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Resumo

O potencial terapéutico de O6leos essenciais de Salvia sclarea, Salvia
officinalis cv. ‘purpurascens’, Rosmarinus officinalis (Lamiaceae) em doengas
neurodegenerativas e de 6leos essenciais de Pelargonium graveolens (Geraniaceae)
como ansiolitico, muitas vezes utilizados em Aromaterapia sugerem o papel
relevante da regulamentacdo deste sector, designadamente quanto a critérios de
controlo de qualidade. Tendo isto em mente, a investigacao realizada no ambito deste
trabalho teve como principiais objectivos: (i) conhecer a composicdo dos Oleos
essenciais destas espécies e (ii) desenvolver uma alternativa de producao de
metabolitos secundarios através da manipulacao biotecnoldgica.

Relativamente a micropropagacao, as espécies da familia Lamiaceae foram as
mais dificeis de estabelecer, dada as elevadas quantidades de compostos fenolicos
que os explantes libertam para o meio. As melhores respostas foram dadas com a
presenga de uma citocinina no meio, 0,75 mg/L de ZEA para R. officinalis, 0,25
mg/L de BA para S. officinalis cv ‘purpurascens’ e 0,5 mg/L de ZEA, juntamente
com 0,04 de GA; e 0,02 mg/L de NAA, para S. sclarea. Relativamente a P.
graveolens, foram obtidos bons resultados (62%) em meio MS suplementado com
0,5 mg/L de BA e 0,1 mg/L de NAA. Esta espécie, posteriormente, também foi
aclimatizada com uma taxa de 75% de sucesso. O niimero mais elevado de rebentos
caulinares induzidos em culturas in vitro de P. graveolens foi de 2,3 e 2,0 por
explante, constituidos por segmentos nodais e segmentos peciolares,
respectivamente.

A composicao dos Oleos essenciais foi determinada para plantas in vivo e
culturas in vitro destas por GC e GC-MS. O OE de folhas e flores de plantas in vivo
de S. sclarea foi marcada pela presenca de germacreno D e E-cariofileno (folhas) e
acetato de linalilo e linalool (flores) ao passo que, nas folhas de plantulas in vitro
houve a presenca de um composto peculiar, o fitol representando 74% do 6leo. S.
officinalis mostrou um perfil do OE bem semelhante nas plantas in vivo e plantulas in
vitro com a presenga do B-pineno, a-tujona e canfora. Os OE produzidos pelas flores,
plantas in vivo e plantas in vitro de R. officinalis apresentavam um perfil quimico
semelhante, sendo maioritarios o a-pineno, 1,8-cineole, verbenona e canfora. J& no

oleo de P. graveolens houve grandes diferengas do perfil quimico, nas condigdes in



vivo era fortemente marcado pela isomentona (62%) e nas condigdes in vitro por o-
guaieno (27%) e 10-epi-y-eudesmol (23%). Verificou-se que na composicao destes
Oleos estavam presentes em quantidades relevantes constituintes tais como, 1,8
cineole, a- e B- pineno, a-tujona, linalool e acetato de linalilo que sdo citados por sua
actividade neuroprotetora em doencgas degenerativas e actividade ansiolitica.

A parte a infecgio generalizada dos explantes de P. graveolens utilizados
numa unica tentativa de transformagdo genética de P. graveolens, mediada por
Agrobacterium rhizogenes, registaram-se sinais de indugdo de hairy roots a partir de

um Unico explante dos que foram submetidos a transformacao.

Palavras-chave: Actividade ansiolitica, aromaterapia, doeng¢as neurodegenerativas, hairy roots,
micropropagacdo, Oleos essenciais, plantas aromaticas e medicinais (PAM), Pelargonium graveolens,

Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis, Salvia sclarea.
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Abstract

The therapeutic potential of essential oils of Salvia sclarea, Salvia officinalis
cv. ‘purpurascens’ and Rosmarinus officinalis (Lamiaceae), in neurodegenerative
diseases, and that of essential oils of Pelargonium graveolens (Geraniaceae) as
anxiolytic, repeatedly used in Aromaterapy, justify the importance given in
regulating this sector, particularly, in what respects the criteria for quality control.

Concerning this, the general aims of the research developed with this work
was: (i) to know the essential oils composition of the target species and (ii) to
develop an alternative approach to the production of secondary metabolites by
biotechnological manipulation. Relatively to the micropropagation the species
belonging to the Lamiaceae family were the most difficult to establish, since they
release large amounts of phenolic compounds to media. From the approaches
performed, the best responses of the plant explants to the media conditions were
given in the presence of a cytokinin in the medium, 0,75 mg/L of ZEA for R.
officinalis, 0,25 mg/L of BA for S. officinalis cv. ‘purpurascens’, 0,5 mg/L of ZEA,
more 0,04 of GA3, and 0,02 mg/L of NAA for S. sclarea. Concerning P. graveolens,
the highest-quality results (62% of regeneration from all explants used) were on the
medium MS supplemented with 0,5 mg/L of BA and 0,1 mg/L of NAA . This species
was subsequently acclimatized with a success rate of 75%. The highest number of
shoots regenerated from each explants (2.3 and 2.0) were got from nodal and petiole
segments, respectively.

The analysis of the essential oils (EO), were performed using GC and GC-
MS. EO were isolated by hydrodistillation of leaves and flowers of in vivo plants of
S. sclarea and R. officinalis, leaves of in vivo plants of S. officinalis cv.
‘purpurascens’ and P. graveolens, and leaves of in vitro plantlets of the four species.
The EO of S. sclarea leaves was marked by the presence of germacrene D and E-
caryophyllene and that of the respective flowers marked by linalyl acetate and
linalool. In the EO of leaves of S. sclarea in vitro plants occurred the presence of a
peculiar compound, the phytol, representing 74% of oil. In vivo e in vitro plants of S.
officinalis showed EO profiles very similar, with the presence of B-pinene, a-thujone
and camphor, as major compounds. Comparing the OE produced by flowers, in vivo

and in vitro plants of R. officinalis a similar chemical profile could also be found,
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showing as major compounds: a-pinene, 1,8-cineole, verbenone and camphor. The
EO of in vivo plants of P. graveolens was strongly marked by isomenthone (62%),
while the EO of in vitro plantlets was marked by a-guaiene (27%) and 10-epi-y-
eudesmol (23%). It was found that the composition of these oils contained relevant
amounts of 1,8 cineole, a-and B-pinene, a-thujone, linalool and linalyl acetate,
constituents that have recognized neuroprotective and anxiolytic activities.
Notwithstanding the generalized infection occurred to the explants of P.
graveolens used in the genetic transformation approaches, using Agrobacterium
rhizogenes, one only explant gave good signals of transformation through the Aairy

root phenotype that it showed.

Key words: Activity anxiolytic, aromatherapy, essential oils, hairy roots, medicinal and aromatic plants,
micropropagation, neurodegenerative diseases, Pelargonium graveolens, Rosmarinus officinalis, Salvia

officinalis, Salvia sclarea.
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Introdugdo geral

I- Introducao geral

1- Plantas aromaticas e medicinais

A utilizagdo de extractos vegetais e plantas aromaticas e medicinais para fins
terapéuticos datam da pré-historia. Os chineses foram os primeiros povos a tirar
partido das plantas em medicina tradicional. Até o inicio da década de 90, século xx,
aproximadamente 11000 medicamentos derivados das plantas foram desenvolvidos e
usados na China ao longo de milhares de anos (Hamburger e Hostettmann, 1991).

Apbs séculos de uso empirico de preparagdes a base de ervas, no inicio do
século XIX, foram isolados os primeiros principios activos de plantas biologicamente
activas. Este foi o comeg¢o de uma nova era na investigagdo e uso de plantas
aromaticas e medicinais (PAM) (Hamburger ¢ Hostettmann, 1991).

Das varias actividades biologicas atribuidas a plantas aromaticas ¢ medicinais
podem ser citadas ac¢des: 1) antibacteriana (Leal ef al, 2003; Oluwatuyi et a/, 2004),
i1) antioxidante (Lima et al, 2005; Al-Sereiti et al, 1999), iii) antifiungica (Moreno et
al, 2006), iv) antiviral (Cowan, 1999), v) anticarcinogénica (Leal et al, 2003; Estevéz
et al, 2005), vi) colérica (Hoefler et al, 1987), vii) hepatoprotetora (Lima et al, 2007,
Hoefler et al, 1987), viii) larvicida e/ou repelente (Baricevic e Bartol, 2000), e ix) de
estimulo a actividade enzimadtica (Debersac et al, 2001). Muitas vezes, as plantas
também sdo utilizadas para tratar problemas relacionados com o sistema nervoso
como ansiedade, insOnia, anorexia e outros (Ferreira et al, 2000).

Viarios medicamentos a base de plantas tém sido adicionados nas
farmacopeias internacionais na sequéncia de estudos no ambito da etnofarmacologia
e da medicina tradicional. Na sequéncia do aumento do conhecimento obtido pela
investigacdo cientifica, novas directrizes de padronizagdo, fabrico e controlo de
qualidade, sdo implementadas a cada ano no intuito de melhorar os produtos que
chegam ao mercado. Mesmo com as novas tecnologias que estdo a revolucionar a
descoberta dos novos medicamentos os cientistas € as multinacionais farmacéuticas

ndo menosprezam os conhecimentos tradicionais que muitas vezes sdo utilizados



Introdugdo geral

para orientar a investigacdo cientifica para o estudo de produtos naturais de plantas
especificas (Patwardhan, 2009).

Na maior parte dos casos, os principios activos sao moléculas de baixo peso
molecular, oriundas do metabolismo secundario das plantas, produzidas como
resposta ao stresse fisioldgico, provocado por factores ambientais abioticos
(mudanca climatica, por exemplo) e bidticos, neste caso, muitas vezes, como
protec¢ao contra predadores e agentes patogénicos (Bruno, 2008). Deste modo, a
mesma espécie de planta pode apresentar diferentes substancias em quantidade
variavel, de acordo com a regido, condigdes climaticas e factores ambientais, em
geral, um fenémeno conhecido por polimorfismo quimico (Pengelly, 2004).

Alguns trabalhos de investigagcdo recentes tém demonstrado a existéncia do
efeito sinérgico entre metabolitos primarios e metabolitos secundarios das plantas, de
modo que os compostos do metabolismo secundario, encontrados em menor
concentragdo, actuariam como potenciadores dos primarios. Este efeito sinérgico
ocorre também entre as varias substancias presentes num extracto vegetal, razao pela
qual, alguns produtos derivados de extractos vegetais contém misturas de diferentes
principios activos de diferentes plantas, para acentuar os efeitos desejados (Bruno,
2008).

Das 250 mil espécies de plantas superiores existentes na Terra mais de 80 mil
apresentam caracteristicas medicinais e, destas, até agora, apenas uma pequena
percentagem foi investigada do ponto de vista fitoquimico e, menos ainda, quanto a
sua actividade biologica e farmacologica. Embora a medicina tradicional esteja
difundida por todo o mundo, sendo parte integrante da cultura de cada povo,
infelizmente muito do conhecimento antigo e muitas plantas importantes comeg¢am a
perder-se num grau preocupante. As florestas tropicais tém sido destruidas a uma
velocidade de 50 hectares por minuto e, quem sabe, quantas potenciais drogas
farmaceéuticas t€m sido perdidas desta forma (Joy et al, 2001).

Embora, durante muito tempo as plantas aromaticas e medicinais tenham sido
preteridas face a aceitacio do uso de produtos sintéticos, actualmente, as
especulagdes em torno dos perigos que estes possam oferecer a saide humana e ao
ambiente, t€m estado na origem de certa reabilitagdo da credibilidade dos

medicamentos de base natural, designadamente de plantas. Mais de trés quartos da
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populagdo mundial utiliza plantas ou extractos vegetais em cuidados da saude. Cerca
de 30% das espécies das plantas identificadas foram, em algum momento, utilizadas
para fins medicinais (Joy et al, 2001). Na Europa ocidental, o uso de medicamentos
a base de plantas ainda ¢ encarado com algum cepticismo ¢ muitas vezes associado a
fins pouco ortodoxos (Joy et al, 2001). Em paises desenvolvidos, como os Estados
Unidos, 25% dos medicamentos sao a base de plantas, enquanto nos paises em rapido
desenvolvimento, como a China e a India, este nimero sobe para 80%, facto que
pode ser justificado pela maior presenca de povos que tradicionalmente preservam as
respectivas culturas milenares (Patwardhan, 2009).

O uso de plantas com finalidades terapéuticas ¢ ainda uma oportunidade para
a subsisténcia e o desenvolvimento econdomico de populacdes de baixos rendimentos.
As aplicacles terapéuticas de extractos vegetais justificam a importincia do
isolamento, identificacdo e elucidacdo dos mecanismos de ac¢do das respectivas

moléculas activas (Joy et al, 2001).

2- Oleos essenciais

Oleos essenciais (OE) sdo misturas de constituintes volateis a temperatura
ambiente, originados, na maioria das vezes, do metabolismo secundario, sendo
produzidos e armazenados em estruturas secretoras proprias formadas nas folhas,
flores, ramos/caules ou raizes de diversas espécies (Kamatou et al, 2007). Em
diversas familias de plantas, designadamente, Lamiaceae e Verbenaceae, os OE sdo
geralmente, secretados por tricomas glandulares, que possuem véarias formas,
estruturas e funcdes distribuindo-se maioritariamente na superficie das folhas
(Kamatou et al, 2007). Sendo estruturas celulares especializadas, os tricomas, como
orgdos de sintese e armazenamento de OE, protegem a planta da toxicidade propria
de alguns dos respectivos constituintes, como € o caso dos monoterpenos que, em
concentracgdes elevadas, sdo fitotoxicos. Os tricomas das Lamiaceae sdo de dois tipos
morfologicamente distintos: peltados e capitados, que se distinguem pela sua
estrutura e forma de secre¢do, facto comprovado por observagdes de microscopia

optica e electronica (Hallahan, 2000).
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Os OE possuem caracteristicas lipofilas, soliveis em gorduras e 4alcoois,
podendo, nalguns casos, ser facilmente oxidados por exposicdo a luz (Pengelly,
2004), sao normalmente extraidos de plantas por processos especificos, sendo
dotados de aroma forte quase sempre agradavel (Santos, 2000; Craveiro et al, 1981).
Sao utilizados em muitas industrias para conferir aromas especiais a alguns dos seus
produtos, constituindo nalguns casos também, matéria prima para a sintese de
substancias diversas, comercializadas pelas industrias quimica e farmacéutica
(Craveiro et al, 1981). Actualmente, o termo “6leo essencial” designa a fraccao
volatil extraida das plantas por arrastamento de vapor, constituida maioritariamente
por monoterpenos e sesquiterpenos (Pereira, 1996).

Os OE foram considerados durante muito tempo como “desperdicio fisiologico”
ou produtos de desintoxicagao, tal como se dizia, alids, dos produtos do metabolismo
secundario, em geral. Entretanto, com os avangos cientificos, sdo atribuidas aos OE
funcdes ecoldgicas, tais como, a inibigdo da germinacdo de sementes (alelopatia),
proteccdo contra predadores e atrac¢do de polinizadores (Santos, 2000; Barreiro,
2006).

Diversas actividades bioldgicas dos OE sdo reconhecidas, designadamente,
actividade antimicrobiana, a0 mesmo tempo em que se vem confirmando a sua baixa
toxicidade em mamiferos e seu baixo impacto ambiental negativo. Por consequéncia,
os OE vém sendo cada vez mais utilizados em cuidados de saide, nomeadamente em
situacdes de resisténcia de microorganismos patogénicos a antibioticos de sintese
quimica e na inibi¢do do crescimento de microorganismos de contaminagdo
alimentar e respectivas toxinas. As aplicacdes dos OE incluem processamento e
preservacdo de alimentos, produtos farmacéuticos, medicina alternativa e terapias
naturais (Hayouni ef al, 2008).

O teor médio de OE por planta ¢ varidvel e frequentemente baixo (<1%). No
entanto, alguns OE apresentam potente actividade bioldgica, na maior parte das
vezes devida, ndo a um componente apenas, mas sim a accdo combinada dos seus
diversos constituintes. Em regra, a sua composicdo ¢ muito complexa, sendo
frequentemente a presenca de mais de cinquenta constituintes, geralmente
identificados, por técnicas cromatograficas e espectrais, como compostos terpénicos

e/ou fenilpropandides. A identificagdo dos constituintes dos o6leos essenciais ¢
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importante para a compreensao e previsdo dos respectivos efeitos fisiologicos Por
exemplo, os OE ricos em hidrocarbonetos sesquiterpénicos exibem, frequentemente,
efeito anti-inflamatério (Tappin et al, 2004) e, OE ricos em trans-cariofileno podem
auxiliar na lipo-regulacdo (Yoo et al, 2005). Os constituintes terpénicos podem ser
hidrocarbonetos (moléculas constituidas por atomos de carbono e atomos de
hidrogénio, apenas) ou podem ser moléculas ternarias contendo atomos de oxigénio,
para além de atomos de carbono e atomos de hidrogénio fazendo parte de grupos
funcionais diversos, designadamente, alcoois, aldeidos, aldeidos ciclicos, cetonas,

fenois, éteres, éteres fenolicos, 6xidos ou ésteres (Pengelly, 2004).

2.1- Biossintese de compostos terpénicos

Os terpenos e os seus derivados sao moléculas, em regra constituidas por
unidades contendo cinco atomos de carbono derivadas do isopreno (Figura 2-1)
representando o maior e mais amplamente distribuido grupo de metabolitos
secundarios, dos quais, mais de 4.000 foram ja identificados. De acordo com a regra
do isopreno, os terpenos podem ser considerados usualmente como produtos

resultantes da ligagdo de varias unidades de isopreno (Fontes e Al¢ada, 2008).
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Figura 2-1: Molécula de Isopreno

Os terpenos mais simples sdao os hemi-terpenos, formados por apenas uma
unidade de isopreno. Os monoterpenos sao constituidos por 2 unidades de isopreno
(C10), os sesquiterpenos por 3 (C15), os diterpenos, por 4 (C20), triterpenos, e
tetraterpenos por 6 (C30) e 8 (C40) e os politerpenos ou poli-isoprenos por nlimeros

mais elevados (Buchanan et al, 2000).
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Os terpendides podem sofrer transformacdes nas respectivas cadeias isoprénicas,
resultando na formacao de estruturas aciclicas ou ciclicas. As transformacdes podem
advir de um grande numero de reacgdes, tais como redugdes, oxidagdes, ciclizacoes,
rupturas de anel ou rearranjos, o que lhes permite formar uma grande diversidade
estrutural de metabolitos, estrutural e biogenicamente relacionados (Buchanan et al,
2000).

Os oleos essenciais das Lamiaceae tém como principais grupos de constituintes
os monoterpenoides (hidocarbonetos monoterpénicos € monoterpenos oxigenados) e,
em menor expressdo os sesquiterpenodides (hidocarbonetos sesquiterpénicos e
sesquiterpenos oxigenados) (Hallahan, 2000). A unica via biossintética isoprendide,
referida em publicagdes mais antigas era a via do acetato-mevalonato. Esta
designacdo deve-se ao facto do mevalonato ser um intermediario na via, resultando
da condensacdo de trés moléculas de acetil-CoA (acetil-coenzima A), originando
HMG-CoA (3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A), sendo depois convertido por uma
reductase, em mevalonato, numa reaccdo irreversivel. Segue-se a fosforilagdo e
descarboxilagcdo sequencial do mevalonato para gerar IPP (isopentenil difosfato), o
monomero estrutural de todas as classes de terpenoides. O IPP condensa-se com uma
molécula de DMAPP (dimetilalil difosfato) originando GPP (geranil difosfato),
molécula precursora dos monoterpenoides. Por adicdo de uma segunda molécula de
IPP ao GPP forma-se FPP (farnesil difosfato), molécula precursora dos
sesquiterpenoides. A adicdo de uma terceira molécula de IPP ao FPP forma GGPP
(geranilgeranil difosfato), molécula precursora dos diterpendides, e assim
sucessivamente. Algumas das moléculas formadas sofrem depois ciclizagdo, através
de sintetases, dando origem a diferentes classes de terpenodides (Chappell, 1995;
Douglas e Croteau, 1995). Ulteriormente foi descoberta uma nova via biossintética
dos terpenos, em bactérias e plantas, independente da via do mevalonato, que
também origina [PP e DMAPP. Nesta via, o D-gliceraldeido-3-fosfato e o piruvato
sdo convertidos em 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXP) num reaccdo de
descarboxilagdo, intermedidrio este que d4 o nome a essa via biossintética (via do
DXP). Nesta via, a formagao do IPP e DMAPP ocorrem apds uma série de reacgdes
de descarboxilagdo, rearranjos e outras reacgdes descritas na literatura (Buchanan et

al, 2000).
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Sabe-se agora, que em plantas superiores, os esterdis, ubiquinonas € 0s
sequiterpenos sdao formados, predominantemente, pela via do mevalonato. Esta via
ocorre no citoplasma e nas mitocondrias. J& os terpendides sintetizados nos
plastidios, os hemiterpenos, os monoterpenos, os diterpenos e carotenoides, sao
formados essencialmente pela via DXP (Buchanan et al, 2000; Hallahan, 2000). A
separacdo compartimental das duas vias biossintéticas ndo ¢ absoluta, pois pode
haver troca de intermediarios entre os compartimentos celulares (Adam e Zaap,

1998; Buchanan et al, 2000).

3- Familia Lamiaceae

A familia Lamiaceae pertence a subclasse Asteridae e a ordem Lamiales
(Cronquist, 1981), possui aproximadamente 7500 espécies e 300 géneros, 48 dos
quais possuem valor medicinal comprovado (Joy et al/, 2001). Esta familia esta
representada por diferentes espécies distribuidas por varios habitats e altitudes: de
regides do Artico para o Himalaia, do sudeste da Asia para o Havai, Australia, Africa
e nova Zelandia de norte a sul. E uma familia tipica de savana, que pode ser
encontrada em areas quentes de todo o mundo (Almeida e Albuquerque, 2002).
Muitas das suas espécies sao cultivadas em hortas e jardins, designadamente espécies
dos géneros Ocimum (alfavaca), Lavandula (alfazema), Mentha (hortela-pimenta),
Origanum (orégdo), Majorana (manjerona), Rosmarinus (alecrim) e Salvia (salva).
Todos compartilham uma importante caracteristica desta familia que ¢ a presenca de
odor intenso conferido pela presenca de dleos essenciais (Barreiro, 2006).

Em geral, as plantas desta familia sdo herbaceas ou arbustivas, com folhas
opostas e inteiras. As flores sdao pequenas ou grandes, reunidas em inflorescéncias,
quase sempre axilares (Souza e Lorenzi, 2005). De acordo com Metcalfe e Chalk
(1979) as espécies desta familia sdo caracterizadas pela presenga de numerosos
tricomas glandulares e ndo glandulares, cobrindo a maior parte dos 6rgdos aéreos.
Tricomas glandulares sao definidos como apéndices epidérmicos que ocorrem em
varios 0Orgdos vegetais € sdao responsaveis pela sintese e armazenamento dos

compostos terpénicos. A quantidade de o6leo recuperada de uma folha estd
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correlacionada com o nimero de glandulas peltadas que possui dado que todo o dleo
volatil esta contido nos tricomas (Barreiro, 2006).

As espécies pertencentes a esta familia sdo, também, conhecidas pelas suas
propriedades antioxidantes, em especial espécies dos géneros, Salvia € Rosmarinus

(Cuvelier et al, 1994).

3.1- Salvia sp.

O nome do género Salvia ¢ derivado do latim “salvere”, que salva, em
referéncia as propriedades curativas da planta, ja utilizada, com fins medicinais,
desde tempos remotos, pelos gregos, romanos e egipcios (Vienna ef al, 2005)

Pertencente a familia Lamiaceae, o género Salvia compreende cerca de 900
espécies ocorrentes em todo o mundo (Kamatou et al, 2007). As plantas deste género
sa0 maioritariamente de porte pequeno, com caule curto e lenhoso, com flores
dispostas em inflorescéncias de coloragao azul a violeta (Dweck, 2000).

A maioria das espécies de Salvia ¢ utilizada em medicina tradicional para o
tratamento de varias perturbagdes da satde, designadamente, garganta inflamada,
febre, desordens digestivas, desordens nervosas, tendo também aplicacdes em
controlo ambiental, nomeadamente, como repelentes de insectos. Diversos tipos de
propriedades farmacologicas tém sido referidas a espécies de Salvia incluindo,
actividade anti-oxidante (Avato et al, 2005; Cuvelier et al, 1994), actividade anti-
inflamatoria, actividade antimicrobiana e actividade anti-plasmodial (Kamatou et al,
2007). Para alguns autores, os OE de Salvia possuem actividades antimicrobiana e
anti-inflamatdria associadas a elevada percentagem de sesquiterpenos presentes
(Kamatou et al, 2007; Hayouni et al, 2008).

Espécies de Salvia sdo consideradas aromaticas, ricas em OE susceptiveis de
ser utilizados em produtos alimentares, cosméticos, de perfumaria e farmacéuticos. A
utilizagdo de produtos de Salvia sp. em medicina tradicional, designadamente por
inalacdo de OE, exige investigagdo cientifica detalhada da sua composi¢ao e dos

efeitos dos seus componentes volateis na saude (Kamatou et al, 2007).
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Diversas espécies deste género possuem valor e potencial econdomico
consideraveis, pela utilizagdo dada aos seus OE, como aromatizantes, assim como

em perfumaria e cosmética (Hayouni et al, 2008).

3.1.1- Salvia sclarea L.

Salvia sclarea L. (Figura 3-1) ¢ uma espécie menos cosmopolita que Salvia
officinalis ocorrendo naturalmente, como endémica nalgumas regides do Globo,
designadamente, no norte da Africa e Irdo (Dweck, 2000). A composi¢do do seu 6leo
essencial difere do de outras espécies do mesmo género no que diz respeito a
variedade dos seus componentes e a sua quantidade relativa. Os OE de S. sclarea
podem conter, principalmente, alcoois monoterpénicos como linalool, geraniol,
acetato de linalilo e acetato de geranilo, embora também possa conter a- e B-pineno,

canfora, felandreno e cineole como principais constituintes (Vienna et a/, 2005).

Figura 3-1: Salvia sclarea L.

3.1.2- Salvia officinalis L.

Salvia officinalis L. é uma das espécies mais comuns e representativas dentro
do género, muito difundida na Bacia do Mediterraneo, Sudoeste da Africa e América
Central e do Sul, onde ¢ largamente cultivada para culindria e medicina popular

(Avato et al, 2005). As plantas desta espécie que possuem como caracteristica
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morfoldgica folhas com coloragao purpura sdo incluidas numa variedade denominada
Salvia officinalis cv "purpurascens” (Figura 3-2).

As propriedades curativas da salva sao bem conhecidas havendo relatos de
seu uso como tonico, estimulante, carminativo e anti-séptico. A investigacdo
fitoquimica que tem sido realizada com Salvia officinalis tem conduzido ao
esclarecimento de duas grandes classes de metabolitos secundarios: terpenoides e
compostos fendlicos (Avato et al, 2005). O elevado teor de OE que caracteriza esta
espécie, quando comparada com outras espécies, ¢ devido a actividade secretora de
diferentes tipos de tricomas glandulares, presentes em elevada densidade nas folhas
da planta. A aplicagdo de métodos biotecnoldgicos para a propagacao desta espécie,
como forma de produgdo de metabolitos de elevado valor ¢ ainda limitada, para isso
contribuindo o escasso conhecimento disponivel, designadamente quanto a producao

in vitro de compostos antioxidantes activos (Avato et al, 2005).

Figura 3-2: Salvia officinalis cv "purpurascens”

S6 recentemente se tém realizado andlises sistematicas dos constituintes de
extractos desta espécie, bem como de outras denominadas também, de forma comum
como salva, a acompanhar o aumento crescente do uso de produtos etnobotanicos
obtidos das mesmas, para o tratamento de diversas doengas (Makunga e van Staden,

2008).

10
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3.1.3- Actividade biolégica

Diversas actividades biologicas e farmacologicas de produtos de Salvia sp.
tém sido objecto de investigacdo, desencadeada pelas utilizagdes etnobotanicas de
que espécies deste género tém sido alvo.

Os OE de salva sao empregues em aromatizantes condimentares, carnes,
licores e outros (Baricevic e Bartol, 2000). Além do uso como agente aromatizante o
OE de salva também exibe actividade antioxidante (Cuvelier et al, 1994), fungicida,
bactericida (Baricevic e Bartol, 2000), anti-mutagénica e repelente de insectos
(Baricevic e Bartol, 2000; Vujosevic e Blagojevic, 2004). A actividade anti-
mutagénica foi atribuida a extractos aquosos (Pavela, 2004) e a actividade insecticida
a extractos metandlicos (Samejima et al, 1995).

Tanto os extractos de folhas de Salvia officinalis, obtidos com n-hexano,
como os extractos obtidos com cloroférmio mostraram notavel actividade anti-
inflamatoria associada aos respectivos teores de acido ursdlico (Baricevic e Bartol,
2000; Baricevic et al, 2001). Compostos fendlicos de salva podem estar associados a
actividade imuno-moduladora e anti-leshimaniose (Radtke et al, 2003). Os extractos
obtidos através de solventes polares manifestaram efeito hipoglicemiante em ratos
(Alarcon-Aguilar et al, 2002; Ninomiya et al, 2004), bem como actividades
espasmolitica e hipotensiva em outros modelos animais (Todorov ef al, 1984).

Estudos clinicos em pacientes humanos mostraram que salva possui
actividade antiviral contra herpes (Saller et al, 2001) sendo também benéfica em
situacdes de sintomas da menopausa (de Leo et al, 1998) e de faringite aguda
(Hubbert et al, 2006).

As propriedades antioxidantes de salva sdo amplamente relatadas em estudos
in vitro. Extractos alcoolicos de salva revelaram forte actividade antioxidante,
aumentando a estabilidade dos produtos alimentares, o que permite perspectivar a
sua aplicacdo na industria alimentar (Miura et al, 2002). Com o crescente interesse
pela aplicacdo de compostos de plantas na saude humana, designadamente
antioxidantes, tém sido publicados nos ultimos 15 anos diversos artigos relativos a
actividade antioxidante e farmacoldgica da salva. A actividade antioxidante de
extractos de salva foi demonstrada, também, por aplicacdo de técnicas de ESR

(Eletron Spin Resonance) (Masaki et al, 1995) e pela inibicdo da peroxidacio

11



Introdugdo geral

lipidica dos lipossomas, em ensaios de peroxidacao lipidica enzimo-dependentes e
enzimo-independentes (Masaki et al, 1995; Zupko et al, 2001).

Deversas referéncias antigas em livros da Unido Europeia sobre a actividade
de Salvia officinalis no melhoramento da memoria, tém levado alguns investigadores
a realizar estudos com vista a avaliagdo da capacidade de extractos de salva na
atenuacdo do declinio cognitivo, frequente em quadros de deméncia. A actividade
anti-colinesterase de salva no tecido cerebral humano (post mortem), tem sido
referida em diversos artigos, o que podera explicar, pelo menos em parte, o efeito no
melhoramento dos estados de memoria (Perry et al, 2000). Por outro lado, alguns
estudos de actividade biologica com extractos de espécies da familia Lamiaceae,
designadamente, Salvia officinalis e Melissa officinalis t€m confirmado os
respectivos efeitos na modulacio do humor e do desempenho cognitivo
(Akhondzadeh et al, 2003; Kennedy et al, 2006). Estudos randomizados, de tipo,
duplo-cego e placebo-controlado, em que foram utilizados doentes com sintomas
ligeiros a moderados da doenca de Alzheimer permitiram a demonstracdo da accao
benéfica de extractos de salva na melhoria das func¢des cognitivas (Akhondzadeh et
al, 2003) bem como do humor e desempenho cognitivo dos pacientes (Kennedy et a/,
2006). Num desenho experimental com ratos, foi demonstrado que o extracto
etandlico de salva pode potenciar a memoria de retengdo ao interagir com o0s
receptores colinérgicos, nicotinicos € muscarinicos, envolvidos no processo de
retengdo de memoria (Eidi et al, 2006), o que vem reforcar a convicgdo de que S.
officinalis pode ter aplicacdes no tratamento da doenca de Alzheimer e de outras
doengas neurodegenerativas, do stresse e da ansiedade. Esta conviccdo ¢ reforcada
pelos efeitos neuroprotetores contra a toxicidade de B- e (AB)-amildide em células

PC12, demonstrados pelo extracto hidro-alcoolico de salva (Tuvone ef al, 2006).

3.2- Rosmarinus sp.

O nome comum deste género ¢ derivado do latim “rds marinus” que significa
“orvalho do mar”, ja que esta planta cresce amplamente nas proximidades da costa
do mar Mediterrdneo. Durante muito tempo foi considerada uma planta simbolo da

amizade e da fidelidade. De nome comum alecrim, ja em tempos antigos, era uma
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planta associada ao fortalecimento da memoria e por isso era o emblema da
fidelidade dos amantes (Grieve, 1996). H4 muito cultivada em canteiros familiares ¢é
bem conhecida no uso culinario e pelas propriedades medicinais, atribuida em muitas

publicagdes, aos respectivos 6leos essenciais (Zaouali et al, 2005).

3.2.1- Rosmarinus officinalis L.

Rosmarinus officinalis L. (Figura 3-3), pertencente a familia Lamiaceae, ¢
uma planta esclerofita de folha persistente e bem adaptada a limitagdes do clima
Mediterraneo (Papageorgiou et al, 2008), as flores crescem em inflorescéncias nas
axilas das folhas presentes na parte superior do ramo (Vienna et al, 2005). Explorada
desde ha tempos pela qualidade do seu OE ¢ utilizada em medicina tradicional bem
como na industria farmacéutica, alimentar e cosmética, como matéria prima (Zaouali
et al, 2005).

O OE do alecrim ¢ obtido através da destilacdo da por¢do aérea da planta,
incluindo caules, folhas e flores. A maioria dos 6leos comerciais € extraida de caules

e folhas da planta antes da flora¢ao (Vienna et al, 2005).

L)

et

Figura 3-3: Rosmarinus officinalis L.
3.2.2- Actividade biolégica

As propriedades terapéuticas de Rosmarinus officinalis sao conhecidas desde
ha muito tempo, sendo uma espécie tradicionalmente utilizada como agente colérico
e diurético (Hoefler et al, 1987), anti-espasmoddico, anti-séptico, anti-depressivo,
anti-reumatico, carminativo, digestivo e hipertensivo (Kabouche et al, 2005).

A composi¢do quimica e a actividade antioxidante do 6leo de alecrim tém

sido referidas em diversas publicacdes. Embora haja diferengas dos perfis quimicos
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dos OE, o 1,8-cineole parece estar presente, em quantidade significativa, em
diferentes populagdes de R. officinalis (Gachkar et al, 2007; Pintore et al, 2002). A
caracterizagdo do OE de plantas de R. officinalis desenvolvidas na Argentina,
Portugal e Espanha revelou também teores significativos de verbenona, borneol ou
mirceno (Lorenzo et al, 1999; Lawrence, 1997). De acordo com alguns autores,
porém, os constituintes dos OE de R. officinalis ndo sdo os principais responsaveis
pela sua notavel actividade antioxidante (Celiktas et al, 2007, Gachkar et al, 2007).
A actividade antioxidante de R. officinalis tem sido atribuida principalmente a
presenca de acidos fendlicos, designadamente, 4cido rosmarinico (Lamaison et al,
1990), de fenois diterpénicos, designadamente, acido carnosico, carnosol, rosmanol e
epirosmanol (Haraguchi ef al, 1995), de carotendides e de a-tocoferol (Munné-Bosch
et al, 1999). A correlagao entre as actividades antioxidantes e o teor fenolico total
dos extractos de alecrim foi constatada em ensaios de varrimento dos radicais livres
(Moreno et al, 2006). Carnosol, rosmanol, e epirosmanol possuem actividade
inibitoria da peroxidagdao lipidica, sendo que o mecanismo antioxidante esta
relacionado com o sequestro de radicais livres em lipidios (Zeng et al, 2001).
Segundo alguns autores, o rosmanol, presente no alecrim, possui propriedades
antioxidantes mais eficazes que o BHT e o a-tocoferol (Leal et al, 2003).

O efeito hepatoprotector de extractos de alecrim, tem sido também
demonstrado, designadamente, contra uma variedade de agentes hepatotdxicos,
incluindo tetracloreto de carbono (CCly) (Fahim et a/, 1999), tert-Butilhidroperoxido
(t-BHP) (Joyeux et al, 1990), ciclofosfamida (Fahim et al, 1999) e azatioprina
(Soleto et al, 2002).

Extractos etanolicos de R. officinalis obtidos a partir de rebentos jovens
mostraram acentuada actividade colerética, mais activa que extractos da planta
inteira (Hoefler et al, 1987).

Embora o OE de populacdes de R. officinalis da regido mediterranea parega
estar bem estudado quanto a sua composicdo e actividade, t€ém sido referidas
divergéncias de regido para regido, devido as diversidades ambientais (Vienna et al,
2005).

A actividade biologica de alguns componentes individuais do OE de alecrim,

ja tem sido especulada. Por exemplo, ao canfeno tem sido atribuida actividade anti-
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microbiana, contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli, ao a-pineno tem sido
atribuida a actividade de inibicdo do crescimento de Erwinia amylovora e ao [-
pineno actividade inibitoria do crescimento de populagdes de diversas estirpes de
bactérias (Scortichini e Rossi, 1991).

Extractos de alecrim aumentam a producdo de NGF (“Nerve Growth Factor”)
um factor vital para o desenvolvimento e manutencdo funcional do tecido nervoso
em células humanas do gioblastoma T98G, efeito esse que parece derivar da

presenca de acido carnosico e o carnosol (Kosaka e Yokoi, 2003).

4- Familia Geraniaceae

O nome desta familia deriva do formato do estilete da flor, que lembra um
bico longo de um péssaro. A familia Geraniaceae distribui-se por 11 géneros e 700
espécies, maioritariamente de habito herbaceo ou arbustivo, com fruto
esquizocarpico apresentando um bico persistente. Os membros desta familia
distribuem-se, principalmente por regides temperadas e tropicais Os géneros
Geranium, Pelargonium e Erodium, desta familia, fazem parte da tribo Geraniae. A
importancia econdémica desta familia inclui o cultivo de espécies para uso
ornamental, designadamente dos géneros Geranium e Pelargonium, para forragem,
designadamente do género Alfilaria, nos Estados Unidos, e producao de o6leos

essenciais, Pelargonium sp. (Simpson, 2006).

4.1- Pelargonium sp.

Espécies pertencentes ao género Pelargonium sdo, na maioria, originarias da
Africa do Sul, onde as plantas sdo utilizadas para combater varias doencas
provocadas por bactérias e fungos. A actividade antimicrobiana de extractos lipofilos
de Pelargonium sp. tem sido referida, como importante, assim como a actividade
anti-oxidante considerada de grande utilidade na industria alimentar e na indudstria
dos cosméticos (Lis-Balchin e Deans, 1996).

Algumas espécies deste género sdo aromaticas, designadamente, P.
capitatum, P. graveolens e P. radens sendo cultivadas para produ¢do de oleos

essenciais. O Oleo essencial de Pelargonium sp. constitui um dos maiores
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constituintes de aromas florais, usados em perfumes de elevada qualidade,
designadamente nos perfumes masculinos Kouros da Yves Saint Laurent (1981),
Polo Blue da Ralph Lauren (2003) e perfumes femininos Aromatics Elixir da
Clinique (1975), Dioressence da Dior (1979), Paris da Yves Saint Laurent (1983),
Paul Smith Women da Paul Smith (2000) (Demarne, 2002).

As principais regides produtoras de espécies de Pelargonium com finalidade
comercial sao “Reunion Island”, Madagascar, Egipto ¢ China que as exportam para
grandes consumidores de Franca e Estados Unidos (Demarne, 2002). Apesar de nao
ser uma planta nativa de Portugal é produzida em pequena escala no sul do pais por
causa de sua esséncia e qualidade do 6leo que ¢ exportado para a Inglaterra (Gomes
et al, 2007). Pela beleza de suas flores, € também cultivada por todo o mundo, como

planta ornamental (Bi et al, 1999).

4.1.1- Pelargonium graveolens L. Hérit.

Conhecida popularmente como sardinheira ¢ comercialmente produzida para
as industrias de perfumaria e cosmética por ser das espécies mais perfumadas neste
genero.

Pelargonium graveolens L."Hérit. (Figura 4-1) ¢ um arbusto erecto muito
ramificado que pode atingir altura de 1,3 m. O caule ¢ herbaceo e coberto por pélos
quando a planta ¢ jovem, tornando-se lenhoso com o passar do tempo. Possui folhas
fortemente recortadas e com textura aveludada devido a presenca dos pélos
glandulares, sendo uma espécie de odor marcado pela presenca de citronelol e
geraniol. E muito utilizada em homeopatia chinesa para promover a expulsio de

toxinas que inibem o equilibrio do organismo (Peterson et al, 2006).
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Figura 4-1: Pelargonium graveolens L. Hérit.

4.1.2- Actividade bioldgica

Espécies de Pelargonium sao utilizadas em medicina popular para tratamento
de feridas, febre, cdlica e tratamentos anti-helminticos (Lis-Balchin e Deans, 1996).
Extractos metanolicos de espécies de Pelargonium possuem actividade anti-
bacteriana e anti-oxidante (Lis-Balchin e Deans, 1996). O 6leo de P. graveolens
manifestou actividade anti-flingica contra seis espécies de Trichophyton (Shin e Lim,
2004). Em aromaterapia os oleos essenciais de Pelargonium sp. sdo utilizados em
situacdes anormais de menopausa, tensao nervosa e ansiedade (Rao, 2002).

O interesse académico pelas propriedades fitoterapéuticas de Pelargonium,
ainda pouco conhecidas ou inexploradas, segue com o interesse popular e agro-

industrial existente em torno de diversas espécies deste género (Lalli ef al, 2008).

5- Culturas in vitro de tecidos e 0rgaos vegetais

As primeiras culturas in vitro de tecidos e 6rgdos vegetais bem sucedidas
foram estabelecidas nos anos 30. Seguiu-se um periodo de aperfeigoamento dos
métodos e dos meios de cultura. Muitos detalhes foram intensivamente revistos, entre
outros, por Street (1977) (Mulder-Krieger ef al., 1988). Desde entdo, gerou-se entre a
comunidade cientifica grande expectativa em torno das potencialidades desta
tecnologia considerando as vantagens que a mesma apresentava, designadamente: (a)

independéncia de factores ambientais, como sejam o clima, factores geograficos e
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sazonais; (b) capacidade de se ajustar a produgdo as necessidades do mercado; (c)
necessidades de espago reduzidas, libertando os terrenos para outros fins; (d)
multiplicagdo mais rapida; (e) possibilidade de regeneracdo e de multiplicacdo em
que as técnicas tradicionais se mostram insuficientes; (f) possibilidade de perpetuar
genoétipos de eleicdo; (g) possibilidade de regeneragdo e multiplicacdo de plantas que
apresentem novas caracteristicas; (h) possibilidade de constituir um sistema de facil
experimentacdo € manuseamento, sendo possivel controld-lo do ponto de vista
nutricional (meio de cultura, reguladores de crescimento, pH, entre outros) e
ambiental (luz, agita¢do, entre outros); (i) relativa independéncia da interferéncia
politica; (j) maior facilidade de recolha e processamento do produto; (k)
possibilidade de obter, em alguns casos, um elevado rendimento de producdo, um
aumento de qualidade e alargar as perspectivas de obtencdo de novos derivados
(George, 1993).

A cultura in vitro generalizou-se a um grande nimero de espécies a partir do
momento em que, teoricamente, se considerou que todas as culturas sdo totipotentes,
isto ¢, tém a capacidade de regenerar as plantas completas. Na pratica, porém, t€ém-se
constatado com varios problemas de natureza técnica, como, por exemplo:
dificuldades de disponibilidade e selec¢do de indculos primarios morfologicamente
competentes, dificuldades de descontaminag¢dao do material, necrose por fenolizagdo,
hiperhidricidade, crescimento anormal dos orgdos, dificuldades de defini¢cdo da
composi¢do do meio de cultura mais adequado, dificuldades de enraizamento e de
aclimatagdo e dificuldades na manutencdo da estabilidade genética (George, 1993).
Mesmo assim, com todas as suas limitacdes, as culturas in vitro de espécies vegetais,
tétm vindo a ser exploradas em 4reas como a micropropagacdo, producdo de
metabolitos secundarios e melhoramento do conhecimento das vias biossintéticas

envolvidas quer no metabolismo primario, quer no metabolismo secundario.
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5.1- Tipologias de cultura in vitro de sistemas vegetais: Micropropagacao

As culturas in vitro de sistemas vegetais podem desenvolver-se de forma
organizada, envolvendo formag¢ao e/ou manutenc¢ao de estruturas definidas, como por
exemplo a formagdo de plantulas ou a manutencdo de raizes isoladas em cultura, ou
podem crescer de forma, pelo menos aparentemente, desorganizada, neste caso
dando origem a uma massa celular denominada callus.

A formacdo de tecidos ndo-organizados, apesar de ser raro na natureza, ¢
muito frequente em cultura in vitro. Tipicamente, estes tecidos consistem numa
massa amorfa de células parenquimatosas ¢ possuem um numero limitado de tipos
celulares especializados ou diferenciados. Os tecidos ou células indiferenciados
podem ser propagados em meio de cultura por periodos muito longos. Os tecidos
ndo-organizados induzidos in vitro em meio sélido - cultura de callus - podem dar
origem a culturas de células em meio liquido - culturas de células em suspensdo
(Cunha, 2001).

A intensa investigacdo cientifica na area das culturas in vitro de plantas
ampliou os métodos pelos quais as plantas podem ser propagadas vegetativamente. O
propdsito da micropropagacao ¢ produzir, em grande quantidade, plantulas idénticas
geneticamente, fisiologicamente uniformes, com desenvolvimento normal e isentas
de agentes patogénicos, que possam ser aclimatizadas num reduzido periodo de
tempo e a baixos custos (Kitto, 1997; Kozai et al., 1997). O estabelecimento da
micropropagacdo comercial com vista a aplicagdo industrial s6 se tornou uma
realidade a partir dos anos 70 (Kitto, 1997). Contudo, o uso comercial da
micropropagacdo ¢ ainda limitado devido aos custos relativamente elevados da sua
producdo, uma vez que requer muita mao-de-obra. Além disso a taxa de crescimento
in vitro € por vezes lenta, por vezes havendo reduzida taxa de sobrevivéncia entre as

plantulas aclimatizadas (Kozai et al., 1997).

5.2- Utilizacao de culturas in vitro para produc¢io de metabolitos secundarios

A evidéncia de que as culturas in vitro de plantas eram capazes de produzir

metabolitos secundarios € relativamente recente na histéria das técnicas in vitro.
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Considerou-se durante muito tempo que células indiferenciadas, como culturas de
calli e de células em suspensdo, ndo eram capazes de produzir compostos
secundarios, tal como as células diferenciadas ou oOrgdos especializados. Alguns
autores, porém, demonstraram experimentalmente que esta teoria estava errada, pois
observaram que algumas culturas de células ndo diferenciadas produziam
metabolitos secundarios, como ¢ o caso de culturas de células em suspensao Morinda
citrifolia que produzem antraquinonas com rendimento des 2,5g/1 de meio de cultura
(Bourgaud et al., 2001). Esta constatagdo abriu as portas a uma ampla comunidade
de técnicos em culturas in vitro os quais passaram a estudar intensivamente a
possibilidade de utilizar culturas vegetais para a produ¢do de compostos secundarios
de interesse industrial, designadamente, produtos de interesse farmacologico e
corantes. As tentativas de demonstragao da aplicabilidade a escala industrial, de tais
processos de produgdo comecaram quase que em simultineo com a obtengdo de
conhecimento basico quer em termos de culturas in vitro vegetais, quer de compostos
de metabolismo secundario. Porém, a produ¢ao & escala industrial, de metabolitos de
elevado interesse economico, por esta via, tém-se revelado problematica,
principalmente pelos seguintes motivos: (a) auséncia de estruturas especializadas
para a producdo e acumulacdo destes compostos nas culturas de células in vitro
(Mulder-Krieger et al., 1988); (b) nas cultura in vitro ha a tendéncia para as células
acumularem os produtos, em vez de os excretarem para o meio de cultura (Barz e
Ellis, 1981); (c¢) acumulagdo de compostos que sdo toxicos para as células sob a
forma glicolisada, ndo sendo detectados (Mulder-Krieger ef al., 1988); (d) regulacao
distinta das vias biossintéticas in vivo e in vitro (Charlwood et al., 1988).

O conhecimento tedrico que se tem conseguido ¢ ainda insuficiente, em
grande parte dos casos, para se ultrapassar os constrangimentos associados a
expressao das vias do metabolismo secundério em culturas de cé€lulas e tecidos.
Consequentemente ¢ necessario que haja investigacdo basica intensiva no que diz
respeito a regulacdo do metabolismo primario e secunddrio de culturas in vitro de
células vegetais.

Diversos processos tém sido utilizados para promover ou influenciar a
expressao da produgdo e/ou acumulacao dos metabolitos secundarios em sistemas in

vitro, designadamente: (a) indu¢do de diferenciagdo morfologica em culturas de
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tecidos; (b) criagdo de locais de acumulagdo artificiais para compostos volateis; (c)
alteracdo da composi¢do dos meios de cultura; (d) variacao das condigdes fisicas as
quais as culturas estdo sujeitas, designadamente luz, temperatura e meio gasoso; (e)
imobilizacao das c€lulas em suspensao; (f) elicitagcdo; (g) cultura em sistema de duas
fases; (h) bioconversao, utilizando precursores de baixo custo; (i) hairy roots.

No inicio da década de 90 surgiu uma nova disciplina designada Engenharia
Metabolica, a qual se pode definir como sendo um aperfeicoamento das actividades
celulares, através da manipulacao das fungdes enzimatica, de transporte e reguladora
das células, utilizando a tecnologia de DNA recombinante (Bourgaud et al., 2001). O
aperfeicoamento da produgdo industrial de metabolitos secundarios de origem
vegetal provavelmente tera que passar pela combinacdo das tecnologias de culturas
de células, tecidos e 6rgdos vegetais com a engenharia metabolica (Bourgaud ef al.,
2001). No caso dos o6leos essenciais, dada a sua producdo e acumulacdo em
estruturas secretoras especializadas, na maior parte das vezes externas, como € o caso
das espécies da familia Lamiaceae, s6 faz sentido encarar a producao de o6leos
essenciais em sistemas in vitro se 0os mesmos permitirem a diferenciagdo de tricomas
secretores o que, invariavelmente ocorre em plantas ou em rebentos caulinares com

um grau de diferenciag¢do adequado.

6- Transformacido genética de plantas: aplicacio da tecnologia do DNA
recombinante a producio de hairy roots

Ao longo da Historia tém sido criadas formas de melhorar as plantas de
interesse com o desenvolvimento de novas combinagdes genéticas. A esséncia da
modificagdo genética esta em manipular directamente os componentes do genoma
pelo emprego de técnicas de melhoramento que incluem: i) introducdo de resisténcia
a doengas, pragas, herbicidas e stresse ambiental, ii) aumento da produtividade, iii)
optimizacao dos atributos especificos de qualidade, como conservagdao durante o
armazenamento, sabor, cor e contetido nutritivo, e iv) producao de vacinas e outros
medicamentos (Conner et al, 2003).

Em geral, os metabolitos secundéarios de interesse econdmico sdo quase

sempre produzidos em quantidades insuficientes pelas plantas face as necessidades.
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Segundo alguns autores, a produgdo de tais metabolitos podera ser manipulada, por
interferéncia nos genes responsaveis pela sua regulacdo metabdlica, ou por cultura
celular programada (Sato, 1999).

Das técnicas que tém sido empregues na transformacao genética, destacam-se
as que utilizam Agrobacterium sp. como vector de transferéncia de DNA contendo
sequéncias de nucleotidos de genes especificos, vector este muito estudado e cuja
utilizacdo ndo requer equipamentos muito especificos, além de apresentarem custo
reduzido. Diversas estirpes de Agrobacterium sp. sdo capazes de transferir parte do
seu plasmideo para o genoma das células da planta hospedeira, onde ¢ integrado de
forma estavel. A parte transferida do plasmideo ¢ chamada de T-DNA (do inglés
“Transferred DNA”). A transferéncia e a integragdo do T-DNA sdo determinadas
por, pelo menos, trés grupos de sequéncias de nucledtidos do genoma da bactéria
envolvendo, designadamente: i) diversos genes localizados no cromossoma
bacteriano, ii) o conjunto de genes de viruléncia (os genes vir) localizados no
plasmideo e, iii) as sequéncias flanqueadoras ‘“borders” que se localizam nas
extremidades esquerda e direita do T-DNA (Andrade ef al, 2003). O mecanismo de
transferéncia do T-DNA para a célula vegetal estd praticamente elucidado. Quando
um tecido da planta sofre um corte, um exsudado composto de fendis e agucares ¢é
secretado para protec¢do e inicio da reparagdo do tecido danificado. As bactérias de
Agrobacterium sp. proximas reconhecem alguns desses compostos que activam a
expressdo de alguns genes cromossomais (Douglas et al, 1982; Tzfira et al, 2000)
designadamente, chvA e chvB que codificam para enzimas envolvidas na sintese de
exopolissacarideos que ligam a bactéria as células vegetais proximas da zona
danificada e chvE que codifica para uma proteina de transporte da glucose/galactose
que actuam como co-indutores dos genes vir localizados no plasmideo (Chawla,
2002). Os compostos fenolicos presentes no exsudado também activam os genes vir
localizados na regido de viruléncia do plasmideo através da estimulacdo da proteina
virA, uma quinase localizada na membrana da agrobactéria (Barros et al, 2004). A
regido vir consiste de um reguldo constituido por cerca de 40 kb, agrupando os
operdes A, B, C, D, E, F, G, H, que com excepcao de A, F, G, sdo policistronicos
(Chawla, 2002).
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Uma das vantagens na utilizacdo de um sistema de culturas transgénicas in
vitro, transformadas com Agrobacterium sp., estd na produgcdo de metabolitos
secundarios, por orgaos transformados que poderdo apresentar, praticamente, o
mesmo perfil de biossintese em relacao aos 6rgaos nao transformados mas com taxas
de producdo mais elevadas, por efeito de taxas de proliferacdo celular mais rapidas
(Sato, 1999). Alguns factores podem afectar drasticamente a infec¢do por
Agrobacterium sp., designadamente: i) o meio de cultura, por ex., por efeito de
diferencas de pH e da concentracdo dos constituintes, ii) niveis de producao de
compostos fendlicos (sinalizadores quimicos) pela planta hospedeiro e, iii) factores
ambientais, designadamente a taxa de radiagdo luminosa, em que, por vezes, a
deficiéncia luminosa proporciona taxas de infeccdo mais elevadas por parte das
bactérias (Barros et al, 2004).

Com a aplicagdo das tecnologias de DNA recombinante e de cultura de
tecidos vegetais tém sido criadas plantas transgénicas de diversas espécies. Para o
efeito, tiveram que ser introduzidas modificacdes no T-DNA, de forma a que os
genes responsaveis pela sintese das fitohorrmonas (onc genes) e os genes das opinas
fossem retirados e substituidos por outros. Dos genes introduzidos, normalmente
fazem parte os genes que conferem a célula transformada uma caracteristica passivel
de selecgdo. O tecido alvo da transformagdo (explante da planta a transformar) ¢é
colocado em contacto com uma estirpe de Agrobacterium sp. contendo um
plasmideo transformado ao nivel do T-DNA. Apds o periodo de contacto, necessario
para a transferéncia do T-DNA para as células vegetais, eliminam-se as bactérias € o
explante ¢ sub-cultivado em meio de cultura adequado, suplementado com um agente
de selec¢do (geralmente um antibidtico ou droga com efeito herbicida), de forma a
permitir a regeneragdo, apenas a partir das células transformadas, ou seja, das células
que incorporaram o T-DNA onde consta o gene responsavel pela resisténcia ao
agente de selecgdo. Para além do gene de seleccdo, o T-DNA contém o(s) gene(s)
responsavel(eis) pela caracteristica que se pretende expressar na cultura ou planta
transgénica. Deste modo, a planta transgénica regenerada contem no seu genoma
uma ou mais copias do T-DNA que serdo transmitidas para as futuras geracoes

(Barros et al, 2004).
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Agrobacterium rhizogenes ¢ uma bactéria patogénica do solo portadora do
plasmideo Ri capaz de infectar plantas e induzir a proliferacdo de raizes (Alpizar et
al, 2008). A presenca de numerosas raizes muito finas, com aspecto de cabeleira
(hairy roots), apos a infecgdao por estirpes selvagens de A. rhizogenes pode ser
explicada pela expressdao de varios oncogenes, responsaveis pela sintese de auxina e
citocinina que impdem a célula um balango hormonal apropriado a indugdo de raizes
adventicias que caracterizam o fendtipo hairy root (Tepfer, 1990). Ha cerca de vinte
anos foram isolados e caracterizados os oncogenes do T-DNA do plasmideo da
estirpe A4-RI de 4. Rhizogenes sendo-lhes atribuidas as designacdes de rold, rolB
and rolC aos quais se atribui o fenotipo hairy root produzido a partir das células
vegetais transformadas por integragdo desses genes de (Cardarelli ef al, 1987; Spena
et al, 1987; Giri et al, 2000; Bulgakov, 2008). Segundo alguns autores, os genes rol/
podem afectar quer o metabolismo das fitohormonas endogenas (auxina e citocinina)
quer a sensibilidade das células transformadas a esses fitoreguladores (Meyer et al,
2000).

As hairy roots tétm um bom desenvolvimento e capacidade de regeneragdo
mesmo quando removidas da planta, e cultivadas in vitro, multiplicando-se de forma
estavel em meio de cultura desprovido de fitorreguladores. Em situagdes em que os
metabolitos secundarios sdo produzidos por tecidos da raiz, as hairy roots poderao
constituir boas alternativas de producdo desses compostos (Alpizar et al, 2008). Por
outro lado, h4 evidéncias de que os genes rol sdo activadores potenciais do
metabolismo secundario em células transformadas de Solanaceae, Araliaceae,
Rubiaceae, Vitaceae and Rosaceae families (Bulgakov, 2008). Por exemplo, hairy
roots de Nicotiana tabacum produzidas por efeito dos genes rolABC ou apenas com
o gene rol/C manifestaram taxas de crescimento e de produgdo de nicotina mais
elevadas que as de raizes de plantas nao-transformadas (Palazon et al, 1998).
Embora, ndo seja de excluir a influéncia hipotética de outros genes do T-DNA no
metabolismo secundario das células transformadas, a hipotese de serem os genes rol
a terem papel determinante no aumento de biossintese de metabolitos secundarios,
em geral, ¢ assumida por alguns autores (Bulgakov, 2008).

A regeneragdo de plantas transgénicas in vitro a partir de hairy roots ja tem

sido descrita por alguns autores (Oksman-Caldentey et al/, 1991; Handa, 1992;
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Christey, 2001; Vinterhalter et al, 2006). O respectivo fendtipo caracteriza-se por
uma baixa dominancia apical, com entren6s pouco desenvolvidos, folhas largas e
enrugadas, raizes adventicias com maior ou menor profusdo, morfologia floral
alterada, e reduzida producao de polen e sementes, sendo tais regenerantes
transgénicas designadas por plantas de fendtipo hairy root (Tepfer, 1984; Christey,
2001). Por outro lado, tém sido descritos alguns casos de formagdo de rebentos
caulinares laterais com fendtipo normal, a partir de plantulas de fenotipo hairy root
sem que haja perda do Ri T-DNA e sem que tenha havido alguma fase intermédia de
callus (Tepfer, 1984).

Alguns autores tém descrito aumentos de producgdo de 6leos essenciais ou de
alguns dos seus constituintes em plantas transgénicas regeneradas de hairy roots
demonstrando que os transgenes do T-DNA de Ri plasmidios tém, nesses casos,
efeito benéfico, como foi constatado em Pelargonium limoneum (Pellegrineschi et al,
1994; (Pellegrineschi et al, 1997). Deste modo, a utilizacdo de genes rol, para além
de outros genes que codificam para enzimas das vias metabolicas dos constituintes
dos oleos essenciais, abre novas perspectivas de melhoramento de plantas

medicinais, aromaticas e/ou ornamentais (Casanova et al, 2005).

7- Doencas mentais

Em 1990, a Organizagdo Mundial da Saude fez um levantamento dos custos
das doencas que mais assolam o mundo e os resultados foram publicados no livro
The Global Burden of Disease. Ao contrario do que muitas pessoas pensariam, as
doengas mentais estdo entre as mais onerosas com custos, superiores aos do cancro e
das doengas cardiacas. Os dados deste levantamento tém levado muitos centros de
investigacdo cientifica a centrar os seus esfor¢os no estudo, prevencdo e/ou o
tratamento de doencas mentais, facto justificado pela forma onerosa com que as
mesmas atingem a sociedade (Andreasen, 2003). Algumas das doencas mentais que
atingem a sociedade actual e que poderdo vir a ser tratadas e/ou prevenidas pela

aromaterapia, encontram-se referidas no Quadro 7-1.
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Quadro 7-1: Algumas das doencas mentais que sdo preocupantes na sociedade actual

Doencas Descricdo Principais sintomas
Acumulacdo da proteina amildide que | Declinio cognitivo numa fase
actua como sedimento  cerebral, | tardia da vida.

Doenga de Alzheimer

destruindo a capacidade dos neurdnios
de comunicarem uns com oS outros.

Doenga vascular
cerebral

Vasos sanguineos que alimentam o
cérebro ficam obliterados por coagulos,
impedindo o fornecimento de sangue a
uma regido cerebral especifica, cortex
motor e sensorial.

Sintomas motores
paralisia e  por
dificuldades no discurso.

como
vezes,

Doenca de Huntington

E devida a uma unica mutagdo genética
dominante e transmite-se segundo
padrdes mendelianos cléssicos.

Afecta o desenvolvimento € a
integridade funcional do
cérebro.

Doenga de Parkinson

Muito semelhante a DA, ocorre pela
perda de células nervosas da substincia
negra.

Problemas motores que incluem
tremor e expressdo facial
relativamente vazia e imovel.

Perturbagdes de humor

Desequilibrio na producio de cortisol

Diferentes sintomas na forma de
se exprimir do individuo

Respostas fisicas e mentais causadas por

Sintomas ligados a ansiedade e

Stresse determinados estimulos externos e | depressdo.

internos.

Directamente ligada ao emocional pode | Falta de interesse e animo pelas
Depressdo ser reflexo genético, da alimentagdo ou | actividades  gerais, tristeza

ao estilo de vida de um individuo

acentuada.

Fonte: Andreasen, 2003

7.1- Doencas neurodegenerativas

Doencas neurodegenerativas sdo doengas que surgem e progridem com o
envelhecimento sendo relativamente pouco comuns nas pessoas com menos de 65
anos de idade. Cerca de 5% das pessoas com mais de 65 anos tém deméncia grave,
enquanto 10% tém problemas mais ligeiros. Por volta dos 80 anos os niimeros sobem
para 20% nas deméncias graves e aos 90 anos atingem 30%. Parece 6bvio que com o
aumento da esperanca de vida aumente o nimero de pessoas afectadas por doengas
neurodegenerativas, podendo tornar-se um problema de grande gravidade no futuro,
caso nada seja feito para atenuar. As pessoas com doengas neurodegenerativas
perdem gradualmente suas capacidades mentais, ainda que os seus corpos nao
padecam de outras doengas e se mantenham relativamente resistentes (Andreasen,
2003).

A alteracdo da producdo de energia, a disfuncdo da producdo de
neurotransmissores, acidose lactica e espécies reactivas de oxigénio (ROS) tém sido

referidas como causas principais das deterioragdes neuroldgicas (Butterworth, 1982;
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Hazell et al, 1998; Pannunzio et al, 2000). Outro factor que podera afectar a
viabilidade neuronal ¢ a morte de células da glia, principalmente os neurénios que
tém como neurotransmissores o acido gama-aminobutirico (GABA) ou o Glutamato.
Dado que as células da glia desempenham uma ac¢dao fundamental na captagdo
destes neurotransmissores (Butterworth, 1982), a sua degenerescéncia, fara com que
tais neurotransmissores se acumulem no espago extracelular conduzindo a morte
neuronal (Antkiewicz-Michaluk et al, 2006).

O trago marcante em todos os tipos de deméncia ¢ o défice de memoria e da
cognicdo, que ¢ acompanhado por um declinio da capacidade da pessoa se relacionar
e fazer trabalhos funcionais. Para além dos problemas de memdria e cognicdo, as
pessoas com deméncia também tem uma variedade de sintomas “ndo cognitivos”,
tais como pensamentos delirantes e desconfianca infundada, alucinagdes, agitacdo ou
depressdo. O défice cognitivo pode ser descrito pelos seguintes sintomas: 1) amnésia,
perda da capacidade de recordar informacdes ou experiéncias, ii) agnosia,
incapacidade de reconhecer e identificar objectos, 1iii) apraxia, perda do
conhecimento de como realizar tarefas e, iv) afasia, perda da capacidade de falar.
Com excep¢ao da amnésia os outros sintomas ocorrem nos ultimos estadios da
doenga (Andreasen, 2003).

Como as doengas neurodegenerativas se desenvolvem com o avango da idade,
de modo geral, ¢ dificil diferenciar o quadro de doenga para os sintomas normais do
envelhecimento, dado que, com o envelhecimento, também ocorre perda

generalizada de tecido cerebral (Andreasen, 2003).

7.2- Depressao e stresse

A depressdao ¢ uma perturbacdo do humor que afecta o individuo a nivel
emocional e a forma como percebe o mundo, sendo os sintomas mais expressivos o
humor deprimido e a perda do interesse na maioria das actividades (Moniz, 2007,
Andreasen, 2003). Uma das causas que podem levar a depressdao € o stresse que
inclui situagdes em que uma pessoa fica sob pressdo e incapaz de reagir. Como

exemplos, podemos citar o periodo dos exames, os prazos a cumprir, as
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preocupacdes econdmicas, os problemas no trabalho entre tantos outros, ou seja,
sobreviver no século XXI ¢ “stressante” (Andreasen, 2003).

O stresse ¢ sentido mentalmente, mas também afecta o individuo fisicamente.
Quando as experiéncias de stresse da vida didria sdo registadas no cortex cerebral e
no sistema limbico como emocionalmente perturbadoras, estas partes do cérebro
enviam um alerta a outras partes do corpo de forma a prepara-lo, designadamente as
glandulas supra-renais que produzem uma hormona essencial a vida, o cortisol,
importante no equilibrio do sistema imune e do bem-estar geral. Qualquer disfunc¢ao
na producdo do cortisol pode gerar uma perturbacdo do humor (Andreasen, 2003).
Humor depressivo, anedonia, perturbacdo do sono, fadiga ou perda de energia,
sentimentos de desvalorizagao ou culpa, dificuldades de concentragao, dificuldades
de tomar decisdes, auséncia de esperanca e pensamentos sobre a morte, sdo motivos
mais do que suficientes para causar um profundo mal-estar, uma ruptura séria no

funcionamento do individuo e com a sua qualidade de vida, designadamente nos

planos profissional, social e familiar (Moniz, 2007).

7.3- Prevencao e tratamento

Os neurocientistas e laboratérios farmacéuticos tém vindo a estudar
activamente os mecanismos de degenerescéncia das células nervosas bem como as
formas de prevencdo, mitigacdo e reparacdo da doenga cuja incidéncia vem
aumentando com o aumento da idade e/ou por efeito dos niveis de stresse. A
despistagem genética tem contribuido para a identificacdo, diagnostico e previsao de
doengas mentais, total ou parcialmente hereditarias, contribuido para a adopgdo de
medidas preventivas especificas por parte das pessoas portadoras dos genes
relacionados com a doenca. A investigagdo tem também sido orientada para a
compreensdo da ac¢do de tais genes no aparecimento e desenvolovimento das
doengas neurodegenerativas. Varios genes implicados na doenga de Alzheimer tém
sido identificados, mas os seus efeitos especificos e a sua utilidade para a concepgao
de formas de tratamento e/ou de prevencdo encontram-se ainda numa fase

controversa e exploratoria. Numa fase mais adiantada do conhecimento, neste
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dominio, talvez venha a ser possivel a concep¢do de novas substancias terapéuticas
e/ou outras formas de intervencdo (Andreasen, 2003).

Até 14, pode ser util manter bons habitos de higiene e forma fisica. O cérebro
¢ a fabrica mais importante do nosso corpo, que consome grande parte da energia que
se despende diariamente. Dai ser necessario um bom regime alimentar, cuidados de
saude e exercicios regulares. Estes passos sdo importantes para reducdo dos riscos de

uma doenca mental (Andreasen, 2003).

8- Terapias alternativas: Aromaterapia

O crescente interesse pelas terapias alternativas, incluindo a fitoterapia,
coloca na ordem do dia a preocupagdo com o controlo de qualidade dos produtos
naturais, utilizados neste dominio, assim como a formacgao cientifica e técnica dos
profissionais que prestam tais servi¢os. De acordo com alguns autores, a formacao e
informacao neste dominio deveriam incluir todas as formas de prevengao e
tratamento terapéutico, mesmo aquelas que, ndo advindo de centros de estudo, se
baseiam em conhecimentos culturais empiricos e utilizagdoes etnobotanicas, em
geral (Buckle, 1999). A fitoterapia constitui uma das terapias alternativas mais
comuns, baseando-se em plantas ou partes das mesmas com propdsitos medicinais
(Thorgrimsen et al, 2007).

A aromaterapia constitui um ramo (ou especializacdo) da fitoterapia que
consiste na utilizagdo de dleos essenciais obtidos de plantas aromadticas e medicinais
no auxilio do tratamento e prevencao de problemas de satide e melhoria da qualidade
de vida, em geral. A aromaterapia baseia-se em actividades bioldgicas de
constituintes dos OE responsaveis pelas propriedades aromaticas, incluindo o sabor e
o odor, das plantas (Thorgrimsen et a/, 2007). Como os constituintes dos OE sdo de
baixa massa molecular e maioritariamente lipofilos, facilmente atravessam a barreira
hemato-encefalica, um dos grandes desafios de muitos farmacos neuro-activos
(Savelev et al, 2004; Elmann et al, 2008). A estrutura quimica dos constituintes dos
OE ¢ relativamente complexa e diversificada, o que lhes confere diferentes
caracteristicas. Por exemplo, os 6leos do geranio e de salva sdo conhecidos por seu

efeito estimulante e os 6leos de bergamota e lavanda sdo conhecidos pelo seu efeito
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calmante (Thorgrimsen et al, 2007). De modo geral, a aromaterapia tem tido como
finalidades a inducdo de estados de relaxamento e repouso, o alivio da dor e a
redugdo de sintomas de ansiedade e de depressao (Thorgrimsen et al, 2007). Os OE
na aromaterapia possuem duas trajectérias de ac¢ao no corpo, correlacionadas com
duas formas diferentes de aplicagdo: a) inalag¢do directa — via principal em que os
constituintes dos OE penetram através das fossas nasais (podendo chegar ao pulmao)
sendo percepcionados pelos receptores dos odores localizados nas células das
mucosas nasais e, as moléculas absorvidas atingem o sistema limbico do cérebro,
exercendo efeito sobre as emogdes; b) aplicacdo topica — via de absorcdo feita pela
pele quando ocorre a aplicagdo de misturas de 6leos aromatizados (massagens),
atingindo a corrente sanguinea e os tecidos e 0rgdos em geral, designadamente o
cérebro (Price, 2002).

Os efeitos resultantes da aplicacdo dos OE, qualquer que seja a sua via de
administracdo, constituem uma resposta global a actividade bioldgica de um elevado
numero de constituintes, quimica e estruturalmente diversos, presentes em diferentes
concentragcdes nas misturas aplicadas. Em tais circunstancias, a abordagem cientifica
experimental, baseada no conceito de causa efeito e com controlo de varidveis ¢
muito dificil, sendo mesmo impraticavel quando se pretende determinar o efeito
individual de cada composto dessas misturas, ou seja, a actividade do OE ¢ o efeito
sinérgico de varios componentes. Os especialistas em aromaterapia defendem ainda,
em geral, que os efeitos desta técnica terapéutica resultam de um efeito sinergistico
dos o6leos essenciais com o corpo humano o que lhe confere um caracter holistico.
Neste contexto, torna-se dificil provar a eficacia da aromaterapia pelas metodologias
que habitualmente sdo postas em pratica na determinagdo da eficacia dos farmacos
de sintese, hemi-sintese ou fAirmacos constituidos por compostos Unicos isolados de
extractos naturais. Ha, porém, evidéncias, maioritariamente resultantes de
investigacao clinica, da actividade benéfica de OE administrados por técnicas de
aromaterapia, no melhoramento dos estados de humor e da funcdo cognitiva (Edris,
2007) e na diminui¢cdo da dor, ansiedade, depressdo e doenca de Alzheimer (Rho et
al, 2006; van der Watt e Janca, 2008). Massagens com OE da camomila e da lavanda
auxiliaram no alivio dos sintomas do virus da imunodeficiéncia adquirida em

criangas hospitalizadas em Nova Jersey (Styles, 1997). A camomila também foi ja
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considerada por sua ac¢do analgésica em pacientes com cancro que fizeram uso do
seu OF através da aromaterapia (Buckle, 1999). A aromaterapia tem vindo a ser cada
vez mais praticada, alids, como medicina complementar e alternativa, fazendo parte
dos cuidados paliativos de pacientes que padecem de doengas graves como o cancro,
como estd patente na pagina do “U.S. National Cancer Institute”
(www.cancer.gov/cancertopics/pdq/cam/aromatherapy)

Dada a falta de regulamentacao quer no que respeita ao exercicio da técnica,
quer no que respeita a composi¢ao das misturas dos 6leos essenciais e preparagdes,
em geral, manipulados pelos aromaterapeutas, a aromaterapia tem defrontado com
dificuldades diversas para se impor como actividade técnica e cientificamente
reconhecida, tanto mais que nas farmacopeias actuais a informagdo ¢ escassa ou
inexistente. Obviamente a aromaterapia carece de investigacdo nas suas diversas
vertentes, incluindo os fundamentos e metodologias que lhe s3o subjacentes, a
composicdo das misturas galénicas preparadas para o efeito e a identificagdo e
validagdo das espécies botanicas e seus constituintes activos (Joy et a/, 2001).

Tal como acontece com os medicamentos, em geral, a regulamentacdo e as
boas praticas da aromaterapia deverdo envolver a normalizacdo das misturas e
preparacdes utilizadas, garantidas por recurso a meios de controlo de qualidade. Este
desiderato ¢ actualmente possivel, dada a sofisticacdo das técnicas analiticas de
produtos naturais e das respectivas condi¢des de produgdo. A normalizagdo dos OE
passa também pelo emprego de técnicas adequadas e estandardizadas para o seu
isolamento e conservacdo, identificacdo rigorosa dos gendtipos de origem e
desenvolvimento das plantas sob condi¢des controladas.

No contexto actual, a aromaterapia perspectiva-se como uma excelente area
de actividade para pessoas qualificadas para o exercicio deste tipo de medicina
paliativa, complementar ou alternativa numa base cientifica e tecnoldgica condizente
com os conceitos das sociedades de informacdao contemporanea. Ha, porém, muito
trabalho a realizar para regulamentar a actividade e a tornar credivel para a maior
parte das populagdes que mantém cepticismo, quanto a eficacia da aromaterapia, e
desconfianga, quanto a competéncia dos profissionais que a praticam e aos produtos,

designadamente os OE que sdo utilizados (Mackereth, 1995).
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9- Objectivos

Os o6leos essenciais de Salvia sclarea, Salvia officinalis cv “purpurascens”,
Rosmarinus officinalis (Lamiaceae) conotados com os seus efeitos anti-
envelhecimento e os Oleos essenciais de Pelargonium graveolens (Geraniaceae)
conotados com efeitos ansioliticos, constituem matéria prima de utilizacao directa ou
indirecta em preparagdes aromaterapéuticas.

Dada a crescente procura da aromaterapia como forma de medicina paliativa,
alternativa e/ou complementar e reconhecendo-se a escassa ou inexistente
regulamenta¢do do sector, designadamente no que respeita a critérios de controlo de
qualidade, pretendeu-se como objectivos gerais deste trabalho:

1) dar algum contributo para o conhecimento da composi¢do dos Oleos
essenciais destas espécies com vista a defini¢do de marcadores quimicos
passiveis de ser utilizados no controlo de qualidade deste tipo de
produtos;

i1) dar algum contributo para a manipulagdo biotecnoldgica destas espécies,
na perspectiva do desenvolvimento de uma alternativa de produgao de
metabolitos secundarios de elevado valor acrescentado, incluindo

constituintes de oleos essenciais, com vista a sua normalizacao.

Tendo como horizonte os objectivos gerais acima definidos, procurou-se atingir
0s seguintes objectivos especificos:
1.a) - determinacdo da composicdo dos 6leos essenciais de 6rgdos vegetativos e de
orgdos florais de plantas in vivo de Salvia sclarea, Salvia officinalis cv
"purpurascens”’, Rosmarinus officinalis € Pelargonium graveolens;
1.b) - determinag¢do da composi¢do dos 6leos essenciais produzidos por culturas in
vitro das espécies referidas em i.a.;
1i.a) - definicdo de protocolos de micropropagagdo para Salvia sclarea, Salvia
officinalis cv "purpurascens”’, Rosmarinus officinalis e Pelargonium graveolens;
ii.b) - definicdo de uma estratégia de transformagdo genética aplicada a culturas
descritas em ii.a);
ii.c) — determinagdo do perfil de composicdo de dleos essenciais produzidos por

culturas in vitro das espécies referidas em ii.a).
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Com a definicdo dos objectivos especificos acima referidos apontou-se, neste
trabalho para o desenvolvimento e demonstracao de competéncias em dominios da
fitoquimica, bioquimica e biotecnologia de Plantas Aromaticas ¢ Medicinais,
designadamente:

- dominio de técnicas de isolamento de 6leos essenciais

- dominio de técnicas analiticas de cromatografia gasosa de alta resolugao;

- dominio de técnicas de identificacdo de constituintes de oOleos essenciais com
recurso a bases de dados com livrarias de espectros de massa e indices de retengao;

- dominio de técnicas de quantificagdo e de doseamento absoluto de constituintes de
oleos essenciais;

- dominio de técnicas de assepsia aplicadas a culturas in vitro de espécies de plantas
aromaticas e medicinais;

- dominio de técnicas de micropropagacao;

- dominio de técnicas de transformagdo genética mediada por Agrobacterium sp.

- dominio de técnicas de isolamento e analise, a escala micro, de 6leos essenciais
produzidos por cultura in vitro das plantas aromaticas e medicinais, objecto de

estudo.
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II- Materiais e Métodos

1- Material vegetal

Plantas de Salvia sclarea e de Rosmarinus officinalis, estas imaturas,
mantidas em placas alveolares, foram fornecidas pela empresa Ervital Plantas
Aromaticas e Medicinais Lda, situada no Concelho de Castro Daire, 40° 54' N, 7° 56'
O, Distrito de Viseu e trazidas para a Universidade do Minho em Setembro de 2008.
Na Universidade do Minho, as plantas imaturas de Rosmarinus officinalis foram
transplantadas para vasos maiores, didmetro 20 cm, contendo substrato organico.

As plantas de Pelargonium graveolens e de Salvia officinalis cv
“purpurascens” foram fornecidas envasadas pela empresa Cantinho das Aromadticas,
Viveiros Lda situada no municipio de Vila Nova de Gaia, 41° 8' N, 8° 37" O, Distrito
do Porto e trazidas para a Universidade do Minho em Outubro de 2008 ¢ em Janeiro
de 2009, respectivamente.

As plantas foram mantidas envasadas no Departamento de Biologia,
Laboratorio de Biologia Vegetal e, utilizadas sempre que necessario, durante o
periodo experimental. Adicionalmente, em conseqiiéncia da micropropagag¢do, foram
estabelecidas, multiplicadas e mantidas em assepsia, plantulas in vitro, algumas das
quais foram também utilizadas noutras vertentes do plano de trabalhos desta

dissertagao.

2-Estabelecimento das culturas in vitro

As experiéncias foram realizadas no laboratorio de Biologia Vegetal do
Departamento de Biologia da Universidade do Minho. As culturas de Rosmarinus
officinalis, Salvia sclarea e Salvia officinalis cv "purpurascens’, foram estabelecidas
a partir de material vegetativo retirado de plantas envasadas. As culturas de
Pelargonium graveolens foram retomadas a partir de culturas in vitro ja estabelecidas
por outros investigadores do laboratorio.

Os explantes primdrios utilizados no estabelecimento das culturas in vitro

foram os seguintes: 1) R. officinalis, segmentos foliares e nodais; i1) S. sclarea,
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sementes, segmentos foliares e nodais; iii) S. officinalis cv "purpurascens”’, segmentos
foliares e nodais (Tabela 2-1). Estes explantes foram submetidos a um tratamento de
desinfeccao superficial de acordo com a seguinte metodologia: 5 minutos em alcool
etilico 70% seguido de 25 minutos em hipoclorito de so6dio 0,45%. De seguida fez-se
a lavagem do material com agua estéril por 5 minutos (3 vezes). No caso de R.
officinalis os explantes foram previamente submetidos & um banho de 45 minutos em
agua corrente de torneira com a intengao de retirar o maximo de compostos fenolicos
como forma de obviar a oxidagdo dos explantes no meio de cultura.

Sementes de S. sclarea retiradas dos frutos secos integrantes do material seco
com infrutescéncias proveniente da Ervital foram utilizadas também para iniciar as
culturas in vitro desta espécie. Estas foram colocadas em Eppendorf, estéril e
submetidas a hipoclorito de sodio 0,45% por 20 minutos, seguido de 3 lavagens com
agua estéril por 5 minutos cada, alcool etilico 70% por 5 minutos, mais 3 lavagens
em agua estéril por 5 minutos cada, deixadas em agua estéril por mais 30 minutos,
novamente hipoclorito de sodio 0,45% por 20 minutos e 4 lavagens em agua estéril
por 5 minutos. Todos os passos com tempos superiores aos 5 minutos foram
executados no agitador orbital, 100 rpm. As sementes foram inoculadas em placas de
Petri com meio MS, sendo algumas submetidas a presencga e outras a auséncia de luz.
A avaliacdo do efeito da luz na germinagdo dessas sementes foi efectuada apds 30
dias.

Todos os meios de cultura foram ajustados a um pH entre 5,7 ¢ 5,8 e
autoclavados a 121° C e 1 atm durante 20 minutos. As culturas foram estabelecidas
nas condicdes descritas na Tabela 2-1. O manuseamento das culturas foi realizado
em ambiente asséptico, proporcionado pela camara de fluxo laminar vertical
esterilizada por radiag@o ultravioleta durante 25 a 40 minutos. Todo o material de
vidro e metal envolvido nestas operacdes foi rigorosamente esterilizado a seco numa
estufa a 180° C. Apds a adigdo dos explantes, os frascos (tapados e selados) foram
colocados numa sala de cultura a 24-25° C, com fotoperiodo de 16 horas, conforme
as condi¢des referidas na Tabela 2-1, seguido de 8 horas no escuro. Entre Janeiro e
Maio de 2009 as culturas sobreviventes de um incéndio ocorrido na sala de culturas
foram mantidas nas condigdes ambientais do Laboratorio de Biologia Vegetal da

Universidade do Minho.
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Tabela 2-1: Condigdes iniciais ensaiadas nas culturas in vitro para todas as
espécies estudadas.

Intensidade da  Meio de

luz PAR cultura Suplementacgdo (mg/L) Material vegetal
(umol/m’/s)*
Salvia sclarea
MS KIN (0,50) .
Escuro 2.4-D (0.25) Seg. foliares
KIN (0,50) .
2.4-D( 0.25) Seg. foliares
BA (5,00) .
TAA (0.25) Seg. foliares
70-95 MS
BA (1,00) Seg. foliares
IAA (0,50) &
BA (1,00) Seg. foliares
- Seg. foliares
ZEA (0,50)
GA; (0,04) Seg. nodais
_ 1
35-60 aMS NAA (0,02)
- Sementes
Escuro 2MS - Sementes
Salvia officinalis cv "purpurascens”
ZEA (1,00) Seg. foliares
BA (0,25) Seg. nodais
35-60 MS BA (0,50) Seg. nodais
BA (0,75) Seg. nodias
Rosmarinus officinalis
ZEA(1,00) Seg. nodais
3570 MS ZEA (1,00) + carvao activo Seg. nodais
NAA (3,00) Seg. nodais e foliares
70-95 MS BA (0,50) Seg. nodais
BA (1,00) .
35-60 MS NAA (0,10) Seg. nodais
ZEA (0,75) Seg. nodais
Pelargonium graveolens™**
Seg. nodais
Seg. foliares
NAA (0,10) . .
70-125 MS BA (0,50) Seg. inter-nodais

Seg. peciolares
Raizes

* Valores de intensidade luminosa correspondentes as condi¢des iniciais a que eram mantidas as culturas in
vitro, entre Outubro e Dezembro de 2008. De Janeiro a Maio de 2009 as culturas foram mantidas em
condi¢des ambientais no Laboratoério de Biologia Vegetal da UM.

** O material vegetal utilizado para esta espécie foi proveniente de culturas in vitro ja estabelecidas e
mantidas no departamento de Biologia da Universidade do Minho desde Dezembro de 2008.

A partir de Junho de 2009 as culturas regressaram a sala de culturas onde
foram mantidas a uma temperatura de 25 + 1° C e sob fotoperiodo de 16h luz com
intensidade de 45-80 pmol/m?/s, exceto para S. sclarea que foi mantida a 35-65

umol/m?/s, seguido de 8h de obscuridade.
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2.1- Estudo do efeito do explante de Pelargonium graveolens

Para conhecer a resposta dos diferentes tipos de explantes obtidos a partir de
plantulas de P. graveolens mantidas in vitro, utilizaram-se segmentos nodais,
segmentos inter-nodais, segmentos foliares, segmentos peciolares em meio MS
suplementado com benziladenina (BA) 0,50 mg/L e acido a-naftaleno acético (NAA)
0,10 mg/L. Apds 8 semanas foram registados os resultados obtidos.

Para além dos segmentos de 6rgaos aéreos, foram também cultivadas porgdes
de raizes de P. graveolens em meio MS, também suplementado com 0,10 mg/L de
NAA ¢ 0,50 mg/L de BA, com o objectivo de acompanhar o seu desenvolvimento,
em confronto com o desenvolvimento de hairy roots induzidas por transformagio

mediada por Agrobacterium rhizogenes tal como descrito na sec¢do 2.3.

2.2-Aclimatizacao de Pelargonium graveolens

As plantulas de P. graveolens obtidas em meio MS suplementado com 0,10
mg/L de NAA e 0,50 mg/L de BA foram transplantadas para vasos com substrato, a
base de turfa amarela previamente enxarcado e autoclavado a 121° C e 1 atm durante
20 minutos. Para manter alta taxa de humidade relativa, os vasos foram cobertos com
pléastico transparente, no qual, apés uma semana, eram abertos furos de forma
gradual. Estas plantas ficaram acondicionadas em bancada e foram expostas a luz
ambiente no interior do laboratorio de Biologia Vegetal. Houve acompanhamento

semanal das respostas dadas pelas plantas até a 4* semana.

3- Inducio de hairy roots de Pelargonium graveolens

Para a tentativa da producao de hairy roots foram utilizadas bactérias de tipo
Agrobacterium rhizogenes wt (white type) cultivadas em meio LB. Deste meio foi
transferida e subsequentemente plaqueada uma coldnia da Agrobacterium plaqueada
em meio LB solido. Para o efeito, retirou-se uma colonia de Agrobacterium
plaqueada em LB soélido, até entdo mantida em frigorifico a 4° C, para inoculacao em

cerca de 10 mL de meio liquido LB autoclavado, contido em baldo volumétrico.
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Este, foi mantido sob agitacdo de 200 rpm, a 28° C, por 72 horas, até atingir uma
concentragdo celular de aproximadamente 5x10° células/mL. Cerca de 25 mL deste
meio foi, de seguida, transferido para um tubo estéril do tipo Falcon que foi levado a
centrifugar por 20 minutos a 5000 rpm e 4° C (Centrifuga 5804 R). O sobrenadante
foi descartado e as células ressuspendidas em 75 mL de agua estéril até sua
homogeneiza¢do em meio liquido de forma a suspensdo apresentar uma DOgy de
0,50 para posterior infec¢ao dos explantes vegetais.

Para transformacdo genética utilizaram-se segmentos peciolares de
Pelargonium graveolens cultivado in vitro em meio MS suplementado com 0,10
mg/L de NAA e 0,50 mg/L de BA. Produziram-se pequenas incisdes nestes explantes
com um bisturi estéril e, passados trés dias, os mesmos foram postos em contacto
com meio liquido de A. rhizogenes no interior de uma placa estéril sob agitacdo
manual durante 10 minutos, para promover a infeccdo, no intuito de se obter os
transformantes. Os segmentos peciolares foram de seguida, transferidos para placas
de Petri contendo 10 mL de meio MS sem nenhuma suplementacdo hormonal. As
placas foram levadas para a sala de culturas e acondicionadas em prateleira com
baixo nivel de luminosidade (35-40 pmol/m?/s) & 24-25° C. Passados cinco dias fez-
se a lavagem dos explantes com agua estéril desionizada, trés vezes durante 5
minutos, seguido da sua transferéncia para novas placas com meio MS suplementado
com 500mg/L do antibidtico Ticarcillin. Para avaliagdo, foi também preparada uma
placa controlo submetida ao mesmo procedimento, excepto o contacto com A.
rhizogenes. Todos os procedimentos decorreram no interior da camara de fluxo
laminar em condic¢des assépticas. Paralelamente, foram preparados frascos de cultura
com raizes de Pelargonium graveolens para observagdo do respectivo
desenvolvimento e comparacdo com as que presumivelmente seriam obtidas dos

explantes submetidos ao protocolo de transformagao.
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O estudo dos o6leos essenciais das quatro espécies alvo deste trabalho foi

iniciado, submetendo o material descrito na Tabela 4-1 a hidrodestilagcdo em aparelho

tipo Clevenger.

Tabela 4-1: Material vegetal utilizado no estudo dos 6leos essenciais

Tipo de

Material

Epoca da

Peso fresco do

cultura Espécie Vegetal utilizado amostragem hi drolt?eas’;;;;lflo @

Pelargonium graveolens Folhas frescas Junho 2009 10,25

Rosmarinus officinalis Folhas frescas Setem‘pro 2008 10,00

- Flores frescas Fevereiro 2009 0,21

In vivo §alwa offi cmaﬂl wev Folhas frescas Janeiro 2009 1,91
purpurascens

Folhas frescas Outubro 2008 9,42

Salvia sclarea Flores frescas Setembro 2008 1,92

Flores secas Julho 2009* 19,63

Pelargonium graveolens Rebentos Junho 2009 8,25

Rosmarinus officinalis Rebentos Julho 2009 6,88

In vitro §alwa offi cmaﬂl ey Rebentos Julho 2009 8,58
purpurascens

Salvia sclarea Rebentos Abril 2009 0,42

*Material desenvolvido na Ervital Plantas Aromaticas e Medicinais Ltda, enviado ao Laboratorio de Biologia Vegetal da
Universidade do Minho em Julho de 2009.

Antes de iniciar o isolamento dos OE, procedeu-se sempre a determinacao
do peso fresco de cada amostra (Tabela 4-1). Porém, ndo foi possivel usar
quantidades equivalentes de material, principalmente, no caso das culturas in vitro
devido a variacdo da sua disponibilidade. Uma pequena amostra do material vegetal
da mesma tipologia da que foi sujeita a hidrodestilagcdo foi colocada em estufa a 50°
C durante cerca de sete dias, para se determinar o respectivo peso seco. A
hidrodestilagdo decorreu durante aproximadamente 1 hora, apos a adi¢do lenta de n-
hexano (solvente) contendo 5-a-colestano. A quantidade de colestano adicionada
foi equivalente a 0,5 mg/mL na hidrodestilagdo de P. graveolens in vivo € in vitro,
R. officinalis in vitro, S. sclarea in vitro e S. officinalis cv "purpurascens” in vitro e
1,0 mg/mL na hidrodestilagdo dos demais materiais. A introdu¢do de quantidades
conhecidas deste composto possibilitou a sua utilizagdo como padrdo interno,

tornando possivel uma aproximac¢dao a quantificacdo absoluta dos compostos
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analisados no 6leo. O pequeno volume de hexano acrescentado permite aumentar a
eficiéncia da hidrodestilacao retendo os compostos arrastados pelo vapor de dgua.

O periodo de tempo aplicado na hidrodestilacdo foi considerado suficiente
para isolar o OE das espécies estudadas. Apds a hidrodestilagao, o d6leo obtido foi
devidamente separado da fase aquosa, recolhido para um vial, identificado,
armazenado a -20° C e ulteriormente analisado em termos qualitativos e
quantitativos. Os rendimentos da hidrodestilagdo foram determinados em

percentagem de peso seco (p/p).

5- Identificacao dos constituintes dos éleos essenciais

A analise de misturas complexas como ¢ o caso dos OE constitui actualmente
uma tarefa bem mais facil gragas a evolucao das técnicas de cromatografia.

Neste trabalho, a andlise dos Oleos foi efectuada por cromatografia gasosa
(GC-FID) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS). A
identificacdo dos compostos existentes nos 6leos foi realizada com recurso a uma
base de dados de espectros de massa em software Xcalibur, e por comparaciao dos
indices de Retencgdo de Kovats (IK) com os de amostras descritas em literatura e os
de compostos de referéncia que constam das librarias existentes na base de dados
ligada ao software do GC-MS do laboratorio.

As anadlises por GC-FID decorreram num cromatografo Perkin FElmer,
Autosystem XL com detector de ionizacdo de chama (FID) e coluna capilar de silica
fundida com 30 metros de comprimento e 0,25 mm de didmetro interno, sendo a fase
estacionaria do tipo DBS5 (5% fenil metil polisiloxano). Como gés de arrastamento,
utilizou-se o hidrogénio (H;) a uma pressdo aproximada de 12,5 Psi. As temperaturas
do injector e do detector eram de 300° C sendo o injector do tipo split/spliless com
reparti¢do de fluxo na razdo de 1:13. A temperatura da coluna foi programada de 60
a 285° C com o aumento de temperatura igual a 3° C/min. Os volumes de 6leo
injectado variaram entre 0,5-0,7 pL. Cada amostra foi injectada pelo menos trés
vezes nestas condi¢des. Também foram realizadas co-injec¢des de uma série de n-
alcanos (C8-C34) com as amostras. O uso desta série homodloga de hidrocarbonetos

constitui um dos métodos mais usados na identificagdo de compostos de OE dado
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que permite determinar para cada composto os respectivos Indices de Retengdo de
Kovats (IK). A determinacdo do IK para determinado composto constitui um
parametro importante para a sua identificagdo, com base na comparacao com dados
bibliograficos, padrdes conhecidos, ou misturas complexas ja injectadas. Este critério
de identificagdo ¢ bastante fidvel e reprodutivel num dado tipo de coluna. O IK

calcula-se do seguinte modo:

IK=100n+t"R(x) - t R(n)
t'R(n+1) - t R(n)

Em que: 'R(x), t'R(n) e t' R(n+1) s@o os tempos de reten¢do ajustados entre a substancia x e os alcanos anteriores
e posteriores com n e n+1 carbonos.

Infelizmente este método de identificacdo ndo € inequivoco e dificilmente nos
permite identificar todos os compostos. A informagdo adquirida deste modo foi
considerada insuficiente para descobrir a identidade de muitos compostos com
caracteristicas semelhantes. Por esta razdo, efectuou-se outro tipo de analise dos OE
por GC-MS. Para tal utilizou-se um cromatografo Thermo Trace GC Ultra acoplado
a um detector de massa Thermo-Finnigan Polaris Q ITD equipado com uma coluna
TR-5. As temperaturas do injector, da interface e da cadmara de ionizagdo foram de
300° C, 260° C e 220° C respectivamente. O gas de arrastamento usado foi o hélio
(He) com uma taxa de fluxo constante de 1,5 mL/min. A reparticdo do fluxo foi
equivalente a 1:30 e a corrente de ionizagdo aplicada igual a 1500 mV. A
temperatura do forno foi programada de 60 a 285° C numa rampa de 3° C/ minuto € o
volume das amostras injectadas foi de 0,2 pL e 0,5 pL, para as espécies in vivo e in
vitro, respectivamente. Nestas condicdes, os ides de fragmentacdo, formados apds o
impacto dos electrdes com as moléculas, permitiram obter espectros de massa
caracteristicos que foram comparados com os espectros de referéncia existentes na
base de dados disponiveis (ITDS). Cruzaram-se os dados obtidos pelas analises por
GC e GC-MS para obter identificacdao inequivoca dos constituintes das amostras dos
OE em questdo. Para a identificacdo dos compostos apoiou-se nas cinco librarias de

espectros existentes na base de dados do software Excalibur instalado nos

41



Materiais e Métodos

computadores do Laboratorio, designadamente nas bibliotecas NIST ¢ WILEY.

Algumas davidas foram resolvidas com recursos a padroes.

6- Analise quantitativa

A relacdo existente entre compostos maioritarios, compostos minoritarios e
compostos residuais dos OE ¢ determinante, contribuindo para o odor que lhe ¢
caracteristico. Além da caracterizacdo qualitativa dos o6leos, a quantificagdo dos seus
componentes pode revelar-se de extrema importancia quando se pretende distinguir
diferentes 6leos quanto a origem e qualidade. Por outro lado, a determinacdo dos
teores de OE produzidos em diferentes condi¢des pode ajudar a esclarecer alguns
aspectos da sua produgdo, acumulacio e metabolismo dos respectivos constituintes.

Paralelamente, a identificagdo dos compostos por GC ¢ GC-MS e uma vez
realizada a correspondéncia dos compostos identificados com os respectivos picos
nos cromatogramas, efectuou-se uma aproximacdo a sua quantificagdo relativa e
absoluta. A quantificag@o relativa consistiu na determinacdo da percentagem real da
area de cada pico traduzida por valores numéricos abstractos correspondentes as
diferengas de potencial induzida pelos ides gerados no detector FID a partir de cada
composto. Pelo conhecimento da quantidade de colestano adicionado, extrapolou-se
a quantidade de cada composto (em mg) por intermédio da razdo entre as areas dos

picos do composto e do colestano.

Quant.composto(mg) = A composto x quant.colestano
Acolestano

As quantidades de cada composto serdo apresentadas em pg/g de peso
seco, pois para cada amostra foi usada uma quantidade de material distinta.
Calcularam-se as médias das quantidades obtidas de trés injeccdes de cada amostra

como forma de minimizar o erro associado ao método cromatografico.
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I1I- Resultados e Discussao

1- Estabelecimento das culturas in vitro

Partindo de segmentos foliares de Salvia sclarea, foram obtidas culturas de
calli em 30% dos explantes cultivados em meio MS suplementado com 5,00 mg/L de
benziladenina (BA) e 0,25 mg/L de acido indolacético (IAA). Parte dos explantes
restantes deste tipo necrosaram por fenoliza¢do e outra parte revelou contaminagdo
microbiana. Nas restantes cinco condigdes ensaiadas com este tipo de explante ndo
foram obtidas culturas, por efeitos de contaminagao microbiana, fenolizagao ou falta
de reaccdo as condicdes de cultura. A inoculagdo de segmentos nodais, como
explantes primarios, em meio MS a 50% da sua concentracdo (1/2MS) suplementado
com 0,50 mg/L de zeatina (ZEA), 0,04 mg/L de acido giberélico (GA3) e 0,02 mg/L
de acido a-naftaleno acético (NAA) permitiu o estabelecimento de culturas de
rebentos caulinares em 25% dos mesmos, tendo os restantes necrosado por
fenolizacdo (Tabela 1-1).

Das trés condigdes ensaiadas para o estabelecimento de culturas de S.
officinalis cv "purpurascens”, a partir de segmentos nodais, em meio MS
suplementado com benziladenina (BA), foram obtidos rebentos caulinares, apenas
sob o efeito da concentracdo de 0,25 mg/L de BA, a mais baixa concentracao
ensaiada, num total de 72% dos explantes inoculados. Os restantes necrosaram ou
desenvolveram contaminag¢do microbiana. Nos outros dois ensaios efectuados com
segmentos nodais, assim como no Unico ensaio efectuado com segmentos foliares
deste cultivar de S. officinalis, ndo foram obtidos quaisquer tipos de cultura, fosse
por efeitos de fenolizagdo, contaminagdo microbiana ou falta de reaccao as condigoes
de cultura (Tabela 1-1).

Das seis condigdes ensaiadas para o estabelecimento de culturas in vitro
de Rosmarinus officinalis a partir de segmentos nodais, como unico tipo de explantes
primarios utilizados, foram obtidos calli, apenas em 9% dos mesmos, sob o efeito de
NAA (3,00 mg/L), como unico fitorregulador, tendo os restantes inoculos
submetidos a esta suplementacdo necrosado por fenolizagdo ou contaminac¢io

microbiana. Nas trés condigdes em que o meio MS foi suplementado com zeatina
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(ZEA), como tunico fitorregulador, houve desenvolvimento de rebentos caulinares, ao
passo que em presenga de benziladenina (BA), suplementada ou ndo com a auxina
acido a-naftaleno acético (NAA), ndo se desenvolveu qualquer tipo de cultura
(Tabela 1-1).

A obtencdo de rebentos caulinares de Pelargonium graveolens ocorreu
quer a partir de segmentos nodais, quer por regeneragdo, a partir de meristemas
adventicios induzidos em segmentos foliares ou em segmentos internodais ou
peciolares obtidos de plantulas in vitro, previamente estabelecidas a partir de

segmentos nodais de plantas in vivo envasadas (Tabela 1-1).

Tabela 1-1: Resumo das respostas obtidas no estabelecimento de culturas in vitro de Salvia
sclarea, S. officinalis cv "purpurascens”, Rosmarinus officinalis, e Pelargonium graveolens, a
partir de material vegetativo, em meio MS (Murashige & Skoog, 1962), em fun¢do das
condi¢des de cultura ensaiadas, 30 dias apds o seu inicio.

Intensidade Meio base e Tipo de oxidacio Contami-
da luz PAR Suplementacgdo Explante Tipo de cultura (%) ((y)? nacio (%)
(,umol/mz/s) (mg/L) primadrio g ¢ 5
Salvia sclarea
KIN (0,50) .
Escuro 2.4-D (0.25) Seg. foliares 0 25 75
KIN (0,50) .
2.4-D (0.25) Seg. foliares 0 100 0
BA (5,00) Seg. foliares callus (30) 50 20
IAA (0,25)
7095 BA (1.00)
TAA (0.50) Seg. foliares - 36 45
BA (1,00) Seg. foliares - 55 27
MS sem fitorreg Seg. foliares 0 78 22
1/2MS
35-60/35- ZEA (0,50) . .
65%% GA; (0.04) Seg. nodais Rebentos caulin.(25) 75 0
NAA (0,02)
Salvia officinalis cv “purpurascens”
ZEA (1,00) Seg. foliares 0 73 27
35-60/45- BA (0,25) Seg. nodais Rebentos caulin.(72) 20 8
80** BA (0,50) Seg. nodais - 25 25
BA (0,75) Seg. nodais - 12 50
Rosmarinus officinalis
ZEA (1,00) Seg. nodais Rebentos caulin.(33) 62 5
3570 ZEAN(] ’00.) Seg. nodais Rebentos caulin.(6) 66 28
carvao activo
70-95 NAA (3,00) Seg. nodais Rebentos caulin.(9) 67 24
BA (0,50) Seg. nodais 0 100 0
BA (1,00) .
45-80 NAA (0.10) Seg. nodais 0 67 33
ZEA (0,75) Seg. nodais Rebentos caulin.(68) 30 2

Pelargonium graveolens*
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Seg. nodais Rebentos caulin.(62) 0 38
Seg. foliares Rebentos caulin.(62 0 38
45-80 NAA (0,10) Seg inter- . (©2
BA (0,50) o d:dis Rebentos caulin.(86) 0 14
Seg. peciolo Rebentos caulin.(46) 0 54

*Para a espécie P. graveolenes ndo foram introduzidas mais variaveis, houve somente subcultivo de uma cultura ja pré-
estabelecida.
**A intensidade luminosa foi alterada quando a sala de culturas ficou pronta para desenvolvimento das experiéncias.

Ao utilizar segmentos nodais de Salvia e Rosmarinus, explantes com gemas
axilares, as respostas foram mais favoraveis no que respeita ao estabelecimento de
culturas de rebentos caulinares em coeréncia com a opinido de quem defende que
este tipo de explante ¢ dos mais adequados a micropropagacdo clonal de plantas
(Rosal, 2004).

Os melhores resultados, em termos de micropropagacao de S. sclarea, obtidos
a partir de segmentos nodais em meio 2 MS suplementado com ZEA (0,50 mg/L),
GA; (0,04 mg/L) e NAA (0,02 mg/L), estdo em linha com os resultados registados na
micropropagacado de S. fruticosa, em que foram obtidos rebentos caulinares em 100%
dos segmentos nodais, cultivados em condi¢des idénticas, com excepcao da
citocinina, que neste caso foi BA (Arikat et al, 2004). A Figura 1-1 mostra imagens

da cultura de rebentos de S. sclarea, 35 dias apds a inoculagdo dos segmentos nodais

.

Figura 1-1: Plantulas obtidas a partir de segmentos nodais
de S. sclarea em meio 2 MS suplementado com 0,5 mg/L de
ZEA, 0,04 mg/L de GA; ¢ 0,02 mg/L de NAA, 35 dias apds
a inoculag@o dos explantes.

A suplementacdo do meio MS com BA tem estado associada com bons
resultados na micropropagagdo de Salvia officinalis, a partir de segmentos nodais,
designadamente quando utilizada em concentragdes de 1,00 mg/L (Zigiotto, 2007;

Lima et al., 2008; Avato et al., 2005). Porém, S. officinalis cv "purpurascens”, parece
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ser mais sensivel a esta citocinina visto que, em concentragdes de 0,50 e 1,00 mg/L
nao houve resposta dos explantes as condi¢des de cultura, tendo o desenvolvimento
de rebentos caulinares ocorrido, apenas quando BA foi utilizada na concentracao de

0,25 mg/L (Figura 1-2).

Figura 1-2: Plantulas obtidas a partir de segmentos nodais de S.
officinalis cv "purpurascens’em meio MS suplementado com
0,25 mg/L de BA, 30 dias apds a inoculagdo dos explantes.

Embora a micropropagacdo de R. officinalis esteja descrita na literatura
(Caruso et al, 2000; Misra e Chaturvedi, 1984; Kuhlmann e R6hl, 2006), no presente
estudo, este processo revelou-se muito dificil, j4 que a maior parte dos explantes
necrosavam por fenolizacdo e, nos casos em que a fenoliza¢do era menos intensa, o
desenvolvimento meristematico das gemas axilares dos segmentos nodais era muito
lento. A adi¢do de carvao activado ao meio de cultura, com o objectivo de minimizar
os efeitos toxicos dos fendis libertos pelo explante, mediante a sua adsor¢do, ndo
surtiu os efeitos desejados, revelando-se até contraproducente (Tabela 1-1). Os
melhores resultados foram obtidos quando se utilizou segmentos nodais inoculados

em meio MS suplementado com 0,75 mg/L de zeatina (Figura 1-3).
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Figura 1-3: Plantulas obtidas a partir de
segmentos nodais de R. officinalis em meio
MS suplementado com 0,75 mg/L de ZEA,
28 dias apds a inoculagdo dos explantes.

Os resultados mais favoraveis a regeneragdo de P. graveolens, por via
adventicia, ocorreu a partir de segmentos internodais (Tabela 1-1). Nestas culturas
foi utilizado o meio MS suplementado com 0,50 mg/L de BA ¢ 0,10 mg/L de NAA
(Figura 1-4), condigdes estas descritas na literatura como sendo das mais favoraveis a
micropropagacdo desta espécie (Saxena et al., 2000; Hassanein e Dorion, 2005). As
frequéncias regenerativas descritas por estes autores foram de 80% e 66-76%,
respectivamente, valores ndo muito afastados do resultado obtido neste trabalho a
partir de segmentos internodas (86%). A Figura 1-4 mostra as culturas de plantulas

P. graveolens obtidas nestas condicdes, 45 dias ap0s a inoculagdo dos explantes.

Figura 1-4: Plantulas obtidas a partir de explantes de
P. graveolens em meio MS suplementado com 0,5
mg/L de BA e 0,1 mg/L de NAA, 45 dias apos a
inoculagdo dos explantes.
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A utilizacdo de hormonas vegetais da classe das citocininas ¢ muito comum
na maioria dos trabalhos de micropropagacao, uma vez que promovem a formagao de
rebentos caulinares com elevadas taxas de multiplicagdo (Hu e Wang, 1983). Este
facto foi também constatado no presente estudo, onde as taxas de micropropagacao
mais elevadas ocorreram aquando da utilizagdo de BA em culturas de S. officinalis
cv “purpurascens’, S. sclarea e P. graveolens e de ZEA em culturas de R. officinalis
(Tabela 1-2).

Com o meio seleccionado, as plantulas obtidas foram utilizadas para um
estudo comparativo dos OE de plantas oriundas de culturas in vivo e in vitro. Os
melhores resultados de micropropagacao, obtidos apos cerca de 4 semanas, para cada

espécie do presente estudo, podem ser vistos na Tabela 1-2.

Tabela 1-2: Suplementacdes hormonais que proporcionaram taxas de
micropropagacdo mais elevadas das quatro espécies alvo deste trabalho, quatro
semanas apos a inoculagao dos explantes.

Suplementacgdo % % %

Espécie Vegetal
(mg/L) plantulas oxidacdo  contaminacdo

12MS
ZEA (0,50)

Salvia sclarea 25,0 75,0 0
GA; (0,04)
NAA (0,02)

Salvia officinalis cv MS

4 72,0 19,7 8,3

“purpurascens” BA (0,25)
MS

Rosmarinus officinalis 67,4 30,4 2,2
ZEA (0,75)
MS

Pelargonium graveolens* NAA (0,10) 61,9 0 38,1
BA (0,50)

*Material subcultivado de culturas ja pré-estabelecidas.

De acordo com as Tabelas 1-1 e 1-2 ¢ possivel inferir que a contaminacao
microbiana constituiu o tUnico factor de dificuldade na micropropagagao de
Pelargonium graveolens. Esta dificuldade podera ser devida a profusdo de pélos
epidermais, presentes na superficie foliar, onde se poderdo alojar maiores

quantidades de microorganismos. No caso das trés espécies de Lamiaceae aqui
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estudadas (S. sclareia, S, officinalis cv "purpurascens” e R. officinalis) os maiores
problemas estdo na oxidacdo induzida pelos fendis libertos pelos explantes para o
meio de cultura que podem comprometer a sua micropropagacao. Das trés espécies
de Lamiaceae, a mais eficazmente estabelecida foi S. officinalis cv "purpurascens”,
com taxas de proliferacdo de 72% dos explantes, e a menos eficazmente estabelecida
foi S. sclarea com apenas 25% dos explantes a manifestarem proliferagdo de plantas.
Porém, dado o baixo nimero de repeti¢des efectuadas, nao € possivel concluir que a
micropropagacao deste espécie tenha sido um insucesso.

A Figura 1-5 ilustra algumas das experiéncias em que ndo se obteve

desenvolvimento satisfatorio dos explantes.

Figura 1-5: Cultura de tecidos vegetais: (a) segmento foliar de S. sclarea oxidado
em meio MS suplementado com 1,00 mg/L de BA, (b) segmentos nodais de R.
officinalis em meio MS suplementado com 0,50 mg/L de BA e (c) segmentos nodais
de S. officinalis cv "purpurascens” em meio MS suplementado com 1,00 mg/L de
ZEA.

A necrose por oxidagdo dos explantes e culturas, ocorre como consequéncia
da libertacdo de compostos fenolicos, precursores da sintese de lignina, pelo tecido
danificado ou senescente, que produz elevado teor destes componentes (George e
Sherington, 1984). Esses compostos fenolicos sdo oxidados por enzimas polifenol
oxidases, produzindo substincias toxicas e inibindo o crescimento dos explantes,
para além de escurecer o meio de cultura (Zigiotto, 2007). A elevada capacidade de
producdo de compostos fenolicos de diversas espécies da familia Lamiaceae,
designadamente dos géneros Salvia e Rosmarinus ¢ bem conhecida (Zgorka e
Gtlowniak, 2001; Santos-Gomes et al, 2002; Santos-Gomes et al, 2003).

A fenolizacdo dos explantes foi mais intensa nas culturas submetidas a
intensidades de luz mais elevadas. Por exemplo, sob intensidades de luz PAR de 70-

90 pmol/m?/s ocorreu oxidacio de todos os explantes de R. officinalis cultivados em
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meio MS suplementado com 0,50 mg/L de BA (Tabela 1-1). Estes resultados
mostram que as condigdes ambientais, designadamente a intensidade da luz,
influenciam as taxas de fenolizacdo e de organogénese in vitro. Normalmente, as
salas de ambiente controlado para culturas in vitro sao mantidas a temperatura
ambiente em torno de 25° C e, nalguns casos, os protocolos de regeneracdo passam
pelo estabelecimento das culturas em condi¢cdes de obscuridade, sobretudo para
evitar a oxidacao dos explantes nessa fase. O aumento da produgdo de compostos
fendlicos por efeito da luz deve-se ao facto de algumas das enzimas-chave da
respectiva via metabdlica resultarem da expressdo de genes cujos promotores sao
activados ou estimulados pela luz, como ¢ o caso do gene que codifica para a
fenilalanina amonia liase. A luz afecta a morfogénese através de um processo
mediado por fotoreceptores como o fitocromo (Peres, 2002).

Uma das possibilidades técnicas para reduzir os problemas com a oxidagdo ¢
a lavagem em 4gua corrente dos explantes, antes da sua desinfec¢do, de modo a
auxiliar a lixiviagdo dos compostos fendlicos (Zigiotto, 2007). Esta técnica foi
aplicada no caso de R. officinalis, a espécie mais afectada pelo processo de oxidagao.
As porcdes vegetais antes de serem micropropagadas eram sempre colocadas em
agua corrente por um periodo de 45 minutos.

A contaminagdo microbiana dos explantes e respectivos meios de cultura,
responsavel por parte das dificuldades no estabelecimento das culturas ¢ muitas
vezes causada pela presenca de fungos e bactérias enddgenas (Zigiotto, 2007). Tais
microorganismos podem permanecer latentes no interior das células e/ou espacos
intercelulares dos tecidos ou vasos condutores ficando protegidos dos agentes
quimicos utilizados nas técnicas de desinfeccdo dos explantes e manifestando-se
frequentemente nas primeiras semanas de cultivo (Zigiotto, 2007). Na Figura 1-6 ¢
possivel observar um exemplo desse tipo de contaminacao verificada em in6culos de
P. graveolens em meio MS suplementado com 0,50 mg/L de BA e 0,10 mg/L de
NAA.
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Figura 1-6: Contaminacdo em
explantes de P. graveolens.

Na maior parte das vezes, as técnicas de assepsia t€ como objectivo optimizar
as condi¢des de cultura para a micropropagacao de espécies vegetais de interesse
comercial, em larga escala e a baixo custo. No entanto, mesmo adoptadando as boas
préaticas e principios basicos das técnicas de cultura in vitro e testando empiricamente
diversos parametros, muitas vezes ndo se consegue obter a organogénese in Vitro
(Peres, 2002). Em virtude das respostas dadas pelas espécies e pelos problemas
técnicos enfrentados no decorrer deste trabalho, esta fase experimental foi a mais

dificil de ultrapassar.

2- Germinacio de sementes de Salvia sclarea

O estudos da germinagdo de sementes in vitro tem como objectivo a produgio
de explantes juvenis e assépticos, disponiveis para o estabelecimento de protocolos
de diversos sistemas de cultura in vitro de células, tecidos e 6rgdos vegetais. Este
método ¢ uma alternativa quando o estabelecimento de culturas a partir de material
vegetativo apresenta problemas de oxidag¢do e contaminacdo, dificeis de ultrapassar
pelos métodos convencionais (Rosal, 2004).

Na avaliacdo da germinag¢do de sementes de S. sclarea, 30 dias apds sua
inoculagdo em meio %2 MS, ndo se observou nenhum sinal de reac¢do das mesmas
em qualquer das condicdes testadas (presenca e auséncia de luz), nem, tdo pouco,
contaminagdes microbianas (Figura 2-1). Estes resultados podem ser devidos a

inviabilidade ou dorméncia das sementes.
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O estabelecimento de culturas de Salvia sp. a partir de plantulas obtidas por
germinagdo de sementes em assépsia tem sido descrita por alguns autores (Santos-
Gomes et al, 2002; MiSi¢ et al, 2006 e Makunga e van Staden, 2008). O
desconhecimento das razdes que levam ao insucesso como o verificado neste caso,
tornam dificil o manuseamento das plantas e causam prejuizos (Menezes et al, 2004).
A pequena quantidade de material disponivel ndo permitiu que se fizessem repeticdes
com novas condi¢des e uma segunda tentativa de germinacdo das sementes in vitro,

utilizando os mesmos procedimentos foi igualmente infrutifera.

Figura 2-1: Sementes de S. sclarea micropropagadas em
meio 2 MS solido, 30 dias depois da inoculagdo, mantidas
na presenga (a) ¢ auséncia (b) de luz.

3- Efeito do tipo de explante na micropropagacio de Pelargonium graveolens

Nesta fase da experiéncia, procurou-se conhecer as respostas dadas por
diferentes tipos de explantes (segmentos foliares, segmentos nodais, segmentos inter-
nodais, segmentos peciolares) de P. graveolens quando colocados nas mesmas
condi¢des de cultura. Os resultados obtidos apds 8 semanas de crescimento em meio

soOlido estdo descritos na Tabela 3-1.
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Tabela 3-1: Comparacdo das respostas obtidas a partir de cada tipo de explante de
Pelargonium graveolens em meio MS suplementado com 0,50 mg/L de BA e 0,10
mg/L de NAA.

Numero médio

de rebentos Plantulas Oxidacdo  Contaminacdo
Tipo de explante

caulinares por (%) (%) (%)

explante
Segmentos foliares 1,55 43 19 38
Segmentos internodais 1,17 86 14 0
Segmentos nodais 2,30 57 4 38
Segmentos peliolares 2,00 13 33 54

Como se pode constatar, as respostas quanto ao tipo de segmento utilizado
foram variaveis. Os segmentos nodais foram os que proporcionaram maior numero
de plantulas (86%), mas o nimero médio de rebentos caulinares formados por
explante foi mais elevada nos segmentos nodais e peciolares, 2,3 e 2,0,
respectivamente. A taxa de sucesso na regeneracdo de plantulas, a partir de
segmentos peciolares foi, porém, muito baixa (13%). A partir de discos foliares de P.
capitatum foram obtidas taxas de 11,4 rebentos caulinares por explante (Hassanein e
Dorion, 2005) ao passo que a partir de segmentos peciolares e segmentos foliares de
P. x hortorum foram obtidas taxas de 57 e 43 rebentos caulinares por explante,
respectivamente (Agarwal e Ranu, 2000). Os resultados obtidos por estes autores sdo
concordantes com os obtidos neste trabalho com P. graveolens no que respeita a
tendéncia de os segmentos peciolares proporcionarem taxas de induc¢do de novos
rebentos caulinares superiores aos segmentos foliares (Tabela 3-1). De acordo com
alguns autores, a informacdo disponivel sobre a organogénese e regeneracdo de
Pelargonium, utilizando explantes maduros, ¢ ainda escassa o que justifica a
necessidade de se realizar mais estudos in vifro nos quais sejam manipuladas
variaveis em numero mais elevado do as que tém sido referidas na literatura
(Hassanein e Dorion, 2005).

No decorrer das experiéncias com P. graveolens foi possivel também registar
a formacao de estruturas radiculares nos rebentos caulinares desenvolvidos, o que
permitiu encarar a possibilidade de realizacdo da aclimatizacdo das respectivas

plantulas obtidas in vitro por regeneracdo adventicia.
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3.1- Micropropagacio de Pelargonium graveolens através de raizes

Nas primeiras semanas que se seguiram a inoculagdo de por¢des de raizes,
foram observadas algumas oxidagdes por fenolizacdo e contaminagdes microbianas
em alguns dos frascos. Noutros frascos verificou-se alguma morfogénese a partir de
algumas regides das raizes inoculadas semelhante a primoérdios caulinares. A rapidez
com que tal organogénese se desenvolveu cerca de 2 e 3 semanas, levou ao
prosseguimento da experiéncia a fim se esclarecer se se tratava de organogénese ou
de embriogénese somatica. De forma concisa, a embriogénese somatica ¢ definida
pela formagao de embrides a partir de tecidos somaticos que culminam na formacgao
de uma planta inteira a partir de uma uUnica célula (Zimmerman, 1993) e a
organogénese € o processo pelo qual, tecidos vegetais sdo induzidos a diferenciagdo a
partir de uma ou mais células (Burrit e Leung, 1996; Peres, 2002). Quando células
meristematicas se formam directamente a partir de células do explante primario e
desses meristemas adventicios se desenvolvem rebentos caulinares sem que haja
qualquer fase intermédia de desenvolvimento desorganizado (callus), o processo ¢é
chamado organogénese directa (Peres, 2002). Havendo formagdo de rebentos
caulinares a partir de meristemas induzidos em calli, o processo ¢ denominado
organogénese indirecta (Peres, 2002). Como a organogénese pode envolver a
regeneragdo de gemas a partir de grupos de células meristeméticas, hd casos em que
¢ dificil determinar se o processo de regeneracdo estd ligado a organogénese ou
embriogénese (Peres, 2002).

Obeservagdes efectuadas com recurso a um microscopio optico € a uma lupa
binocular estereoscopica (Figura 3-1) ndo foram concludentes quanto a identificagao
dos diferentes estddios de embriogénese somatica descritos na literatura: i) pro-
embrido, i1) globular, iii) cordiforme, iv) torpedo, v) cotiledonar e vi) plantula. Como
a embriogénese somatica envolve a formacdo de plantas completas a partir de uma
unica célula, as tentativas de confirmacdo de embriogénese somatica levaram a que
se cultivasse tais agregados em tubos de cultura com meio MS isento de qualquer

suplementagdo hormonal.
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Figura 3-1: Desenvolvimento de rebentos na cultura de raizes de P. graveolens, (a)
observacdo com lupa binocular e (b) observagio a vista desarmada.

Como resposta, foram obtidos rebentos caulinares sem rizogénese aparente,
pelo que se concluiu que a morfogénese observada a partir das porgdes de raizes
inoculadas no meio de cultura ndo se devia a indugdo de embriogénese somatica
(estruturas com dois meristemas, caulinar e radicular) mas antes a indugdo de
meristemas adventicios unicos, cujo desenvolvimento unipolar caracteriza o processo

organogénico (Figura 3-2).

Figura 3-2: Rebentos caulinares de P.
graveolens em desenvolvimento a
partir de meristemas adventicios
induzidos em porgdes de raizes
cultivadas em meio MS isento de fito-
reguladores.
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4- Aclimatizacio de Pelargonium graveolens

Apos o estabelecimento de P. graveolens em meio de cultura in vitro como
plantulas completas, a etapa subsequente e final de micropropagagdo para fins
comerciais consiste da aclimatizagdo das plantas. A Figura 4-1 mostra as etapas do

processo de aclimatizacao durante as primeiras semanas.

Figura 4-1: Plantas micropropagadas de Pelargonium
graveolens em processo de aclimatizagdo: (a) 1° semana, (b) 2°
semana, (¢) 3% semana, (d) 4* semana.

Esta espécie respondeu muito bem ao processo de transferéncia das plantulas
in vitro para condi¢des ex vitro e respectiva aclimatizacdo em vaso, nas condi¢des
ambientais do Laboratorio de Biologia e Biotecnologia Vegetal da UM em que os
vasos foram mantidos, com uma taxa de sucesso da ordem dos 75%. Durante o
processo de aclimatizagdo, nas duas primeiras semanas, para que fossem mantidas
condi¢des de maxima humidade, os vasos ficaram envoltos por pléstico transparente,
simulando estufins individuais para protec¢do da planta. No decorrer deste periodo
eram feitos furos no plastico de forma a permitir gradualmente, maior circulacao de
ar e menor taxa de humidade na atmosfera envolvente da parte aérea da planta. No

final da segunda semana, os plasticos foram removidos por completo e as plantas
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sujeitas as condigdes ambientais do Laboratério de Biologia Vegetal. Pelargonium
graveolens teve um rapido estabelecimento in vitro e foi a Unica espécie entre as
estudadas em que houve rizogénese e aclimatizagdo no curto espago de tempo que
durou a realizacdo deste trabalho, a semelhanga alids, do que ja tinha sido conseguido

por outros autores (Hassanein and Dorion, 2005).

5 - Transformaciao mediada por Agrobacterium rhizogenes

No ensaio efectuado para o estabelecimento de um protocolo de
transformagdo de P. graveolens ndo se observou resposta a ndo ser a fenolizagdo
progressiva e, posteriormente, a contaminagdo dos segmentos peciolares utilizados
como explantes, para este efeito (Figura 5-1). Quando os explantes foram
transferidos para as placas de Petri com meio MS contendo o antibidtico
“Ticarcillin” ainda ndo havia sinais nem de desenvolvimento de raizes, nem de
degeneracdo dos explantes. Passadas cerca de duas semanas apareceram
contaminagdes dos explantes. As contaminagdes eram originadas nos proprios
explantes e ndo no meio, pois as bactérias apareciam inicialmente na superficeis dos

segmentos peciolares.

Figura 5-1:  Explantes contaminados de
Pelargonium graveolens submetidos ao protocolo de
infeccdo por A. rhizogenes.

Contudo, um unico explante mostrou indicios de formacdo de um primoérdio

radicular (Figura 5-2), este foi o primeiro sinal de desenvolvimento de hairy roots.
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Deste resultado se infere que as condigdes deste ensaio preliminar carecem de
aperfeicoamento para que ocorra a activacao dos genes de viruléncia, por um lado, e
para eliminar do explante infectado o vector de transformacdo (Agrobacterium
rhizogenes) apds a sua utilizagdo para a transferéncia do T-DNA. Este tnico indicio
constitui porém, um bom indicador de que ¢ possivel a transformagdo genética por
esta via, restando para o efeito optimizar as condi¢des de transformacdo. Essa
optimizacdo passa por testar outros tipos de explantes, estirpe de Agrobacterium
utilizada como vector, os tempos de co-cultura, a eventual adi¢do de constituintes
fenolicos, tipo siringona, acetossiringona ou compostos analogos, conhecidos pelo
seu papel na inducdo dos genes de virulencia, titulagdo da bactéria, tipo,
concentragdo e tempo de tratamento com antibidtico utilizado na eliminagdo de

Agrobacterium apés a sua utilizagdo como vector de transformagao.

Figura 5-2: Explante de Pelargonium graveolens submetido a transformagao por 4. rhizogenes,
com 1°* indicios de formagéo de hairy roots.

A transformagdo genética mediada por Agrobacterium sp. constitui um
processo integrado que envolve uma escolha criteriosa de muitas varidveis, as quais
tém de ser definidas individualmente para cada sistema vegetal (Amoah et al, 2001).
Algumas publicagdes tém descrito apenas aspectos metodologicos de transferéncia
de genes envolvendo Agrobacterium, como vector da transformacdo, ressalvando
porém, que o processo pode ser dificil e moroso (Oriniakova et al, 1999). De acordo
com Dahleen e colaboradores (2001) um dado protocolo de transformagdo mediado
por Agrobacterium sp. pode, em algumas experiéncias, resultar varios transformantes
e noutras falhar completamente, dada a variabilidade no que respeita a
susceptibilidade das plantas a infecc¢ao por este tipo de vector.

A variabilidade no que respeita a susceptibilidade a infec¢do por

Agrobacterium sp. ocorreu também com Humulus Ilupulus L. cuja taxa de
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transformagdo se revelou nalguns trabalhos, aquém do esperado (Castro, 2004). Os
protocolos de transformacdo mediada por Agrobacterium sp. estdo entre os mais
simples e baratos, requerendo paciéncia e cuidados de manipulacdo durante todo o
processo. Devido ao tempo limitado para a execugao deste trabalho, nao foi possivel
realizar novas experiéncia ou repeticdes para obtencdo de transformantes sendo,
porém, perceptivel que € possivel transformar esta espécie por esta via, tal como alias

tem sido referido por outros autores (Bi et a/,1999 e Saxena et al, 2007).

6- Estudo da composicao dos éleos essenciais produzidos por plantas in vivo e
culturas in vitro

Neste dominio foram atingidos importantes objectivos, designadamente: (i) -
caracterizacao dos oOleos essenciais (OE) produzidos pelas quatro espécies de plantas
aromaticas ¢ medicinais (PAM), alvo deste trabalho, dando contributo para a
definicdo de marcadores quimicos para controlo de qualidade dos OE destas
espécies; ii) - determinagdo do perfil dos OE produzidos por culturas in vitro das
quatro espécies, daqui resultando dados inéditos, uma vez que nao se encontrou nada
descrito na literatura sobre produ¢do de OE em culturas in vitro de algumas. Com
este trabalho foram também adquiridas competéncias no dominio das técnicas de
isolamente e técnicas analiticas de metabolitos secunddrios, designadamente
constituintes dos 6leos essenciais, assim como da sua produgdo biotecnologica por
culturas in vitro com monitorizac¢do analitica da producdo a escala micro e nano. Tais
competéncias sdo importantes em qualquer instituicdo que se dedique a aromaterapia
ou a producdo de OE para aromaterapia, ou outras aplicacdes em que o controlo de
qualidade deste tipo de matéria prima, ou produto, seja uma exigéncia. Nesta
perspectiva, as competéncias desenvolvidas ndo tém apenas a haver com o dominio
das técnicas analiticas dos oOleos essenciais, mas também com conhecimento de
quatro dos Oleos essenciais mais frequentemente utilizados em aromaterapia, pelas
suas propriedades ansioliticas e preventivas e/ou curativas de doencgas

neurodegenerativas.
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6.1) Isolamento dos 0leos essenciais e determinacio dos respectivos rendimentos

A quantidade de biomassa disponivel dos 6rgdos cujos 6leos essenciais foram
estudados (folhas e flores e de plantas in vivo e folhas de plantulas in vitro) era
insuficiente para a determinacao, por leitura directa da quantidade de 6leo isolado no
aparelho de tipo Clevenger utilizado no seu isolamento. Por esse motivo, nao ¢
possivel apresentar neste trabalho os respectivos rendimentos expressos em volume
de OE por unidade de biomassa. Porém, dado que foi utilizado um volume conhecido
e constante de uma solugdo de 5-a-colestano, na concentragao de 1,0 mg/ml, em
hexano, para captura dos constituintes dos OE, ¢ possivel uma aproximacao aos
teores absolutos de cada um dos componentes na biomassa, recorrendo a técnicas de
analise quantitativa por GC-FID e, fazendo o somatdrio, inferir o teor do OE na
biomassa, expresso em unidades de massa de OE por unidade de biomassa
processada. Esta metodologia foi aplicada as quatro espécies de PAM abrangidas por

este trabalho.

6-2- Oleos essenciais de Salvia sclarea

As composi¢des dos OE de folhas de plantas in vivo e de folhas de plantulas
in vitro encontram-se descritas na Tabela 6-1. A composicdo dos OE de flores
colhidas em Setembro de 2008 e Julho de 2009 estdo descritas na Tabela 6-2.

A andlise quantitativa do OE de folhas de plantas in vivo e culturas in vitro de
S. sclarea revelou teores especificos, expressos em massa de OE por unidade de
biomassa seca, da ordem de 0,46 mg/g em folhas de plantas in vivo € 0,97 mg/g em
folhas de plantulas in vitro, ou seja, cerca de 0,05% e 0,10% (w/w) respectivamente.
O grupo de compostos prevalecente nas folhas de plantas in vivo foram os
sesquiterpenos representando cerca de 90% do OE ao passo que nas plantulas in vitro
este grupo representava cerca de 22% do OE, pelo facto de um tnico composto, o
fitol, diterpeno oxigenado, representar por si s6, 74% do OE nas folhas destas
culturas (Tabela 6-1). Este composto ocorre naturalmente como cadeia
hidrocarbonada esterificada com o grupo carboxila do quarto anel pirrélico do grupo
heme da clorofila (Buchanan et al, 2000; Vavilin e Vermaas, 2007) e a sua

acumulacdo nas folhas das culturas in vitro pode reflectir a degradacdo fotoinduzida
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deste tipo de pigmentos fotossintéticos dada a elevada intensidade luminosa a que
estavam sujeitas na sala de ambiente controlado onde se desenvolveram (Tabela 2.1
na secao II).

Os constituintes maioritarios presentes no OE de folhas de plantas in vivo de
S. sclarea foram, por ordem decrescente, o germacreno D (51%), E-cariofileno
(12%), vy-gurjuneno (10%), a-copaeno (6%) e o-elemeno (3%). Nas folhas de
plantulas in vitro os dois sesquiterpenos maioritarios foram o germacreno D (15%) e
E-cariofileno (3%). A predominancia do germacreno D face a outros constituintes
dos OE das folhas desta espécie tinha ja sido observada por outros autores (Carrubba

e tal., 2002).

Tabela 6-1: Composicdo dos Oleos essenciais obtidos por hidrodestilagdo de
folhas de plantas in vivo e pantulas in vitro de Salvia sclarea.

Folhas de plantulas in
Folhas de plantas vitro (0,50 mg/L ZEA +

IK

IK in vivo 0,04 mg/L GA; + 0,02
Compostos GC
GC* mg/L NAA)
MS*
Quantidade Quantidade
(% *% (% *%
UZ/E peso seco Ug/g peso seco

mirceno 992 992 0,5 £ 0,05 0,1 - -
E-pB-ocimeno 1052 1049 1,1 + 0,26 0,3 - -
y-terpineno 1060 1062 46 + 1,35 1,0 - -
ni 1266 1205 1,3 0,2 - -
ni 1272 1294 1,0 0,2 - -
ni 1325 1329 1,1 £ 0,25 0,3 6,2 £ 0,17 0,6
o-elemeno 1335 1339 143 + 3,14 31 7,0 £ 0,32 0,7
a-cubebeno 1348 1351 1,1 £ 0,24 0,2 - - -
o-copaeno 1372 1377 27,4 + 5,54 6,0 3,8 £ 0,04 0,4
f-cubebeno 1386 1390 4,7 £ 1,60 1,3 - -
S-elemeno 1388 1392 8,1 £ 1,95 1,7 - -
E-cariofileno 1412 1419 573 = 11,95 125 32,6 = 0,05 3.4

Germacreno D
1423 1430 43 + 0,94 0,9 36 £ 1,28 0,4

isom #1
ni 1439 1445 1,6 £ 0,36 0,4 - -
ni 1447 1454 4,1 + 0,85 0,9 - -

Germacreno D 1475 1481 233,0 + 48,31 50,7 1469 + 0,74 15,2
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ni 1490 1496 47,0 + 9,43 10,3 - -

y-cadineno 1510 1515 1,2 £ 0,20 0,3 - -

o-cadineno 1519 1524 12,0 £ 2,3 2,6 13,5 + 0,69 1,4
espatulenol 1571 1578 57 £ 1,12 1,2 - -

oxido de

cariofileno 1575 1583 38 £ 1,0 0,8 - -

ni 1650 1656 3,5 £ 0,73 0,8 - -

ni 1780 1783 - - 3,6 £ 0,83 0,4
ni 1866 1870 1,0 £ 0,06 0,2 - -

ni 1870 1881 52 + 1,22 1,1 86 = 5,72 0,9
ni 1949 1960 72 + 1,31 1,6 - - -

ni 1960 1964 85 = 1,07 2,0 242 + 5,72 2,5
fitol 2108 2112 - - 7153 + 3,06 74,1
Total 460,3 + 952 100,0 965,2 + 13,34 100,0
% identificacao 93,2 96,1
Compostos agrupados

Monoterpenos hidrocarbonetos 6,1 = 1,36 1,4 - -

Sesquiterpenos hidrocarbonetos  411,5 + 85,85 89,9 213,5 + 329 22,1

Sesquiterpenos oxigenados 9,5 £ 2,12 2,1 - -
Diterpeno - - 715,3 = 3,06 74,1
Outros 332 + 59 6,5 364 £ 6,99 3.8

ni - composto ndo identificado
*Indices de Kovats determinados em relagdo a série de n alcanos
**Percentagem relativa do composto no total da amostra

A relativa simplicidade de composi¢do do OE de folhas de plantulas in vitro,
pode ser explicado pela pequena quantidade de material disponivel para a
hidrodestilacao (0,42g de plantulas em peso fresco), conforme descrito na Tabela 4-
1, se¢do II. Em tais situagdes, alguns compostos podem ficar abaixo do limiar de
deteccdo e outros podem ndo ser identificados pelo facto de as diferengas de
sinal/ruido serem muito pequenas, o que dificulta a interpretagdo dos espectros de
massa.

As flores de S. sclarea apresentam teores de OFE bem mais elevados que os
das folhas embora muito diferentes nas 2 amostragens efectuadas nos dois anos
consecutivos e em meses nao coincidentes: 7,7 mg/g de biomassa seca, em Setembro
de 2008, e 2,2 mg/g de biomassa seca, em Julho de 2009, correspondendo a
rendimentos de cerca de 0,8% e 0,2% (w/w) respectivamente (Tabela 6-2). O OE
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das flores de S. sclarea ¢é caracterizado pela presenga de teores elevados de
monoterpenil ésteres, monoterpenos oxigenados e sesquiterpenos. Os constituintes
maioritarios de cada um destes grupos foram o acetato de linalilo (28,8-45,3%),
linalool (13,9-17,2%) e germacreno D (13,9-11,4%), em Set/08 e Jul/09,
respectivamente (Tabela 6-2). Estes resultados estdo em concordancia com
resultados publicados por outros autores relactivamente aos dleos essenciais desta
espécie (Carrubba et al, 2002; Pitarokili et al, 2002; Lorenzo et al, 2004 e Fraternali
et al, 2005).

O esclareol ¢ um diterpeno tipico desta espécie (Carrubba et al, 2002), cuja
acumulacdo em Setembro de 2008 era muito mais abundante do que em Julho de
2009, relagdo esta inversa a do acetato de linalilo e linalool (Tabela 6-2 e Figura 6-1).
O facto de os teores de linalool e seu éster, acetato de linalilo, presentes nos OE das
flores, serem mais elevados em Julho do que em Setembro pode estar correlacionado
com o seu papel como mensageiro quimico envolvido na atraccdo de insectos
polinizadores (Harrewiijn ef al, 2001; Tollsten e Ovstedal, 2008). O germacreno D
constitui o principal sesquiterpeno nas folhas desta espécie, porém, muito mais
representado nas flores (1,08 mg/g de peso seco) que nas folhas (0,2 mg/g de peso

seco) (Figura 6-3).

Tabela 6-2: Composicao dos 6leos essenciais obtidos por hidrodestilacdo de flores de
Salvia sclarea colhidas em Setembro de 2008 e em Julho de 2009.

IK Flores Set/2008 Flores Jul/2009
Compostos - GC Quantidade Quantidade
GC* (%) ** (%) **
MS* Mg/ peso seco ug/g peso seco
mirceno 992 992 104,2 + 18,53 1,3 66,7 £ 9,53 3,0
a-terpineno 1017 1019 1,2 £ 0,23 tr - -
limoneno 1030 1032 20,9 + 3,89 0,3 9,6 £ 1,22 04
Z-p-ocimeno 1039 1040 50,6 =+ 8,89 0,6 19,6 + 2,78 0,9
E-f-ocimeno 1050 1051 100,9 + 17,20 1,3 40,2 £ 6,05 1,8
y-terpineno 1065 1062 1,4 + 0,28 tr - -
terpinoleno 1088 1090 22,6 + 3,95 0,3 72 £ 1,06 0,3
linalool 1105 1101 1086,7 + 176,12 13,9 3852 + 62,31 17,2
allo-ocimeno 1130 1131 44 +£0,76 0,1 2,3 + 0,38 0,1
borneol 1166 1170 1,1 £0,15 tr - -
4-terpineol 1178 1180 2,8 + 0,62 tr - -
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ni 1949 1946 16,4 + 224 0,2 2,7 £03 0,1
ni 1959 1958 14,0 £ 1,98 0,2 - -

ni 1965 1971 44,1 + 6,83 0,6 - -

ni 1978 1991 49,8 + 8,82 0,6 - -

manool 2057 2057 88,1 + 12,27 1,1 - -

esclareol 2210 2220 12947 + 133,18 17,1 21,5 + 1,8 1,0
Total 7659,2 + 1161,5 100,0 2229,7 + 349,5 100,0
% identificaciao 97,2 99,6
Compostos agrupados

Monoterpenos hidrocarbonetos 306,3 + 53,73 3,9 1456 + 21,02 6,6
Monoterpenos oxigenados 13754 + 2243 17,59 481,6 + 77,56 21,5
Monoterpenil ésteres 24044 + 378,33 30,82 1058,5 + 169,83 474
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 1786,8 + 290,72 22,89 481,2 + 73,37 21,6
Sesquiterpenos oxigenados 1484 + 23,44 1,91 13,4 £ 1,9 0,61
Diterpenos oxigenados 1382,8 + 14545 18,28 21,5 £ 1,8 1,0
Outros 255,3 + 45,52 4,61 27,9 + 4,02 1,24

ni - composto ndo identificado

tr- "trace amounts"

*Indices de Kévats determinados em relagdo a série de n alcanos

**Percentagem relativa do composto no total da amostra
? Duvidas de identifica¢do

OE (mgfg peso seco)
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Figura 6-1: Teores dos constituintes principais obtidos a partir do
OE das folhas in vivo e in vitro e das flores colhidas em Set/08 e
Jul/09 de Salvia sclarea.
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Uma observagdo comparativa das Tabelas 6-1 e 6-2, permite constatar a
maior diversidade da composicao dos OE das flores face ao OE das folhas. Enquanto
que nos OE de folhas h4a uma prevaléncia de sesquiterpenos hidrocarbonetos, onde o
maioritario ¢ o germacreno D, nos OE das flores, apesar do teor especifico de
germacreno D ser substancialmente mais elevado que nos OE das folhas, o grupo
prevalecente ¢ o dos monoterpendides, com destaque para o linalool e acetato de
linalilo. Plantas de S. sclarea, cultivadas em Itdlia apresentaram também diferengas
relevantes em termos qualitativos e quantitativos quanto aos OE das inflorescéncias e
folhas, sendo as primeiras caracterizadas por um elevado teor de linalool (26-29%) e
acetato de linalilo (35-53%) e as ultimas pelo elevado teor de germacreno D (68-

69%) (Carruba e fal., 2002).

6.3- Oleos essenciais de Salvia officinalis cv "“purpurascens”

A andlise dos OE de plantas in vivo de S. officinalis cv "purpurascens” e
respectivas culturas in vitro mantidas em meio MS suplementado com 0,25 mg/L de
BA revela que as respectivas composigdes sdo dominadas pela presenga de
monoterpenos oxigenados, hidrocarbonetos monoterpénicos e hidrocarbonetos

sesquiterpénicos (Tabela 6-3).

Tabela 6-3: Composicdo dos Oleos essenciais obtidos por hidrodestilacdo da
parte aérea de plantas in vivo e plantulas in vitro de S. officinalis cv

"purpurascens’.
Parte aérea in vitro
IK Parte aérea in vivo
IK (0,25BA)
Compostos GC
GC* Quantidade Quantidade
MS* (% %% (% *%
UZ/8 peso seco MZ/8 peso seco

tricicleno 923 926 72 £+ 0,59 0,2 0,1 £+ 0,002 tr
a-tujeno 928 930 149 += 1,04 0,5 2,5 + 0,03 0,2
a-pineno 935 938 138,1 + 941 4,3 3,7 £ 0,04 0,3
canfeno 950 953 1589 + 10,93 4,9 61,3 + 4,09 5,7
sabineno 974 977 153 + 0,99 0,5 45 + 0,09 0,4
[S-pineno 977 980 6083 + 44,60 18,9 181,6 + 2,12 17,0
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mirceno 990 992 132 + 5,33 0,4 8,6 = 0,11 0,8
n-decano 996 999 0,8 + 0,01 tr - - -
o-terpineno 1016 1019 34 + 0,89 0,1 0,04 + 0,002 tr
orto-cimeno 1025 1028 17,5 + 10,50 0,6 2,0 £ 0,02 0,2
limoneno 1032 1032 470 £+ 6,39 1,5 27,7 £ 0,25 2,6
1,8-cineole 1035 1034 41,5 + 14,82 1,3 - - -
Z-f-ocimeno 1038 1040 6,7 + 2,31 0,2 - - -
y-terpineno 1059 1061 74 £ 297 0,2 58 £+ 0,04 0,6
hidrato cis-
sabineno 1071 1070 79 += 1,78 0,3 - -
terpinoleno 1087 1090 42 + 0,72 0,1 58 = 0,04 0,5
acetato de
terpinenil d» 1097 1099 6,8 = 1,09 0,2 - -
cis-tujona 1103 1108  462,8 + 36,81 14,4 43,9 + 0,33 4,2
trans-tujona 1115 1119 492 + 4,43 1,5 10,8 + 0,04 1,0
ni 1129 1131 10,8 + 833 0,3 - -
canfora 1142 1148 320,0 + 29,27 10,0 75,6 + 0,45 7,1
trans-3-pinanone 1159 1164 77,0 + 6,37 2,40 9,0 + 0,05 0,8
borneol 1164 1169 40,6 + 581 1,27 63 = 0,05 0,6
cis-3-pinanone 1172 1177 20,8 + 1,80 0,65 + - -
terpinen-4-ol 1188 1180 10,9 += 7,50 0,33 1,0 £ 0,48 0,1
a-terpineol 1193 1192 23,3 + 10,86 0,71 - -
ni 1207 1204 24 + 0,76 0,07 - -
verbenona 1214 1214 23 £+ 0,50 0,07 1,5 £ 0,02 0,1
acetato de bornilo 1283 1287 57 + 0,19 0,18 26,2 + 0,03 2,5
J-elemeno 1333 1339 40 + 3,03 0,12 0,8 + 0,006 0,1
a-cubebeno 1347 1351 133 £ 0,14 0,41 23 £ 0,01 0,2
o-ylangeno 1368 1373 550 = 0,82 0,2 - -
0-copaeno 1376 1376 23,1 £ 4,74 0,7 2,1 £ 0,02 0,2
[S-bourboneno 1379 1385 6,9 + 3,89 0,2 - -
[-cubebeno 1386 1390 113 £ 8,63 0,3 - -
ni 1391 1395 14,1 + 993 0,4 - -
o-gurjuneno 1409 1410 11,1 + 1,82 0,35 47 £ 0,03 0,4
E-cariofileno 1417 1420 85,0 + 32721 2,6 239 + 0,02 2,2
ni 1429 1430 20,1 + 1583 0,6 2,8 + 0,03 0,3
y-elemeno 1438 1440 10,6 += 4,09 0,3 - - -
a-humuleno 1455 1455 4319 = 44,04 13,5 283,1 £ 0,90 26,5
alo-
aromadendreno 1457 1462 133 + 7,74 0,4 - -
y-Muuroleno 1479 1477 18,9 + 12,80 0,6 16,9 + 0,18 1,6
germacreno D 1484 1481 12,5 £ 9,53 0,4 1,1 £ 0,01 0,1
ni 1489 1494 64,9 + 2835 2,0 - -
y-cadineno 1509 1515 12,1 += 0,34 0,4 - -
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o-cadineo 1518 1525 98,2 + 8,58 3,0 11,7 + 0,02 1,1
ledol ? 1566 1568 179 = 781 0,5 13,1 £ 0,11 1,2
espatulenol 1575 1578 10,6 + 0,15 0,3 - -
viridiflorol ? 1593 1591 72,8 + 25,01 2,2 86,5 + 0,27 8,1
ni 1607 1603 17,5 + 9,77 0,5 12,7 + 0,10 1,2
ni 1614 1609 3,1 =+ 1,83 0,1 0,9 = 0,04 0,1
manool 2063 2055 1204 + 8,54 3,7 129,2 + 0,046 12,1
Total 32243 + 490,03 100,0 10692 + 10,12 1000
% identificacido 96,0 98,5

Compostos agrupados

Monoterpenos hidrocarbonetos 1056,9 + 99,54 32,9 303,7 + 6,83 28,4
Monoterpenos oxigenados 10144 + 99,81 31,6 146,3 + 0,94 13,8
Monoterpenil ésteres 39,9 + 18,55 1,2 272 + 0,51 2,5
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 7577 + 1424 23,5 346,7 + 1,20 32,7
Sesquiterpenos oxigenados 101,2 + 32,97 3,1 99,6 + 0,38 9,3
Diterpenos 1204 + 8,54 3,7 129.2 + 0,05 12,1
Outros 133,9 + 8822 4,1 16,5 £ 0,21 1,2

]
ni - composto ndo identificado
tr- "trace amounts"
*Indices de K6vats determinados em relagdio a série de n alcanos
**Percentagem relativa do composto no total da amostra
? Duvidas na identifica¢do

O perfil geral da composicao dos OE de S. officinalis cv "purpurascens” nao
difere muito das plantas in vivo para as plantulas in vitro. Porém, as plantas in vivo
apresentam teores de OE cerca de trés vezes mais elevados (3,2 mg/g de biomassa
seca) do que os das plantulas in vitro (1,1 mg/g de biomassa seca). Os compostos
maioritarios presentes nos respectivos OE e suas percentagens relativas sdo muito
semelhantes estando as diferencas dos OE, basicamente no numero total de
compostos detectados e respectivos teores individuais que no caso das plantas in vivo
sdo superiores aos registados no 6leo das plantulas in vitro (Tabela 6-3 e Figura 6-2).

Os constituintes com maior representatividade nos OE das plantas in vivo
foram B-pineno (18,9%), a-tujona (14,4), a-humuleno (13,5%), canfora (10,0%),
canfeno (5,0%), a-pineno (4,3%), manool (3,7%), d-cadineno (3,0%), E-cariofileno
(2,6%) e viridiflorol (2,2%) e nos OE das plantulas in vitro foram o-humuleno
(26,5%), P-pineno (17,0%), manool (13,1%), viridiflorol (8,1%), canfora (7,1%),
canfeno (5,7%), a-tujona (4,2%) e E-cariofileno (2,2). A presenca predominante de

B-pineno, a-tujona e cinfora no OE desta espécie foi também observada por outros
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autores (Santos-Gomes e Fernandes-Ferreira, 2003, Marino et al, 2001). Porém,
como esta planta pode ser cultivada em diferentes localidades e sob diferentes
condigdes, ¢ possivel também encontrar resultados diferentes na analise dos
constituites dos OE de S. officinalis, tais como teores diferenciados de cis e trans-

tujona (Avato et al, 2005), de 1,8-cineole e de borneol (Hayouni et al, 2008).
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Figura 6-2: Teores dos constituintes principais obtidos a partir do OE das

plantas in vivo e in vitro de Salvia officinalis cv "purpurascens”.

Como se pode constatar pela Figura 6-2, os constituintes dos OE das
plantulas in vitro mais representados sao a-humuleno, f-pineno e manool, resultado
este diferente do obtido por Santos-Gomes e Fernandes-Ferreira (2003) para
plantulas de S. officinalis desenvolvidas em meio MS suplementado com BA cujo
OE, apresentava como constituintes maioritarios, a canfora, B-pineno e cis-tujona. Os
OE de plantas in vivo de S. officinalis cv "purpurascens” apresentavam teores
percentuais de a-humuleno (13,5%) significativamente inferiores aos dos OE de
plantulas in vitro (26,5%), embora em valor absoluto a relacdo seja inversa (Figura

6-2).
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6.4- Oleos essenciais de Rosmarinus officinalis

A composicdo dos OE obtidos por hidrodestilacdo da parte aérea vegetativa e
das flores de plantas in vivo bem como a dos OE de plantulas cultivadas in vitro
(parte aérea) de R. officinalis encontra-se descrita na Tabela 6-4. O somatorio dos
teores especificos absolutos de todos os compostos conduz a teores de oOleos
essenciais de 12,5 e 5,4 mg/g de biomassa seca na folhas e flores de plantas in vivo,
respectivamente e a teores de 2,0 mg/g de biomassa seca das plantulas in vitro, ou
seja, cerca de 1,3%, 0,5% e 0,2% (w/w) respectivamente (Tabela 6-4).

Em qualquer das trés situacdes, os constituintes maioritarios foram a-pineno,
1,8-cineole, verbenona e canfora. O composto prevalecente foi o a-pineno,
correspondendo a 41,1%, 22,7% e 36,8%, dos OE da parte aérea vegetativa e flores
das plantas in vivo e parte aérea das plantulas in vitro, respectivamente. Estes
resultados, designadamente no que respeita aos constituintes maioritarios, sao
coerentes com os obtidos por outros autores para esta mesma espécie (Baratta et al,
1998, Kaloustian et a/, 2001, Flamini et al, 2002).

Os teores especificos absolutos de cada um dos constituintes maioritaros dos
OE registados nas folhas de plantas in vvo sdo acentuadamente mais elevados do que
os registados nas flores e nas culturas in vifro com destaque para o a-pineno (Figura
6-3). E possivel observar a grande diferenca de teor de o-pineno muito mais elevado
no OE das folhas que nos OE das flores, ou plantulas in vitro (Figura 6-3). O teor
especifico absoluto de a-pineno, nos OE das flores ¢ praticamente semelhante ao do

acetato de bornilo em torno de 0,1% (1,2 e 0,8 mg/g de peso seco, respectivamente).

Tabela 6-4: Composicdo dos oleos essenciais obtidos por hidrodestilacdo da parte aérea e
das flores de plantas in vivo e da parte aérea das plantulas in vitro de Rosmarinus officinalis.

1K Parte aérea in vivo Flores Parte aérea in vitro
Compostos a GC- Quantidade Quantidade Quantidade
GC* (%)** (%)** (%)**

MS* MZ/g peso seco Mg/g peso seco Ug/g peso seco
tricicleno 924 926 16,8 + 1,68 0,1 - - 54 + 1,03 0,3
a-tujeno 928 930 9,0 £ 0,86 0,1 - - 6,5 + 1,25 0,3
a-pineno 936 938  5120,3 + 520,73 41,1 1182,3 + 348,61 22,7 7042 + 122,70 36,8
canfeno 950 953 514,7 + 49,37 4,1 136,9 + 40,65 2,6 123,6 + 24,15 6,4
ni 955 957 55,05 + 5,25 0,4 - - - -
sabineno 974 977 - - - - 4,1 + 0,79 0,2
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oxido de
1585 1583 - - 10,5 + 6,09 0,2 - -
cariofileno
ni 1653 1651 - - 82 +290 0,2 - -
ni 1738 1740 - - - - 44 + 0,96 0,2
ni 1784 1782 - - 12,8 + 7,50 0,2 - -
ni 1885 1889 - - 15,7 + 8,74 0,2 - -
ni 1937 1939 - - 16,8 + 4,49 0,3 - -
ni 2053 2055 - - 23,6 + 7,95 0,4 - -
abietratieno 2059 2068 - - 55 £+ 0,53 0,1 4,0 0,88 0,2
ni 2181 2181 - - 234 + 11,01 04 - -
ni 2269 2288 - - 133,6 + 45,28 2,5 - -
ni 2330 2327 - - 336,3 + 191,95 5,0 16,6 + 17,50 3.8
ni 2571 2559 - - 96,3 + 68,32 1,2 - -
ni 2717 2719 - - 155,1 + 81,32 2.4 - -
Total 12458,3 + 1220,9 100,0 5418,0 + 1873.,5 100,0 1965,2 =+ 404,1 100,0
% identificacio 98,8 84,3 95,9
Compostos agrupados
Monoterpenos hidrocarbonetos 7749,7 + 769,52 62,1 1865,8 + 558,84 35,7 1122,2 + 206,55 58,3
Monoterpenos oxigenados 40146 + 3845 32,2 1540,1 + 490,77 29,1 524,6 + 106,73 26,8
Monoterpenil ésteres 3404 £+ 32,33 2,7 8423 £ 261,10 15,9 205,9 =+ 65,21 9,3
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 63,4 + 576 0,5 1864 <+ 71,14 3,3 25,6 + 5,75 1,3
Outros 290,2 + 28,79 2.4 983,3 £ 491,65 15,9 86,9 + 19,86 43
ni - composto ndo identificado
tr- "trace amounts"
*Indices de Kévats determinados em relagdo a série de n alcanos
**Percentagem relativa do composto no total da amostra
? Duvidas na identifica¢do
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Figura 6-3: Teores dos constituintes principais obtidos a partir do OE das plantulas in

vivo, in vitro e das flores de Rosmarinus officinalis.
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6.5- Oleos essenciais de Pelargonium graveolens

Os dleos essenciais de P. graveolens obtidos por hidrodestilacao de folhas de
plantas in vivo e rebentos caulinares desenvolvidos in vitro apresentaram um perfil
muito heterogéneo, embora com grande parte dos constituintes comuns (Tabela 6-5).
O somatorio dos teores especificos absolutos de todos os constituintes do OE de
folhas de plantas in vivo foi de 30,4 mg/g de biomassa seca ou seja, rendimento de
OE de cerca de 3% (w/w). Estes valores sdo cerca de 60 vezes superiores aos do OE

de rebentos caulinares desenvolvidos in vitro que foram de 0,5 mg/g, ou seja, cerca

de 0,05% (w/w).

Tabela 6-5: Composi¢ao dos 6leos essenciais obtidos por hidrodestilacao de folhas de
plantas in vivo e de rebentos caulinares desenvolvidos in vitro de Pelargonim
graveolens.

Parte aérea in vitro
IK Folhas de plantas in vivo

IK (0,0INAA+0,50BA)
Compostos GC
GC* Quantidade Quantidade (%)*
MS* (%) **
Ug/g peso seco UZ/E peso seco *
a-pineno 936 938 2008,5 + 4477 6,6 82 £ 0,5 1,6
canfeno 950 953 14,7 £ 6,2 tr - -
S-pineno 977 981 70 £ 14 tr - -
mirceno 991 992 186,9 = 1459 0,5 55 £ 0,3 1,1
a-felandreno 1005 1008 18334 =+ 4122 6,0 27,7 £ 1,5 5,4
o-terpineno 1017 1020 13,7 £ 2,9 0,1 6,81 £ 03 1,3
orto-cimeno 1025 1028 2752 + 62,0 0,9 -
f-felandreno 1030 1033 812,5 + 1848 2,7 35 £ 0,2 0,7
Z-p-ocimeno 1039 1041 411,3 + 94,8 1,3 - -
E-f-ocimeno 1049 1051 92,5 + 20,8 0,3 - -
terpinoleno 1087 1091 29,6 = 1,2 0,1 - -
ni 1130 1132 38,0 = 7,0 0,1 0,3 0,1 0,1
mentona 1154 1159 34 £ 0,6 tr - -
isomentona 1172 1177 18812,7 + 42042 61,9 - -
ni 1187 1187 40,1 + 10,1 0,1 - -
o-terpineol 1193 1194 1,6 =+ 0,1 tr - -
ni 1206 1202 6,3 =+ 44 tr - -
piperitona 1254 1260 689,7 £ 155,4 2,3 - -
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citronelilo 1275 1279 - - 20,3 + 0,6 4,0
ni 1317 1307 33 £ 1,0 tr 04 + 0,3 0,1
ni 1324 1329 17,0 £ 3,9 0,1 09 = 0,1 0,2
o-elemeno 1335 1339 19,7 £ 3,9 0,1 43 + 0,2 0,8
a-cubebeno 1351 1351 13,6 = 4,0 0,1 09 + 0,3 0,2
0-copaeno 1372 1376 63,2 £ 13,0 0,2 -+ - -
fS-bourboneno 1380 1385 42,7 £+ 94 0,1 6,7 £ 0,9 1,3
f-elemeno 1387 1392 12,6 + 2,8 0,1 45 + 1,9 0,9
E-cariofileno 1413 1420 426,1 + 96,2 1,4 17,0 = 0,3 33
ni 1434 1430 13,8 £ 0,8 0,1 80 £ 0,2 1,6
o-guaieno 1439 1447 86,5 + 18,6 0,3 140,5 £ 2.2 27,5
ni 1443 1451 63,8 = 33,0 0,2 1.4 £ 0,02 0,3
ni 1447 1455 22,0 + 49 0,1 04 + 0,04 0,1
germacreno D 1483 1482 2477 + 17,9 0,1 19,3 + 4,7 3.8
ni 1492 1489 - - 33 £ 1,5 0,7
y-cadineno 1515 1515 55,1 £ 12,7 0,09 - -
o-cadineno 1518 1526 1398 + 12,9 0,5 19,0 + 0,2 3,7
butanoato de
citronelilo 1527 1528 - - 2,2 + 0,04 0,4
ni 1552 1559 - - 32,8 + 0,4 6,4
ni 1560 1565 - - 1,5 + 0,04 0,3
tiglato de 2-fenil-
il 1581 1589 909,7 + 195,5 3,0 - -
10-epi-y-eudesmol 1610 1623  1824,1 + 3813 6,1 117,5 1,3 23,0
ni 1638 1644 2334 + 80,1 0,9 - -
ni 1645 1656 6792 + 140,6 2,3 - -
tiglato de geranilo

1702 1703 - - 1, £ 0,5 0,2
¢
ni 1718 1722 422,1 + 84,1 1,4 6,9 £ 0,07 1,3
ni 1753 1758 - - 36,6 + 0,2 7,2
ni 1815 1855 - - 12 + 0,5 0,2
ni 1947 1952 - - 12,3 £ 0,03 2,4
Total 30364,3 + 68783 100,0 510,7 £ 19,5 100,0
% identificaciao 95,8 80,6
Compostos agrupados
Monoterpenos hidrocarbonetos 5685,3 + 13799 18,5 51,7 £ 2,7 10,1
Monoterpenos oxigenados 19507,4 + 4360,3 64,2 - -
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Monoterpenil ésteres - - 22,5 + 0,7 4,4
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 884,0 + 1914 2,9 212,2 + 10,7 41,6
Sesquiterpenos oxigenados 2733,8 + 576,8 7,5 1254 + 1,9 24,6
Outros 1553,8 + 370,0 6,9 98,8 + 3,5 19,4

ni - composto ndo identificado

tr - "trace amounts"

? Duvidas de identificagdo

*Indices de Kovats determinados em relacdio a série de n alcanos
**Percentagem relativa do composto no total da amostra

Os seis constituintes maioritarios identificados no OE de folhas de plantas in
vivo de P. graveolens sdo, por ordem decrescente, a isomentona (62,9%), a-pineno
(6,6%), 10-epi-y-eudesmol (6,1%), a-felandreno (6,0%), tiglato de 2-fenil-etilo
(3,0%) e p-felandreno (2,7%), ao passo que no OE das plantulas in vitro sao o a-
guaieno (27,5%), 10-epi-y-eudesmol (23,0%), a-felandreno (5,4%), formato de
citronelilo (4,0%), germacreno-D (3,8%), 6-cadineno (3,7%) e E-cariofileno (3,3%).
Do OE das plantulas in vitro fazem parte dois constituintes ndo identificados cujos
teores sdo de 6,4% e 7,2%. Facto relevante a assinalar ¢ a, pelo menos aparente,
auséncia da isomentona e do tiglato de 2-fenil-etilo no OE de plantulas in vitro,
quando o primeiro destes compostos, por si sO, representa mais de 60% do OE de
folhas de plantas in vivo (Tabela 6-5). Por outro lado o principal constituinte do OE
produzido in vitro, a-guaieno, € minoritario no OE obtido das plantas in vivo. Outra
diferenca a assinalar ¢ a auséncia de formato de citronelilo nos OE de plantas in vivo.
Outras diferencas assinalaveis encontram-se nas concentragdes do 10-epi-y-
eudesmol, FE-cariofileno, germacreno D e J-cadineno, substancialmente mais
elevadas nos OE produzidos pelas plantulas in vitro, e nas concentragdes de a-pineno
e p-felandreno, substancialmente mais elevadas nos OE das plantas in vivo. O a-
guaieno e y-eudesmol sdo referidos como maioritarios nos OE de alguns genotipos
de plantas de P. graveolens do Norte da india (Ram ez al, 1995). Por outro lado, a
maioria dos trabalhos que descrevem os constituintes do o6leo essencial de
Pelargonium sp, demonstram uma forte presenca de geraniol e citronelol (Rao et al,
2002; Saxena et al, 2007). As diferencas de composicao, designadamente quanto aos
teores relativos dos constituintes dos dleos essenciais de uma dada espécie de planta
submetida a condi¢des diferentes sdo, com frequéncia, atribuidas a respectiva

diversidade genética (Skoula et al, 2000).
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No caso presente deste trabalho, podemos especular que a aparente auséncia
de alguns constituintes do OE de plantas in vivo no OE de plantulas in vitro se deve a
sua falta de deteccao pelo facto de se ter utilizado pequena quantidade de material na
hidrodestilacao. Porém, esta hipdtese dificilmente poderéd explicar o inverso. A maior
quantidade e maior diversidade de composicao dos OE das plantas in vivo, pode ter
explicagdo no efeito de uma gama mais diversificada de factores de stresse
ambiental, como defendem alguns autores (Ellis, 1988; Lima et al., 2003).

Neste estudo, o grupo dos monoterpenos nos OE de plantas in vivo ¢
maioritario, representando cerca de 83%, ao passo que o grupo maioritario dos OE de
plantulas in vitro é o dos sesquiterpenos, representando cerca de 66% (Tabela 6-5).
Como os monoterpenos sdao compostos voldteis muito sensiveis as temperaturas,
podem ser em parte perdidos durante a manipulacdo das plantulas, desde a sua
retirada do meio até o inicio do processo, visto que as plantulas in vitro sdo muito
mais sensiveis a perdas de agua. De acordo com alguns autores, a composi¢ao dos
OE de Pelargonim sp ¢ afectada por factores ambientais, designadamente
temperatura (Rajeswara et al., 1996). Um estudo com Mentha spicata demonstrou
que a quantidade de monoterpenos depende da ontogenia dos tricomas glandulares
(Gershinzon et al, 1989). Deste modo, a imaturidade das folhas de plantulas in vitro
de P. graveolens, podera estar na base da menor complexidade e diferengas
quantitativas dos constituintes comuns do respectivo OE, face ao OE de folhas e OE
de flores de plantas in vivo.

Mesmo se tratando de material vegetal com mesma origem, j4 que as
plantulas in vitro foram obtidas de explantes retirados das mesmas plantas in vivo de
onde foi isolado o respectivo OE, as diferencas finais em resposta as mudangas
ambientais, luminosidade, humidade, fotoperiodo e suplementagdo hormonal, sdo
muito evidentes. Estes resultados indicam a grande plasticidade fenotipica desta
espécie. Porém, como ainda nao ha o conhecimento total das vias biossintéticas de P.
graveolens, ¢ dificil encontrar explicagdes mais concretas para os resultados obtidos

neste trabalho.
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6.6) Utilizaciao dos oOleos essenciais das espécies estudadas em aromaterapia

O aumento da procura de produtos naturais, designadamente 6leos essenciais
para aplicacdes terapéuticas justifica a relevancia da investigagdo cientifica em
dominios da sua caracterizagdo quimica, producdo biotecnologica e actividades
biologicas. Uma das utilizagdes dos OE ¢é em aromaterapia, uma terapia
complementar que utiliza 6leos essenciais para efeitos de recuperagdo de estados de
depressdo e ansiedade, perdas de memoria e neuropatologias, relaxamento, reducao
dos niveis de stresse e alivio das tensdes musculares (Thorgrimsen et al, 2007).
Porém, esta pratica ¢ ainda encarada em termos holisticos, muito baseada em
conhecimentos empiricos € os aromaterapeutas pouco exigem do controlo de
qualidade dos 6leos que usam.

O controlo de qualidade dos 6leos essenciais utilizados nesta técnica de
medicina alternativa, com base na determinagao da respectiva composicao, a par da
determinagdo de efeitos farmacologicos e toxicoldgicos devera passar a ser uma
exigéncia como forma de credibilizar a aromaterapia a luz dos conceitos da medicina
moderna ocidental. Este trabalho centrou-se na caracterizacdo dos OE fazendo-se
uma abordagem superficial & sua producdo biotecnoldgica por meio de culturas in
vitro. Nao foram definidos objectivos especificos no ambito das respectivas
actividades bioldgicas, razdo pela qual nao foram realizadas experiéncias neste
dominio. Porém, ¢ possivel agora compararar os constituintes presentes nos 6leos
analisados com os de OE citados na literatura por possuirem actividades sobre o
sistema nervoso central.

Os efeitos antioxidantes dos OE de espécies pertencentes a familia Lamiaceae
(Cuvelier et al, 1994) ¢ visto como uma potencial forma de prevencao das doencgas
degenerativas, que sdo aquelas que envolvem a morte celular na presenga dos
radicais livres (Eidi et al/, 2006). Esta ¢ uma caracteristica importante que deve entrar
nos critérios de escolha das espécies cujos OE sdo utilizados em aromaterapia com
finalidade neuroprotetora.

Os OE também podem actuar como inibidores da actividade de AchE, uma
enzima envolvida na hidrdlise da acetilcolina e que leva a progressao da doenga de
Alzheimer (Dohi et al, 2009), doenga associada ao avanco da idade ¢ muito comum

actualmente (Eidi ef al, 2006). Varios componentes dos 6leos sdo investigados pelo
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seu efeito sobre esta enzima, AchE, tendo sido constatado que a maioria dos
inibidores da AchE sdo terpenodides (Miyazawa e Yamafuji, 2005). Os indices ICs
(concentracdo que determina 50% de inibi¢do) para AchE, determinados para o 1,8-
cineole e do a-pineno sao muito baixas, 0.015 e 0.022 mg/mL, respectivamente
(Dohi e tal., 2009). Outros autores tinham ja destacado a actividade destes compostos
sobre AchE (Orhan e tal., 2008). Estes dois monoterpendides, 1,8 cineole e a-pineno,
estdo entre os compostos maioritarios dos 6leos essenciais de folhas e flores de
plantas in vivo e plantulas in vitro de R. officinalis, estudadas neste trabalho, o que
permite perspectivar a sua aplicagdo e acgdo efectiva na prevengdo e tratamento de
doengas neurodegenetrativas. Analises e ensaios de actividade antioxidante de OE de
R. officinalis revelaram que os monoterpendides 1,8- cineole, a- e (- pineno,
presentes como constituintes maioritarios, neutralizavam os radicais livres (Wang et
al, 2008). Nos OE das plantas de R. officinalis, estudadas no ambito desta
dissertacdo, o B-pineno nao é composto maioritario mas, nos OE de S. officinalis cv
“purpurascens” este composto esta entre os principais constituintes .

Em muitas publicacdes cientificas, diversas espécies do género Salvia sdao
descritas como potenciadoras da memoria (Perry et al, 2000; Tildesley et al, 2003;
Eidi er al, 2006). Estas conclusdes resultam de experiéncias cientificamente
conduzidas e da investigacdo clinica. No caso de Salvia officinalis a presenca de
teores elevados de a-tujona também esta ligada a esta actividade, pois este composto
actua sobre o GABA, um neurotransmissor que tem um importante papel em
aspectos da memoria (Johnston et al, 2006). O 6leo essencial de S. officinalis cv
“purpurascens”’, analisado no ambito desta dissertacdo, revelou niveis de a-tujona em
torno de 14%.

Os OE podem também ser vistos como meio de tratamento de doencgas
neuropsiquiatricas que incluem o stresse, a depressdo e a ansiedade. Muitas vezes as
respostas neurocelulares que estdo na base destes problemas sdo danos inflamatorios
que podem até mesmo progredir para quadros mais graves (Garcia-Bueno et al,
2008). O uso da aromaterapia como um ansiolitico combinando a massagem com a
absor¢ao do 6leo essencial pela pele, pode ser uma forma de combater o stresse e os
danos inflamatdrios causados por ele. A fragrancia também ¢ importante no efeito

relaxante. Os Oleos do alecrim (Rosmarinus officinalis) tém sido investigados pelo

78



Resultados e Discussio

seu efeito na ansiedade (Moss et al, 2003). Compostos como linalool e acetato de
linalilo foram referenciados como tendo ac¢do ansiolitica (Elisabetsky et al, 1995).
Por outro lado, o efeito anti-inflamatorio e analgésico do linalool foi demonstrado em
ensaios efectuados com ratos de laboratdrio, aos quais foram administradas injec¢des
de acido acético (Peana e tal., 2003). Os OE de flores de S. sclarea, colhidas em
Setembro de 2008 e Julho de 2009 sdo caracterizados pela presenga de teores
elevados de acetato de linalilo (28,75-45,29%) e linalool (13,91-17,22%). Estes
constituintes sdo vistos também como bons aromatizantes, constituindo referéncia
para a qualificacdo de um bom odor dos 6leos essenciais (Carrubba et al, 2002).
Diversos autores vém referenciando também o OE de P. graveolens como
tendo efeito ansiolitico e antidepressivo justificando a sua aplicacdo em aromaterapia
(Hadfield, 2001; Edge, 2003 e van der Watt et al, 2008). Perante os resultados das
analises dos constituintes presentes nos OE das plantas utilizadas neste trabalho, em
comparagdo com o que ja vem sendo descrito na literatura, pode dizer-se que estas
espécies sdo potenciais fontes de principios activos para utilizagdo alternativa em
pacientes que sofrem de doencas neurodegenerativas, ou de ansiedade e/ou

depressao.
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I'V- Consideracoes finais e perspectivas futuras

Com o desenvolvimento deste trabalho, pode dizer-se que o objectivo
especifico i.a) -“determinacao da composi¢ao dos 6leos essenciais das plantas in vivo
das espécies em estudo”, foi atingido na sua quase totalidade visto que a
percentagem dos constituintes identificados, na maior parte dos casos foi superior a
90%. Em termos concretos, estes valores foram de 93%, 97% e 100% no que respeita
aos oleos essenciais (OE) de folhas, flores colhidas em Setembro de 2008 ¢ flores
colhidas em Julho de 2009 de Salvia sclarea, respectivamente; 96% no que respeita
aos OE de folhas de Salvia officinalis cv. ‘purpurascens’; 99% e 84% no que respeita
aos OE da parte aérea e flores de Rosmarinus officinalis, respectivamente; 96% no
que respeita aos OE de Pelargonium graveolens. O mesmo se pode dizer no que
respeita aos OE produzidos pelas culturas in vitro de plantulas ou rebentos caulinares
(objectivo especifico i.b) cujas percentagens de constituintes identificados foram de
96%, nos casos de S. sclarea e R. officinalis; 99%, em S. officinalis cv.
‘purpurascens’ e 81% em P. graveolens. O objectivo ii.a)- “definicdo de protocolos
de micropropagacdo das espécies em estudo” foi também atingido, pelo menos em
parte, visto que ficou demonstrado o estabelecimento ¢ realizagdo da
micropropagacao destas espécies, embora apenas uma delas (P. graveolens) tenha
chegado a fase de aclimatizagdo. Reconhece-se, porém que o tempo nao foi
suficiente para optimizar os diferentes passos dos processos de micropropagacao das
diferentes espécies, designadamente no que respeita a rizogénese e aclimatiza¢do das
espécies de S. sclarea, S. officinalis cv "purpurascens” e R. officinalis. Ainda
relativamente aos objectivos especificos, pode dizer-se que o objectivo ii.b)-
“definicdo de uma estratégia de transformacgdo genética” foi o que, por motivos
circunstanciais, ficou mais aquém do esperado. Tais motivos prendem-se com o facto
de s6 em Junho de 2009 terem ficado reunidas as condigdes experimentais para os
primeiros ensaios de transformacdo, dependentes da camara de culturas que, por
acidente esteve inoperacional entre Janeiro ¢ Maio de 2009. Registou-se, porém a
indugdo de hairy roots o que significa que hé razdes para considerar que a estratégia
delineada para a transformagdo ¢ adequada, sendo, entretanto, necessario efectuar

alguns acertos em diferentes etapas do processo.
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Os resultados obtidos neste trabalho abrem algumas perspectivas em termos
da sua aplicacdo no dominio do controlo de qualidade dos 6leos essenciais utilizados
em aromaterapia e outras aplicagdes no dominio da produgao agro-industrial de OE.
Desde logo, e considerando os objectivos gerais delineados neste trabalho, pode
dizer-se que este trabalho contribui para o conhecimento mais aprofundado da
composicao das trés espécies da familia Lamiaceae e de uma espécie da familia
Geraniaceae em estudo (objectivo 1) dado que na literatura nao se encontrou listagens
tdo completas de compostos identificados, como as que nesta tese sdo apresentadas,
designadamente para os gendtipos aqui descritos e estudados. Como foi ja referido
no texto da tese, os OE destas espécies estdo entre os mais utilizados em
aromaterapia. Em consequéncia deste trabalho, e considerando o objectivo geral ii)
“defini¢ao de marcadores quimicos passiveis de serem utilizados em controlo de
qualidade dos OE” sugere-se que, sejam considerados para essa finalidade os
seguintes marcadores que a seguir se descrevem para cada uma das espécies
estudadas:

Salvia sclarea

- OE de folhas: J-elemeno, a-copaeno, E-cariofileno, germacreno D, J-cadineno*

- OE de flores: linalool, a-terpineol, acetato de linalilo, f-cubebeno, germacreno-D
Salvia officinalis cv. ‘purpurascens’

- OE de folhas: f-pineno, cis-tujona, canfora, a-humuleno, canfeno

Rosmarinus officinalis

- OE da parte aérea: a-pineno, limoneno, 1,8-cineole, canfora, verbenona

- OE de flores: a-pineno, 1,8-cineole, canfora, verbenona, acetato de bornilo
Pelargonium graveolens

- OE de folhas: a-pineno, a-felandreno, p-felandreno, isomentona, 10-epi-y-
eudesmol.

A utilizagdo dos marcadores acima referidos, no controlo de qualidade dos
OE dos genotipos referidos, matéria-prima habitual em preparados para utilizagao
aromaterapéutica, embora insuficientes, contribuirdo para a credibilizagdo da
aromaterapia (objectivo geral iii). Por outro lado, a aplicacdo de protocolos de
micropropagacdo em exploragdes agro-industriais destas espécies, contribuira para a

normalizacdo das produgdes de OE visto que esta técnica permite a clonagem destes
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genodtipos a taxas muito superiores as obtidas por processos de macropropagacao,
tornando também possivel o recurso a robdtica. Numa perspectiva horizontal, seria
aconselhavel que este tipo de abordagem se estendesse a outras espécies, também
utilizadas em aromaterapia.

Numa perspectiva vertical, impde-se, que: (a) se optimize os protocolos de
micropropagacao; (b) se desenvolva e aplique a tecnoldgica do DNA recombinante,
como forma de produgdo de novos sistemas de cultura in vitro, como hairy roots e,
sobretudo, culturas de rebentos caulinares e plantulas transgénicas com maior
capacidade de producdo de OE e de OE com perfis de composi¢do mais valiosa,
eventualmente com recursos a engenharia metabdlica.

Por outro lado, e na perspectiva da contribui¢do para a credibilizagao da
aromaterapia, impde-se também que se ponham em pratica abordagens
experimentais, in vitro e in vivo, no sentido de determinar as actividades bioldgicas
dos OE e seus constituintes ao nivel do sistema nervoso central, bem como o0s

respectivos mecanismos de acgao.

*Enquanto o composto ni - IK 1496 (GC-MS) ndo estiver identificado.
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