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Resumo: Hyptidendron canum (Pohl ex Benth) R.Harley, comumente conhecida como
“catinga-de-bode-do-cerrado” é uma espécie utilizada popularmente como antifiingico e
anti-inflamatdrio. Sabendo que os 6leos essenciais (OE) se destacam por estas e outras
bioatividades (analgésicas, microbianas, dentre outras), objetivou-se avaliar o teor e
caracterizar o OE das folhas de H. canum, bem como avaliar suas potenciais atividades
antimicrobiana e antioxidante. O OE foi extraido por hidrodestilacdo e caracterizado por
cromatografia gasosa. A atividade antimicrobiana foi avaliada sob os microrganismos
Staphylococcus aureus, Escherischia coli, Candida albicans, C. glabrata e C. krusei e a
atividade antioxidante pelo método DPPH. Os constituintes majoritarios foram: B-
macrocarpeno, y-muuroleno, (E)-cariofileno. Os resultados demonstraram que este OE
possui atividade fungicida (44,68 ug/mL) e antioxidante. Assim, este OE é uma
promissora fonte natural como antioxidante e antiflngico.

Palavras-chave: Hidrodestilagdo; DPPH; Antiflngica; f-macrocarpeno.

Abstract: Hyptidendron canum (Pohl ex Benth) R. Harley, commonly known as
“catinga-de-bode-do-cerrado” is a species popularly used as antifungal and anti-
inflammatory. Knowing that essential oils (OE) stand out for these and other bioactivities
(analgesic, microbial, among others), the objective was to evaluate the content and
characterize the OE of the leaves of H. canum, as well as to evaluate their antimicrobial
and antioxidant activities. The OE was extracted by hydrodistillation and used by gas
chromatography. Antimicrobial activity was evaluated under the microorganisms
Staphylococcus aureus, Escherischia coli, Candida albicans, C. glabrata and C. krusei
and an antioxidant activity by the DPPH method. The major constituents were: -
macrocarpene, y-muurolene, (E) -cariophylene. The results showed that this OE has
fungicidal activity (44.68 ng / mL) and antioxidant. Thus, this OE is a promising natural
source as an antioxidant and antifungal.

Keywords: Hydrodestillation; DPPH; Antifungal; f-macrocarpene.

1. INTRODUCAO

Os 0leos essenciais (OE) sdo compostos produzidos pelo
metabolismo secundario das plantas e podem ser obtidos a
partir de diversos 6rgdos de espécies aromaticas. Sua
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composi¢do pode ser influenciada por diversos fatores tais
como: temperatura, umidade, sazonalidade e 6rgéo vegetal
avaliado (Guimaraes et al., 2008; Loura et al., 2016). Estes
constituem matéria-prima de grande importancia
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principalmente para a industria farmacéutica, com um
crescente aumento de pesquisas que comprovam seu
potencial uso como agentes antioxidantes e no controle de
micro-organismos (Limaetal., 2012; Andrade et al., 2013;
Loura et al., 2016; Carvalho et al., 2018; Pandini et al.,
2018). Portanto, determinar as atividades bioldgicas dos
derivados boténicos é de grande importancia na area de
produtos naturais, principalmente pelos relatos da
resisténcia de micro-organismos aos antimicrobianos
sintéticos (Franco et al., 2015; Oliveira e Vallin, 2019).

A espécie Hyptidendron canum (Pohl ex Benth)
R.Harley (sinonimia: Hyptis cana [Pohl ex Benth.]) é uma
espécie herbéacea ou arbustiva, nativa ndo endémica do
Brasil e pertencente a familia Lamiaceae, com ampla
distribuicdo no cerrado brasileiro (Eitten, 1994; Batista,
2003). Suas folhas e raizes sdo amplamente utilizadas na
medicina popular de comunidades do Cerrado brasileiro na
forma de chads e decocgBes (Branddo, 1991), por
apresentarem de acordo com Ferri e Ferreira (1992)
atividades farmacol6gicas como antibiotica, antifingica,
analgésica, anticancerigena e para o tratamento de Ulceras.

O estudo in vivo com peixes da espécie Oreochromis
niloticus (Linnaeus, 1758) realizado por Fiuza et al.
(2009), evidenciou a atividade vasoativa do extrato
etandlico bruto e suas fragdes de Hyptidendron canum.
Além disso, os extratos etanolico bruto e sua fracdo
hexanica, provocaram uma proliferacdo de capilares.
Entretanto, estes autores também observaram que a fragéo
de etandlica deste extrato provocou hemorragias e necrose
nos peixes tratados (Fiuza et al., 2009). Recentemente,
verificou-se que guanto maior a dose do extrato bruto e
suas fragdes hexanica, cloroférmia e acetato de etila desta
espécie, maior foi o dano celular e tecidual nas branquias
de O. niloticus (Fiuza et al., 2015).

Alguns estudos verificaram a composicao quimica das
folhas de Hyptidendron canum. Em 2010, as reacfes com
0 pd das folhas desta espécie foram positivas para presencga
de glicosideos flavbnicos e saponinicos (Fiuza et al.,
2010). No ano seguinte, a investigacdo dos compostos
guimicos das folhas e do caule permitiram o isolamento de
varias moléculas, onde das folhas foram isoladas as
moléculas:  3B-O-B-galactopiranosilsitosterol, aldeido
ursolico, e as misturas de acido maslinico ¢ acido 2a-
hidroxiursélico, a e B-amirina, uvaol e eritrodiol, sitosterol
e estigmasterol, espatulenol e globulol, hexano; e do caule
foram isolados os &cidos betulinico, ursolico e euscéafico
(Lemes et al., 2011).

Durante o levantamento bibliografico, nenhum estudo
foi encontrado na literatura, sobre a investigacdo das
atividades antioxidante, antifiingica e antibacteriana para
0 OE desta espécie.

Portanto, devido as inUmeras atividades dos extratos
desta espécie e a importancia do estudo de plantas ainda
pouco exploradas na regido do Campo das Vertentes
situada no Estado de Minas Gerais, Brasil que séo
utilizadas pelas comunidades tradicionais, objetivou-se a
partir do presente estudo caracterizar quimicamente o OE
das folhas de Hyptidendron canum, bem como, avaliar sua
atividade antimicrobiana e antioxidante.
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2. MATERIAIS E METODOS
Coleta e registro do material vegetal

As folhas frescas de Hyptidendron canum foram
coletadas no periodo da manhd em junho de 2013, nas
proximidades do municipio de Sao Jodo del-Rei (MG) -
21.029046 e -44.335049 (coordenadas em UTM). O
material vegetal foi identificado e depositado com o
nimero de registro 15781 no Herbério do Departamento
de Ciéncias Naturais da Universidade Federal de Séo Jodo
del- Rei, Sao Jodo del-Rei, Minas Gerais, Brasil.

Extracéo do 6leo essencial

Para extracdo do OE, adotou-se a técnica de
hidrodestilagdo em aparelno Clevenger modificado
(Farmacopeia Brasileira, 2010). Foram colocados 747,45
g de folhas secas com &gua destilada em um baldo
volumétrico de 5 litros por 2,5 horas. Decorrido este
periodo, o OE foi separado do hidrolato por centrifugacao
em uma centrifuga de bancada de cruzeta horizontal
(Fanem Baby ®I Modelo 206 BL) a 1100 g por 5 minutos.
Posteriormente o OE foi retirado com o auxilio de uma
micropipeta e armazenado em vidro ambar sob
refrigeracéo 4°C.

Teste de umidade

Para determinar a quantidade de agua na amostra
10,00 g de folhas frescas, foram secas em estufa de
secagem com circulacdo e renovagdo forcada de Ar
Modelo: CE - 220/480 Marca: CIENLAB até o peso
constante. Para o célculo da umidade foi realizado o
seguinte célculo:

BFS (g) = MFF (g) - M (H20) g

onde:

BFS: biomassa de folha seca;

MFF: massa de folha fresca;

M (H20): massa de 4gua na amostra.

Teor de 6leo essencial

Apbs a extracdo e a determinacdo da umidade,
prosseguiu-se com o seguinte calculo:

Teor de OE (%) = [volume do OE (mL/BFS) (g)] x 100

onde:
BPS: Biomassa Seca da Planta.

Identificacdo e quantificacdo dos constituintes
quimicos

O OE de Hyptidendron canum foi subtmetido a analise
por Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC - EM) modelo Shimadzu QP5050A operando
a 70 eV, equipado com um injetor split-splitless e uma



Revista da Biologia. 2022. https://doi.org/10. 10.11606/issn.1984-5154.v22p1-6

coluna de silica fundida Rtx®-5MS Restek (5% fenil-
metilpoli-siloxano, 30 mx 0,25 mm di e espessura do filme
0,25 um). Foram utilizadas as seguintes condicdes
cromatograficas: a temperatura inicial do forno foi de
50 °C, seguido de uma rampa de temperatura de 4 °C / min.
até 200 °C, seguido de outra rampa de temperatura de
10 °C / min. até 300 °C. O injetor foi mantido a 300 °C. O
gas hélio foi usado como gés carreador a 1,0 mL / min. e a
amostra (1 pl) foi injetada no modo split (1:30). Para
quantificacdo quimica, foi utilizado um detector de
ionizacdo em chama acoplado a cromatografia gasosa (CG
- DIC) com uma chama produzida a partir de hidrogénio
gasoso 5,0 (30 mL / min) e ar sintético (300 mL / min). O
processamento de dados foi realizado usando o software
GC Postrun Analysis (Shimadzu Labsolutions).

As concentragdes dos compostos foram calculadas
utilizando as areas de pico de CG, que foram dispostas em
ordem ascendente de elui¢do por CG. A identificacdo dos
constituintes foi realizada com base na comparacdo dos
indices de retencdo relativa (RRI), utilizando dados
encontrados na literatura (Adams, 2017).

Avaliacéo da atividade antimicrobiana

Para o ensaio da atividade antimicrobiana do OE de
Hyptidendron canum, foram utilizados 0S
microrganismos: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherischia coli ATCC 25922, Candida glabrata ATCC
2001, Candida krusei ATCC 6258 e Candida albicans
ATCC 90028. Foram preparadas placas de Petri contendo
Agar Sabouraud para o cultivo dos microrganismos. As
unidades formadoras de col6nias (UFC) para cada cepa
foram padronizadas de acordo com a escala de McFarland
utilizando a concentragao de 10® UFC/mL (CLSI, 2008).
Foi realizado um ensaio de difusdo em poco de acordo
com Grove & Randall (1955) com pequenas
modificacBes. Com o agar ainda liquido, bolinhas de vidro
esterilizadas de tamanhos iguais foram colocadas a fim de
formar oito perfuracbes. As bolinhas de vidro foram
removidas e 0s pocos foram preenchidos com aliquotas de
10pL do Oleo essencial, diluido em dimetilsulfoxido
(DMSO) em crescentes concentragdes de (0.0625, 0.125,
0.25, 0.5, 1 e 2 %). As placas foram incubadas por 24 a 48
horas a 37 °C, e as inibicdes dos halos foram medidas.
Utilizou-se como controle negativo o antiflngico
fluconazol e como controle positivo solucdo salina. Todos
0s ensaios foram realizados em triplicada.

Avaliacéo da atividade antioxidante

Ensaio com DPPH (1,1-difenil-2-Picrilhidrazila)

A avaliacdo da atividade antioxidante foi obtida a
partir do método de consumo de DPPH conforme a
metodologia descrita por Brand-Williams et al. (1995) e
Foti (2015).

Inicialmente foram preparados 50 mL de solucédo
estoque de DPPH diluido em metanol na concentracdo de
40 pg/mL e posteriormente foi construida uma curva
analitica com diferentes concentragdes dessa solucédo (40,
35, 30, 25, 20, 15, 10, 5 ¢ 1 pg/mL). O OE de
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Hyptidendron canum foi diluido em metanol nas
concentracfes de 10,0; 5,0; 2,5; 2,0; 1,5; 1,0 e 0,5 mg/mL.

Uma aliquota de 0,30 mL da amostra foi adicionada a
um tubo contendo 2,7 mL de solucdo de DPPH (40 mg/L)
e apos o procedimento, estes tubos foram armazenados em
local coberto da luz por 60 minutos. Apos este periodo, a
absorbéancia (Abs) foi lida em 515 nm em um aparelho
espectrofotdmetro (SHIMATZU UV-160 1PC) /515 nme
convertida em porcentagem da atividade antioxidante
(AA) de acordo com a seguinte férmula:

AA%= 100' [(AbSamostra X 100) /AbScon’[roIe]

Um controle foi preparado utilizando-se uma aliquota
de 0,3 mL de etanol e 2,7 mL de DPPH. Os testes foram
feitos em triplicata e os valores das CLso foram calculados
por regressdo linear e plotados em gréafico onde a abscissa
representa a concentracdo do dleo testado e a ordenada a
propor¢do da porcentagem da atividade antioxidante
(Souza et al., 2007).

A andlise dos constituintes quimicos do OE de
Hyptidendron canum é apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Constituintes quimicos do 6leo essencial das
folhas de Hyptidendron canum.

Pico TR. IR Calc. Composto %
1 10,17 1037 -Z-ocimeno 2.49
2 23,46 1339 y-elemeno 2.04
3 24,02 1351 a- cubebeno 3.87
4 2448 1361 Eugenol 4.18
5 25,23 1378  a-ylangeno 0.98
6 25,65 1388  B-bourboneno 1.87
7 25,85 1392 iso-longifoleno 1.24
8 2594 1394 B-elemeno 3.18
9 27,25 1424 (E)- cariofileno 17.43
10 28,69 1456 a-humuleno 3.10
11 29,93 1484  y-muuroleno 19.97
12 30,61 1500 B-macrocarpeno 22.49
13 34,01 1584 Espatulenol 7.78
14 34,21 1589 oxido de cariofileno  3.16
15 34,58 1598 Globulol 4.83
16 37,02 1659 a-cadinol 1.39

TR: Tempo de retencéo, IRCalc: Indice de retengéo calculado, %: percentual.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Teor do Gleo essencial e teor de dgua das folhas

O OE de Hyptidendron canum apresentou um teor
0.0117%. Este baixo teor de OE pode ser explicado devido
a extragdo deste ter ocorrido na estagdo seca, uma vez que
0 teor dos OEs podem ser influenciados por fatores
geneticos e climaticos (temperatura, intensidade de luz,
efeito sazonal, etc) e edaficos (Morais, 2009). Este
resultado difere do encontrado por Batista et al. (2003),
onde o teor do OE das folhas secas de H. canum, coletadas
em Pirendpolis, Goiés, Brasil foi de 0,2% enquanto Fiuza
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et al. (2010) encontraram um teor de 0.82% e 0.78%,
respectivamente, para as folhas e inflorescéncias de H.
canum coletadas em quatro regides do cerrado no estado
de Goias, Brasil. De acordo com os resultados deste e de
outros estudos, nota-se que o teor de OE de H. canum é
influenciado pelo local da coleta e 6rgdo utilizado,
corroborando com o proposto por Inan et al. (2011), onde
estes relatam que os OE podem ser influenciados de
acordo com diversos fatores como: espécie, condigdes
climaticas, ontogenia e métodos de extracéo.

Identificacdo e quantificacdo dos constituintes

Foram identificados um total de 16 compostos, sendo
0s majoritarios: p-macrocarpeno (21,08%), y-muuroleno
(18,55%), (E)- cariofileno (16,56%), Espatulenol (6,95%)
e Eugenol (6,0%). Com exce¢do dos constituintes: o-
humuleno, globulol, B-bouboneno e espatulenol, descritos
anteriormente (Batista, 2003; Fiuza et al., 2010), todos os
constituintes encontrados neste trabalho sdo descritos pela
primeira vez.

Batista et al. (2003) identificaram 19 constituintes
quimicos para 0 OE de Hyptidendron canum, onde os
compostos majoritarios foram: espatulenol (11,6%),
globulol (14,4%) e longiborneol (35,3%). Ja Fiuza et al.
(2010) identificaram 39 constituintes quimicos para este
OE, sendo os majoritarios: p-cariofileno (6,0-41,6%),
amorfa-4,7(11) - dieno (6,1-30.1%) e biciclogermacreno
(3,7-24,8%), em plantas coletadas no dominio
fitogeogréfico Cerrado, no estado de Goias.

Atividade antioxidante do 6leo essencial

Ensaio com DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazila)

O OE de Hyptidendron canum apresentou uma
pequena atividade antioxidante perante 0 método DPPH,
com o valor de Cls foi 60,24 mg/mL. Esta atividade foi
considerada baixa quando comparada ao antioxidante
sintético BHT que apresentou uma Clso de 0,00927 mg/mL
(Pandini et al., 2018). Os OE de espécies da familia
Mytaceae como por exemplo: Myrcia sylvatica (G.Mey.)
DC. e Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L. M. Perry
(sinonimia: Caryophyllus aromaticus L.) apresentaram
uma melhor atividade antioxidante para este método, com
Clso de 1,94 £ 0,12 mg/mL (Silva et al., 2018) e 0,0078 +
0,00065 mg/mL (Scherer et al., 2009) respectivamente.
Para o 6leo essencial de Caryophillus aromaticus (Cravo-
da-India) os autores atribuiram este alto valor da atividade
antioxidante relacionada ao composto majoritario eugenol
com uma porcentagem 83,75% presente no 6leo de cravo
(Scherer et al., 2009).

A baixa atividade antioxidante do OE de H. canum
pode ser explicada devido sua constituicdo quimica ser
majoritariamente  composta  por  sesquiterpenos
hidrocarbonetos (79,33%). Sabe-se que 0S compostos
oxigenados sdo eficientes na estabilizacdo de radicais
livres como por exemplo o DPPH (Oliveira, 2015). Desta
forma, a presenga do monoterpeno oxigenado eugenol
(6%) e dos sesquiterpenos oxigenados espatulenol
(7,78%), globulol (4,83%) e a-cadinol (1,39%)

4de6

correspondendo a 18,18% da composicdo deste OE,
também explicam este resultado.

Alguns OE como os de Myristica fragrans Houtt.
(Myristicaceae) e Salvia microphylla Kunth (Lamiaceae)
ndo demonstraram atividade antioxidante para 0 método
DPPH (Lima et al., 2012). Enquanto outros OE possuem
uma atividade antioxidante considerada baixa para este
método como o0s as espécies da familia Poaceae:
Cymbopogon martinii (Roxb.) W.Watson e Cymbopogon
citratus (DC.) Stapf, avaliados por outras metodologias
(Scherer et al., 2009; Guimaraes et al., 2011).

Essa baixa atividade antioxidante para o método
DPPH, esta relacionada com a pouca ou nenhuma
capacidade de reduzir o radical DPPH, por deficiéncia de
compostos capazes de neutralizar a partir da doagdo de
atomos de hidrogénio (Brand-Wiliams et al., 1995). De
acordo com Del Ré e Jorge (2012) a presenca de
compostos fendlicos como os flavonoides e terpenoides
como 0 monoterpeno eugenol presente no OE de H. canum
sdo os responsaveis pela atividade antioxidante de varias
espécies vegetais.

Atividade antimicrobiana

Atividade antibacteriana

As cepas de bactérias testadas ndo foram inibidas pelo
OE de Hyptidendron canum nas concentracGes avaliadas,
sendo inviavel devido ao baixo teor deste 6leo, desta forma
s80 necessarias novas avaliagbes em concentragdes
maiores que 2%.

Diversos OE da familia Lamiaceae inibiram o
crescimento de bactérias como por exemplo os OE das
espécies: Ocimum basilicum L. e Thymus vulgaris L.
avaliados pela técnica de microdiluicdo tiveram uma
Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) de 36,0 e 0,5625
mg/mL respectivamente contra cepas de Staphylococcus
aureus (Freire et al., 2014). De acordo com Carriconde et
al. (1996), esta acao se deve principalmente pela presenca
dos terpenoides.

Atividade antifingica

Todas as cepas testadas demonstraram ser sensiveis ao
OE de Hyptidendron canum. A Concentracdo Minima
inibitéria (CMI) foi de 44,68 pug/mL. Pode-se inferir que a
atividade antifingica ocorreu principalmente devido a
presenca do eugenol (6,0%), pois este composto é muito
eficiente e amplamente utilizado como agente
antimicrobiano (Paoli et al., 2007; Scherer et al., 2009;
Rotili et al., 2012).

Violante (2008) demonstrou que as cepas de Candida
krusei foram sensiveis ao extrato etandlico bruto das
folhas de H. cana (sinonimia botanica da H. canum), em
que os valores de CMI puderam ser compreendidos entre
31,25 — 500 pg/mL. Além disso a fragdo hexanica, menos
polar deste extrato inibiu o crescimento das cepas de
Cryptococcus neofromans com valor da CMI de 125
pg/mL. Utilizando fracGes de diferentes polaridades deste
estrato etanolico, este inibiu o0 crescimento de
Cryptococcus parapsilosis onde as concentracfes
variaram de 62,5 a 1000 pg/mL (Violante, 2008).
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CONCLUSAO

Em conclusdo, os ensaios de prospecgdo com o 6leo
essencial de Hyptidendron canum indicam que este € rico
nos sesquiterpenos: B-macrocarpeno, y-muuroleno, (E)-
cariofileno, espatulenol e no monoterpeno: eugenol, tem
potencial para ser uma nova fonte de fungicida natural para
o controle de espécies de do género Candida. Além disso,
este 6leo essencial apresentou atividade antioxidante pelo
método DPPH.

O presente estudo contribui com dados inéditos para
as atividades antifiingicas e antioxidante do 6leo essencial
de Hyptidendron canum e ressalta a importancia do uso
tradicional desta espécie, bem como, de mais estudos e a
conservacdo de plantas medicinais nativas do Brasil.
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