteriano (mm) do OEVA por meio de contato gasoso (n = 3)
usando como estatistica o teste-t, p <0,05.

C+ C — (DMSO) OEVA

BACTERIAS  GEN TET TOB GEN TET TOB GEN TET TOB

S aureus 13.540.5 23.0+0.0 13.0+0.0 14.5£0.5 24.5+0.5 14.5+¢1.5 16.0£2.0 30.0+3.0 17.5+0.5
P.aeruginosa 17.5+0.5 12.5£0.5 16.5£0.5 16.5+0.5 12.0£0.0 16.5£0.0 19.0+£2.0 11.5£0.5 13.5+0.5
P. vulgaris 22.0£0.0 19.5+0.5 21.5£0.5 23.0£1.0 19.5+£0.5 20.5+0.5 21.5£0.5 26.5+0.5 26.5£2.5

GEN: Gentamicina; TET: Tetraciclina; TOB: Tobramicina; C +: Controle positivo (apenas os antibioticos); DMSO: Dimetil sulfoxido; OEVA:
Oleo essencial de V. arborea.



6.5. Resultado do teste de Contor¢des Abdominais Induzidas pelo Acido Acético

De acordo com os resultados obtidos na contagem do numero de contorgdes
ocorridas nos animais testados observou-se que o O6leo ¢ capaz de diminuir
significativamente o numero de contor¢des abdominais provocadas pela injecdo de
acido acético indicando um efeito antinociceptivo.

O teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético baseia-se na
aplicagdo de um estimulo quimico de alta intensidade (4cido acético) e a resposta
nociceptiva ¢ de curta duragdo (KOSTER et al., 1959). Esta resposta ¢ bloqueada por
muitas classes de drogas, como anti-histaminicos, antiinflamatdérios nao-esteroidais,
hipotensores, estimulantes e depressores do SNC (TAKAHASHI & PAZ, 1987; YEH,
1985; PETTIBONE & MUELLER, 1989). Estudos posteriores postularam que o acido
acético age indiretamente por indugdo da liberagdo de mediadores enddgenos que
estimulam neurdnios sensitivos nociceptivos (COLLIER et al., 1968).

A indometacina ¢ um agente antiinflamatorio nao-esteroidal (AINES) e um
potente inibidor da cicloxigenase — COX. Dados clinicos indicam que certos AINES
como a indometacina sdo eficazes no controle de alguns tipos de dor intensa, ndo
relacionada a inflamagdo (RANG et al., 2004).

Embora as contor¢des abdominais induzidas por 4acido acético representem um
modelo de nocicepgao periférica (WEI et al., 1986), este ndo ¢ um modelo especifico.
Portanto, apesar do OEVA prevenir as contor¢des abdominais induzidas por acido
acético necessitou-se de outros modelos de nocicepgao para reforgar tais resultados. Por
conseguinte, foi realizado o teste de formalina.

Na figura 13 (pag. 90) referente ao teste de contor¢cdes abdominais uma
relevancia significativa (ANOVA) dos resultados do OEVA nas doses de 50 e 25
mg/Kg foi observada em relacdo ao controle. Afirmando, desta forma, uma possivel

atividade antiinflamatoria.
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Figura 13 - Teste de contor¢cdes abdominais induzidas por 4cido acético, utilizando
camundongos machos Swiss adulto (n = 8). Os animais foram tratados com OEVA,
agua e cremophor (controle negativo), indometacina (controle positivo). Os dados
representam a média £ E.P.M. do nlimero de contor¢des ocorridas durante 20 minutos
de observagdo. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, andlise de variancia seguida pelo teste

de Newman-Keuls como teste “posthoc”.
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6.6. Resultado do teste de Formalina

O teste de formalina ¢ diferente de alguns modelos de dor por permitir avaliar a
resposta do animal a uma dor moderada e continua causada pela injlria tecidual, bem
como o papel de sistemas endogenos de regulacdo da dor, sendo considerado o modelo
mais validado para dor referente a outros modelos com estimulo mecanico ou térmico
(TJOLSEN et al., 1992), permitindo ndo s6 o estudo de novas drogas analgésicas como
também a elucidacdo de mecanismos de dor e analgesia. Drogas de acdo central, como
os narcéticos, podem inibir ambas as fases, enquanto que as drogas de agdo periférica,
como os antiinflamatorios nao-esteroidais e corticosterdides, somente inibem a 2* fase
(HUNSKAAR & HOLE, 1987; ROSLAND et al., 1990; TJIOLSEN et al., 1992;
MALMBERG & YAKSH, 1993; JETT & MICHELSON, 1996).

De acordo com os resultados observados na figura 14 (pag. 92), podemos notar
que durante a 1* fase o OEVA apresenta significancia, quando comparado ao controle
negativo, para carater antinociceptivo nas doses de 50 e 25 mg/Kg. E na 2* fase o
mesmo se apresenta ainda mais representativo em relagdo ao controle nas mesmas
dosagens.

A segunda resposta de dor a inje¢do intraplantar de formalina apresenta
participacio efetiva de mediadores pré-inflamatérios (DAMAS & LIEGEOIS, 1999).
Os efeitos antinociceptivos do 6leo foram observados em modelos que envolvem fortes
componentes inflamatorios, desta forma, a existéncia de constituintes do 6leo com
capacidade de impedir a producdo ou liberagdo de mediadores inflamatoérios pode
justificar a analgesia observada.

As duas fases da resposta a formalina t€ém media¢do quimica e mecanismos de
modulacdo distintos, apresentando diferencas marcantes quanto a sua sensibilidade a
drogas analgésicas. (HUNSKAAR & HOLE, 1987; SHIBATA et al., 1989; ABBOTT et
al., 1995; TJOLSEN et al., 1992).

O resultado observado confirma sua acgdo antiinflamatéria que pode ser do

componente majoritario, a-bisabolol, como ja relata alguns dados da literatura.
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Figura 14 - Os animais (n = 8) foram tratados com OEVA, 4gua e cremophor (controle
negativo), indometacina (controle positivo). Os dados representam a média = E.P.M. do
licking-time computado em segundos durante os primeiros 5 minutos (1* fase) e de 15 a
25 minutos (2* fase) apds a injecdo de formalina. *p<0,05; **p<0,01, andlise de

variancia seguida pelo teste de Newman-Keuls como teste “posthoc”.
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6.7. Resultado do teste de edema de pata induzido pela injecdo intra-plantar de

carragenina

A resposta inflamatoria aguda caracterizada por um aumento na permeabilidade
vascular e no infiltrado celular, leva a formacdo de edema como resultado do
extravasamento de fluido e proteinas e acumulo de leucdcitos no sitio inflamatorio
(ARYA & KUMAR, 2005; POSADAS et al., 2004). Este edema é proporcional a
intensidade da resposta inflamatoria, constituindo um parametro util na avaliagdo da
atividade antiinflamatoria de novos compostos.

De acordo com os resultados o 6leo essencial da V. arborea, administrado por
via intraperitoneal, reduziu o edema provocado pela injecdo intraplantar de carragenina,
conforme indicado na figura 15, pag. 94. O OEVA diminuiu a capacidade da
carragenina de induzir edema na pata dos camundongos em todos os tempos
observados, com intensidade na 27, 3* ¢ 4* hora de observagdao onde ocorre o pico da
infamag¢do, como vemos na Tabela 8 (anexo).

A interferéncia do dleo essencial neste modelo sugere que substincias presentes
no caule da V. arborea podem estar interferindo com o inicio da resposta inflamatéria,
apresentando assim atividade antiedematogénica em um processo inflamatorio
inespecifico, como a carragenina.

Observou-se ainda a duracdo da agdo antiedematogénica do OEVA sobre a 4*
hora do edema. O efeito inibitério foi observado desde o tratamento quatro horas antes,
até duas horas depois da carragenina. Isto indica que o(s) composto(s) presente(s) no
OEVA responsavel(is) por esse efeito possuem acdo prolongada, sendo duas horas o
tempo minimo para serem eficazes.

Baseado nos resultados observados neste estudo, o 6leo essencial de V. arborea
possui propriedades antinociceptiva e antiinflamatoria também observadas por Silvério
et al. (2008) em uma espécie do mesmo género.

Podendo o OEVA constituir alvo potencial para uso em terapias da dor e da
inflamacdo. Os resultados confirmam seu uso na medicina popular, entretanto, novos

estudos necessitam ser realizados para garantir o uso seguro pela populacao.
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Figura 15 - Teste de edema de pata induzido por carragenina, utilizando camundongos

machos Swiss adulto (n = 8). Os dados representam a média = E.P.M. do aumento no

volume da pata durante a 2% 3* ¢ 4 hora apos a injecdo de carragenina. *p<0,05;

**p<0,01; ***p<0,001, andlise de variancia seguida pelo teste de Newman-Keuls como

teste “posthoc”.
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6.8. Resultado do teste de Campo aberto

O teste de campo aberto ¢ utilizado como medida da emocionalidade em
roedores (BROADHURST, 1958; BROADHURST, 1978; ALBONETTI &
FARABOLLINI, 1984; ALBONETTI & FARABOLLINI, 1992), além de ser usado
para estudar os efeitos ansioliticos e outras classes de drogas sobre o comportamento em
um novo ambiente. Desta forma, a locomogdo, rearing e grooming em roedores
observada no campo aberto sdo os parametros comportamentais mais utilizados para
descrever influéncias da reagdo ao novo habitat ou da administragdo de drogas
(MONTGOMERY, 1955; ARAKAWA & IKEDA, 1991; REX et al., 1996).

A atividade de rearing também esta relacionada com a hiperatividade
dopaminérgica. Estudos apontam que o aumento da atividade dopaminérgica estimula
um maior comportamento de rearing (SWANSON et al., 1997). Em alguns estudos o
rearing tem sido focalizado como um aspecto de comportamento exploratdrio
(JOHANSSON & AHLENIUS, 1989), corroborando com a agao de agentes ansioliticos
diminuem o nimero de nimero de rearing (HUGHES, 1972; STOUT, 1994).

O oleo essencial de Vanillosmopsis arborea reduziu o niimero de rearing em
todas as doses usadas. A dose de diazepam usada neste estudo também reduziu o
numero de rearing, como ja era esperado. A reducdo de rearing, induzida pelo OEVA,
pode também ser devido a redugdo da excitabilidade do SNC. Desta forma, a redug¢do do
rearing observada em camundongos tratados com OEVA, associado a uma redugdo da
atividade locomotora no campo aberto sugere uma possivel atividade depressora ou
sedativa deste 6leo, considerando que, o rearing esta relacionado com os niveis de
excitabilidade do SNC (CUNHA & MASUR, 1978). Perez et al. (1998) referem ao fato
de que a diminuicdo da atividade locomotora espontanea ¢ resultante de uma reducio na
excitabilidade do SNC e sedagdo (OZTURK et al., 1996).

Os resultados apresentaram uma redu¢do do grooming, em todas as doses do
OEVA. Dados da literatura mostram que o aumento do grooming ¢ observado em
roedores apreensivos (ARCHER, 1973) e alguns pesquisadores observaram que drogas
ansioliticas, sedativas ou depressoras reduzem o grooming em campo aberto (BARROS
etal., 1994; DUNN et al., 1981; MOODY et al., 1993).

No presente trabalho foi detectada uma redugdo da atividade locomotora em
quase todas as doses estudadas. Foi observada também uma redug¢do no comportamento

de rearing e grooming como mostra a Tabela 9 (anexo). Vale salientar que uma redugéo
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nestes parametros também foi observada em animais tratados com diazepam, que foi
usado como droga de referéncia.

A Figura 16 (pag. 97) representa bem o efeito sedativo do OEVA sobre o
nimero de cruzamentos em camundongos no teste de campo aberto. Em relagdo aos
animais controle (média + E.P.M.), uma significativa reducdo do numero de
cruzamentos foi observado nos animais que receberam 100 e 50 mg/Kg do o6leo
essencial de V. arborea (média + E.P.M.; ***p < 0,001), no periodo de observagio de 5
minutos.

Podemos acreditar que o efeito sedativo do OEVA ¢ originario do a-bisabolol,
visto que o mesmo efeito esta presente no 6leo essencial da camomila (POVH, 2001)
que também apresenta o a-bisabolol como componente principal na sua composi¢ao.

Entretanto, € necessaria a realizagdo de estudos posteriores para confirmagao dos dados.
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Figura 16 - Os animais (n = 6) foram tratados com OEVA, controles negativo (agua e
cremophor) e positivo (diazepam). Os dados representam a média + E.P.M. do niimero

de cruzamentos durante 5 minutos de observagdo. ***p<0,001, andlise de variancia

seguida pelo teste de Newman-Keuls como teste “posthoc”.
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6.9. Resultado do teste de Tempo de Sono Induzido por Barbitirico

De acordo com a literatura, os benzodiazepinicos, tais como o diazepam, agem
como ansiolitico (em baixas doses) e anticonvulsionante, produzindo também sedagdo e
efeito relaxante muscular em doses altas (ONAIVI et al., 1992; WOLFFGRAMM et al.,
1994). Com base nesta argumentagao avaliamos os efeitos do OEVA no tempo de sono
induzido por pentobarbital.

E conhecido que a diminui¢io na laténcia de sono e o aumento no tempo de sono
sdo classicamente relatados por drogas depressoras do SNC (WILLIANSON et al.,
1996).

Nossos resultados mostram que quanto a indu¢do do sono/seg. ndo ha diferenga
significativa entre as doses testadas e o controle (fig. 17, pag. 99). J& analisando a
duracdo do sono/seg., conforme a Tabela 10 (anexo) podemos notar que houve um
aumento significativo em relacdo ao controle demonstrando consideravel efeito
depressor, sedativo e hipndtico.

Vale ressaltar que ndo foi encontrado nenhum relato sobre estas atividades
(sedativa e depressora do SNC) para nenhuma das espécies do género Vanillosmopsis,

sendo desta forma um dado inédito para a literatura.
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Figura 17 - Os valores representam a média + E.P.M. do tempo de inducdo e duragdo
do sono pelos grupos de animais (n = 6), que foi computado desde o inicio do sono até o
retorno a posi¢do de alerta. *p<0,05; ***p<0,001, analise de variancia seguida pelo

teste de Newman-Keuls como teste “posthoc”.
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7. CONCLUSAO
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7. CONCLUSAO

A pesquisa com plantas medicinais envolve investigacdes da medicina
tradicional e popular, isolamento, purifica¢do e caracterizacao de principios ativos, bem
como investiga¢des farmacoldgicas.

A investiga¢do quimica do 6leo essencial de V. arborea revelou a existéncia do
a-bisabolol (80,43%) como composto majoritario.

Neste estudo foram pesquisadas algumas das atividades biologicas e
farmacoldgicas. Através dos testes realizados foi possivel verificar a atividade
bacteriostatica através de trés métodos diferentes bem como o potencial antioxidante do
OEVA, e ainda as atividades antiinflamatoria, analgésica, ansiolitica, sedativa,
depressora do Sistema Nervoso Central e hipndtica.

Para a atividade antioxidante o OEVA ndo mostrou resultado antioxidante
significante quando comparado com os testemunhos Trolox ¢ BHT.

Para a atividade através da técnica de difusdo de disco, o oOleo essencial
apresentou inibi¢do de crescimento consideravel para as bactérias Proteus vulgaris
(ATCC 13315) e Saphylococcus aureus (ATCC 12692) em quase todas as
concentragoes testadas. O OEVA mostrou também atividade contra a cepa Shigella
flexineri (ATCC 12022) e houve ainda inibi¢ao de crescimento em praticamente todas
as concentragdes testadas contra a bactéria Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031).

Referente a técnica de contato gasoso, o OEVA mostrou uma atividade de
sinergismo contra os antibidticos tetraciclina e tobramicina em quase todas as
interagdes, exceto contra a linhagem P. aeruginosa, enquanto que a gentamicina
mostrou um efeito antagonico contra a cepa P. vulgaris. Podendo, desta forma, observar
a ocorréncia de interferéncia do OEVA em algumas interagdes sobre o poder
antibacteriano dos antibioticos.

De acordo com o levantamento bibliografico nao foi encontrado nenhum registro
de trabalhos realizados com Oleo essencial de V. arborea contra as atividades
farmacoldgicas aqui testadas. Tendo como base os resultados obtidos pudemos observar
a acdo inibitoria do o6leo essencial de V. arborea, extraido do caule da planta, sobre o
modelo de edema induzido por carragenina em camundongos, havendo diminui¢do do
edema ja apds a segunda hora de tratamento. Foi verificada também a eficacia do 6leo
sobre a segunda fase da nocicep¢ao induzida pela formalina, e também em relacdo ao

teste de contorgdoes abdominais induzidas por acido acético e posteriormente o efeito
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sedativo, e depressor apresentado pelo OEVA nos modelos de campo aberto e tempo de
sono induzido por pentobarbital.

O estudo dos efeitos antinociceptivos e centrais do OEVA em varios modelos
comportamentais permitiu concluir que o 6leo possui um significativo potencial
antinociceptivo, considerando o fato de que as doses mais altas (50 e 25 mg/Kg) foram
efetivas na redugdo das contor¢des abdominais induzidas por acido acético e no teste de
formalina, sugerindo uma atividade antinociceptiva. A atividade analgésica também foi
demonstrada no teste de formalina (1?* fase).

A literatura mostra que plantas com o a-bisabolol em sua composi¢ao, possui,
entre suas indicagdes populares, o uso em quadros inflamatorios. Os estudos realizados
neste trabalho com o 6leo essencial da Vanillosmopsis arborea tém confirmado tal
indicacgao.

Foi observada uma reducdo dos pardmetros analisados no teste do campo aberto
(niimero de cruzamentos, rearing e grooming), que sugere um efeito sedativo obtido por
doses maiores o OEVA que estao atuando no SNC, assim como os benzodiazepinicos
que em doses baixas tem efeito ansiolitico e em doses altas causam sedagdo (DONALD
et al.,, 1981; STERU et al., 1987). A diminuigdo da atividade locomotora, a
potencializagdo do pentobarbital induzindo o sono, sugerem uma atividade depressora
central (PEREZ et al., 1998) do OEVA, e que a mesma pode atuar como uma droga
neurosedativa cerebral (CAPASSO et al., 1996).

Analisando os efeitos neurofarmacoldgicos do OEVA em camundongos,
observa-se que a sua atividade sedativa pode ser atribuida ao a-bisabolol presente nesta
planta em fungdo do mesmo estd presente no 6leo essencial da camomila que ¢ bastante
utilizada na medicina popular como calmante natural. Entretanto, para afirmar com
certeza o que estd sendo dito seria necessario a realizagdo de estudos posteriores
utilizando o composto isolado.

Tendo em vista que o OEVA foi efetivo tanto no estudo da atividade
antinociceptiva como em testes do SNC como campo aberto e tempo de sono, isso
demonstra que, o efeito sedativo do dleo pode produzir uma antinocicepcdo. Os
resultados deste trabalho reforcam a utilizagdo popular da planta, ndo apenas como
antiinflamatéria, mas também como analgésica, sedativa e depressora.

E demonstram a necessidade de mais estudos para melhor compreensao de suas
atividades farmacologicas.
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6¢Cl

Tabela 8 - Efeito do OEVA sobre edema de pata induzido por carragenina, utilizando camundongos machos Swiss adulto (n = 8). Os dados
representam a média + E.P.M. do aumento no volume da pata durante a 2% 3* e 4* hora apds a injecdo de carragenina. *p<0,05; **p<0,01;

*#%p<(0,001, andlise de variancia seguida pelo teste de Newman-Keuls como teste “posthoc”.

Grupos T, T, Ts T4 Toa
C- 0.013+£0.0011  0.021+0.0011 0.027+0.0018 0.029+0.0020  0.018+0.0026
C+ (10 mg/Kg)  0.007+0.0012  0.009+0.0015" 0.012+0.0014"  0.017£0.0033""  0.008+0.0012
100 mg/Kg 0.010£0.0012  0.012+0.0013** 0.014+0.0010"  0.010+0.0018"  0.007+0.0013
50 mg/Kg 0.006+0.0012""  0.011+0.0017"" 0.018 £0.0015""  0.020£0.0014~  0.011+0.0022
25 mg/Kg 0.010+£0.0014  0.015+£0.0013"  0.021£0.0014"  0.024+0.0017  0.013+0.0027
10 mg/Kg 0.010+0.0020  0.016=0.0018™  0.023 +0.0021  0.026£0.0022  0.015%0.0029

C -: agua e cremophor; C +: indometacina; OEVA: Oleo essencial de V. arborea;T-T,4: Tempos de medi¢io do volume da pata.



Tabela 9 - Efeito do dleo essencial de V. arborea no teste do campo aberto em
camundongos. Os animais (n = 6) foram tratados com OEVA, controles negativo e
positivo nas doses indicadas. Os dados representam a média + E.P.M. do nimero de
cruzamentos durante 5 minutos de observacdo. *p<0,05; ***p<0,001 andlise de

variancia seguida pelo teste de Newman-Keuls como teste “posthoc”.

Grupo Dose N° de cruzamento “Rearing” “Grooming”
(mg/Kg, i.p.) (5 min) (5 min) (5 min)
C- 69.0 +2.08 240+ 1.0 3.0+0.2
C+ 1 56.0+£2.7 11.0 £2.2%** 2.0+0.5
100 38.0 £ 6.5%** 10.0 £ 1.8%** 20+0.3
OEVA 50 44,0 £ 2.05%** 15.0 £ 1.4%%* 20+0.2
25 59.0+14 16.0 £ 1.1%** 1.0+0.2%

C -: 4gua e cremophor; C +: diazepam; OEVA: Oleo essencial de V. arborea.
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Tabela 10 - Efeito do OEVA sobre o tempo de indugao e duraciao do sono induzido por
Barbiturico em camundongos. Os valores representam a média = E.P.M. do tempo de
inducdo e durag¢do do sono pelos grupos de animais (n = 6), que foi computado desde o
inicio do sono até o retorno a posicao de alerta. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, analise

de variancia seguida pelo teste de Newman-Keuls como teste “posthoc”.

Grupos Dose (mg/Kg) Tempo de indu¢do  Tempo de duragdo do
do sono/seg. sono/seg.
C- 195+ 15 1857 + 771
C+ 1 112+ 147 7820 + 1288***
100 188 +£20.3 3587 £915%*
OEVA 50 208 =30 2477 + 453*
25 166 +10.6 1931 + 470*

C -: 4gua e cremophor; C +: diazepam; OEVA: Oleo essencial de V. arborea.
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