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RESUMO

As familias Annonaceae e Myrtaceae sdo abundantes na Mata Atlantica, no entanto, alguns
dos seus representantes nunca foram estudados quanto a sua constituicdo quimica e atividades
bioldgicas. Deste modo, 0 objetivo deste trabalho foi caracterizar as composi¢des quimicas
dos 6leos essenciais de plantas presentes na Mata Atlantica, bem como avaliar suas atividades
antioxidante e antimicrobiana. Os 6leos essenciais (OE’s) foram extraidos das folhas de
Xylopia frutescens, Campomanesia dichotoma e Eugenia umbrosa, coletadas na Usina S&o
José - PE, Usina Coruripe - AL e Chapada do Araripe - CE, respectivamente. Para avaliacdo
do potencial antioxidante, OE’s foram submetidos aos seguintes ensaios in vitro: sequestro
dos radicais DPPH e ABTS+, capacidade antioxidante total e peroxidacéao lipidica, além da
atividade hemolitica. Para avaliar a acdo antimicrobiana, foram realizados os ensaios da
Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM), ensaios
de Curvas de crescimento e perfil de resisténcia frente a cepas de Staphylococcus aureus
multirresistentes. Além disso, os OE’s foram caracterizados por Cromatografia Gasosa
Acoplada a Espectrometria de Massa (GC-MS) e Cromatografia Gasosa Acoplada a Detector
de lonizacdo de Chama (GC-FID). Nos ensaios de captura dos radicais DPPH e ABTS+, as
melhores porcentagens de inibicdo foram observadas para o dleo de X. frutescens com 94,34 +
2,60 % e 93,60% 2,46%, respectivamente. O OE de X. frutescens e E. umbrosa foi capaz de
reduzir o complexo fosfomolibdénio tdo bem quanto o padrdo acido ascérbico. A atividade
inibitoria da peroxidagdo para OE’s apresenta-se melhor do que os padrdes Trolox e BHT,
além de revelarem baixas taxas hemoliticas. A CIM dos 6leos para S. aureus ocorreu numa
concentragdo relativamente alta e sua CBM foi em 4mg/mL. O ensaio da curva de
crescimento demonstrou que a morte bacteriana acontece nas primeiras horas de contato dos
Oleos com a bactéria. O perfil de resisténcia indicou que as cepas de S. aureus eram
resistentes a maioria dos antibioticos testados. As analises cromatograficas revelaram que 0s
oOleos essenciais de X. frutescens e E. umbrosa sdo misturas complexas formados basicamente
por sesquiterpenos. Os resultados demonstram que OE de X. frutescens apresentou maior
atividade antioxidante que os demais 6leos. Todos os éleos foram bactericidas matando nas
primeiras horas de contato com as cepas. A caracterizacdo quimica do OE de E. umbrosa
assim como as atividades biologicas de todos os 6leos representam o primeiro estudo com

0Oleos essenciais para estas espécies.

Palavras-chave: Antimicrobianos. Antioxidantes. Mata Atlantica. Oleos essenciais.



ABSTRACT

The Annonaceae and Myrtaceae families are abundant in the Atlantic Forest, however, some
of their representatives have never been studied for their chemical constitution and biological
activities. Thus, the objective of this work was to characterize the chemical compositions of
the essential oils of plants present in the Atlantic Forest, as well as to evaluate their
antioxidant and antimicrobial activities. The essential oils (OE's) were extracted from the
leaves of Xylopia frutescens, Campomanesia dichotoma and Eugenia umbrosa, collected at
the Usina Sdo José - PE, Usina Coruripe — AL and at the Chapada do Araripe - CE,
respectively. In order to evaluate the antioxidant potential, OE's were submitted to the
following in vitro assays: DPPH and ABTS + radical sequestration, total antioxidant capacity
and lipid peroxidation, in addition to hemolytic activity. In order to evaluate the antimicrobial
action, the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) assays were performed, growth curves and resistance profile assays
against multiresistant strains of Staphylococcus aureus. In addition, OE's were characterized
by Mass Spectrometry Coupled Gas Chromatography (GC-MS) and Gas Chromatography
Coupled to Flame lonization Detector (GC-FID). In the DPPH and ABTS + radical capture
assays, the best inhibition percentages were observed for X. frutescens oil with 94.34 + 2.60%
and 93.60 + 2.46%, respectively. The OE of X. frutescens and E. umbrosa was able to reduce
the phosphomolybdenum complex as well as the standard ascorbic acid. The inhibitory
activity of peroxidation to OE's is better than the Trolox and BHT standards, in addition to
showing low hemolytic rates. The MIC of the S. aureus oils occurred at a relatively high
concentration and their CBM was at 4mg / mL. The growth curve assay demonstrated that
bacterial death occurs within the first few hours of contact of the oils with the bacteria. The
resistance profile indicated that strains of S. aureus were resistant to most of the antibiotics
tested. Chromatographic analyzes revealed that the essential oils of X. frutescens and E.
umbrosa are complex mixtures formed primarily of sesquiterpenes. The results demonstrate
that essential oil of X. frutescens presented greater antioxidant activity than the other oils. All
the oils were bactericidal killing in the first hours of contact with the strains. The chemical
characterization of E. umbrosa OE as well as the biological activities of all oils represent the

first study with essential oils for these species.

Keywords: Antimicrobials. Antioxidants. Atlantic Forest. Essential Oil.
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1 INTRODUCAO GERAL

A utilizacdo de plantas pelo homem para o tratamento de enfermidades é tdo antiga
quanto a propria historia da humanidade. As praticas populares sobre 0 uso e eficacia das
plantas com propriedades medicinais contribuem significativamente para a divulgagéo de suas
propriedades terapéuticas, de modo que esses conhecimentos empiricos vdo sendo passados
para as proximas geracdes mesmo sem o conhecimento de seus constituintes quimicos. Na
maioria dos paises, principalmente nos paises da América do Sul, as plantas sdo utilizadas
como apoio a salde primaria e muitas vezes como unico recurso (SILVA E FERNANDES
JUNIOR, 2010).

A utilizacdo de plantas como alternativa medicinal no combate a diversas doencas é
uma pratica rotineira e a ciéncia vem estudando esses constituintes vegetais com o intuito de
corroborar 0os conhecimentos populares com os cientificos. Baseando-se nessa premissa, é
possivel estudar os componentes ativos dos vegetais e dessa maneira contribuir para o
desenvolvimento de novas drogas (TRIBESS et al., 2014). Produtos de origem natural
representam uma oportunidade de expansdo impar para 0 mercado farmacéutico. A descoberta
de novas moléculas com acdes terapéuticas assegura a competitividade dessas industrias
principalmente pela possibilidade de novas patentes (VILLAS BOAS E GADELHA, 2007).

Pesquisas relacionadas a produtos naturais ou terapias a base de vegetais tem ganhado
destague no cenario mundial, principalmente no Brasil, onde possui uma flora bastante
diversificada, ou seja, rica em compostos bioativos (VIEIRA et al., 2010). Entretanto, apesar
de toda a disponibilidade de recursos naturais, das 300 mil espécies de plantas existentes no
mundo, calcula-se que apenas 15% tenham sido estudadas quanto ao seu potencial
farmacoldgico e possivel formulacdo medicamentosa (BRANDAO et al., 2010). O
desenvolvimento de farmacos oriundos de vegetais € um grande obstaculo enfrentado pelas
industrias farmacéuticas. Apesar dos grandes avancos conquistados pela quimica sintética,
muitos dos compostos vegetais sdo formados por misturas complexas, 0 que torna sua
obtenc&o laboratorial extremamente complicada (WALSH E FISCHBACH, 2010).

As plantas produzem inimeros compostos organicos, dentre eles, destacam-se os 0leos
essenciais (OE’s). Trata-se de uma combinacdo complexa de substancias organicas, as quais
sao responsaveis pelas suas diferentes agdes farmacoldgicas (REIS E JONES, 2017). Os OE’s
sdo amplamente utilizados por suas propriedades bioldgicas ja conhecidas como, por
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exemplo, antibacteriana (HALCON E MILKUS, 2004), antioxidante (TEIXEIRA et al., 2012)
fungicida e inseticida (BAKKALI et al., 2008).

Muitas das espécies aromaticas como Xylopia frutescens (Annonaceae), Campomanesia
dichotoma e Eugenia umbrosa (Myrtaceae) sdo produtoras de OE’s, estes, sdo constituidos
principalmente por nomo- e sesquiterpenos (FOURNIER, LEBOEUF E CAVE, 1999). Vérias
espécies da familia Annonaceae séo utilizadas por suas propriedades farmacoldgicas como
antileishmania (LORENZO et al., 2016), anti-inflamatdria e antimicrobiana (WOGUEM et
al., 2014), antioxidante e antidiabética (FLORENCE et al., 2014), entre outras. O mesmo
pode ser dito para a familia Myrtaceae com destaque para potencial antimicrobiano
(ALEKSIC E KNEZEVIC, 2014), antioxidante (CARVALHO JUNIOR et al., 2014) além da
acao diurética e reguladora do sistema digestivo (SERAFIN et al., 2007). Ambas as familias
sdo abundantes na Mata Atlantica e devido as suas propriedades terapéuticas, sdo fontes de

inimeras biomoléculas.

Portanto, tendo em maos todo o recurso biotecnoldgico que a Mata Atlantica oferece é
imprescindivel que estudos sejam realizados a fim de levantar dados acerca das atividades
bioldgicas apresentada pelos metabdlitos secundarios dos vegetais presentes nesse dominio.
Apesar de alguns estudos envolvendo as familias supracitadas, pouco se conhece sobre o
potencial antimicrobiano e antioxidante dos OE’s de X. frutescens, C. dichotoma e E.
umbrosa. A investigacdo dessas atividades representa um passo substancial para transformar
essas moléculas em produtos que despertem o interesse das industrias farmacéuticas, o que
causaria um impacto positivo do ponto de vista cientifico, social e econébmico. O Brasil é
privilegiado nesse sentido por dispor de matéria-prima diversificada, entretanto, a maior parte
dessa riqueza biotecnoldgica permanece subutilizada e seu potencial desconhecido. Ademais,
a propria Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) reconhece a importancia da fitoterapia na
promocéo da saude e publicou diretrizes, normas e estratégias para manipulacgdo e elaboragédo
de medicamentos de origem vegetal (AHMED E RAHMAN, 2016).

Estudos como estes demonstram a importancia que as plantas possuem para 0S seres
humanos. Esta dependéncia esta pautada na salde e bem estar que elas podem oferecer
através de seus constituintes quimicos. O conhecimento sobre os seus metabodlitos e
principalmente os seus efeitos farmacologicos, justificam a necessidade de investimentos que

visem o desenvolvimento de produtos naturais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo tem por objetivo investigar composic¢do quimica e as atividades biologicas
dos Oleos essenciais de espécies de Xylopia frutescens Aubl, Campomanesia dichotoma
(O.Berg) Mattos e Eugenia umbrosa O.Berg crescidas no Dominio Atlantico em Pernambuco,

Brasil.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Extrair os OE"s de folhas de Xylopia frutescens, Campomanesia dichotoma e Eugenia

umbrosa;

e Quantificar e identificar os compostos quimicos dos OE’s usando cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC/MS) e cromatografia gasosa acoplada
a um detector de ionizagdo de chama (GC/FID);

e Avaliar a atividade hemolitica dos OE’s in vitro;
e Investigar a atividade antioxidante dos OE’s por diferentes métodos in vitro;

o Determinar o perfil de resisténcia das cepas de Staphylococcus aureus para as diversas
classes de antibidticos;

« Auvaliar o potencial antimicrobiano in vitro por ensaios de microdiluicdo em caldo;

» Verificar a cinética de morte inicial das cepas de S. aureus por ensaios de curva de

crescimento.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 MATA ATLANTICA

As florestas tropicais representam os maiores “hotspot” em biodiversidade do planeta.
Sua vegetagdo esta entre as mais diversas dentre os ecossistemas florestais da Terra
(MURPHY; ANDERSEN; PARR, 2016). A Mata Atlantica ¢ uma formacao vegetal que esta
presente em grande parte da regido litoranea brasileira. E uma das mais importantes florestas

tropicais do mundo, apresentando uma rica biodiversidade (PEREIRA, 2009).

No inicio da colonizagdo portuguesa no Brasil, a Mata Atlantica cobria uma érea de 1.
296.446 Km? correspondendo a aproximadamente 15% do territorio nacional e abrangendo
total ou parcialmente 17 estados: Alagoas, Bahia, Ceara, Espirito Santo, Goias, Minas Gerais,
Mato Grosso do Sul, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Parand, Rio de Janeiro, Rio Grande do
Norte, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Sdo Paulo e Sergipe (Figura 1). E desde entdo vem
sofrendo com o0s sucessivos ciclos de exploragdo econdmica, expansdo urbana e a
agroindustria que causa impacto a vegetacdo natural e reduz o territério da Floresta Atlantica
(STEHMANN et al., 2009).

Figura 1. Mapa do Brasil com a localizagdo do Dominio Atlantico
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Apesar das grandes mudancas ambientais, muitos sdo os esforcos para manter 0s
processos naturais e assegurar a biodiversidade nessas areas. Aproximadamente 7% de todas
as florestas tropicais e subtropicais sdo areas estritamente protegidas (Unido Mundial para a
Natureza - IUCN categorias I-1V) podendo chegar a aproximadamente 19% se contarmos com
as reservas de uso multiplo (IUCN categorias V-VI) (LAURANCE; SAYER; CASSMAN,
2013). Em 2016 foi realizado um levantamento pela Fundacdo SOS Mata Atlantica e o
Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE), para verificar os Remanescentes Florestais
e Areas Naturais da Mata Atlantica e foi observado que apenas 12,4% da mata original
encontra-se preservada (figura 2), o levantamento considerou areas acima de 3 hectares (SOS
MATA ATLANTICA — INPE, 2017). A taxa de desflorestamento identificada para os 17
estados de abrangéncia desse tipo de vegetacao para os anos de 2015 a 2016 foi de 29,075 ha
e comparando esses dados em relagéo a taxa de supressdo da floresta nativa para 0S mesmos
17 estados no periodo de 2014-2015 foi observado um aumento de 57,7% na taxa de
desmatamento (SOS MATA ATLANTICA — INPE, 2017).

Figura 2. Remanescentes florestais e Matas Naturais da Mata Atlantica

\\{j?
.

Legenda: verde claro = Dominio de Mata Atlantica; verde escuro = remanescente de Mata Atlantica.
Fonte: SOS Mata Atlantica - INPE (2017).
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Os maiores indices de desmatamento sdo observados nos estados do nordeste do
Brasil, onde restam apenas de 1 a 2% da cobertura original, estando a maioria no sul do estado
da Bahia (BRASIL, 2001). O maior percentual de Mata Atlantica ainda preservada do pais
(aproximadamente 60%) estar localizado no Estado de Sdo Paulo (PEREIRA, 2009).

Um dos fatores que contribui para a fragmentacdo das florestas € o rapido crescimento
populacional o que exige uma demanda por alimentos e, consequentemente, a mata vai
perdendo espaco para a agricultura (SFAIR et al., 2016). Outros fatores também contribuem
para essa reducdo florestal como a mineracdo, extracdo seletiva, incéndios, degradacdo da
floresta remanescente através da caca, etc. Boa parte desses elementos é impulsionada por
fatores socioecondmicos, seja ele local ou gerido por multinacionais de forma legal ou
ilegalmente (LEWIS; EDWARDS; GALBRAITH, 2015). Nos ultimos anos, as ecozonas
(regides biogeograficas com fronteiras naturais) da floresta tropical perderam 32% da
cobertura natural, boa parte dessa perda ocorreu nas florestas tropicais da América do Sul em
decorréncia do desmatamento (HANSEN et al., 2013).

Ainda de acordo com 0 MMA (2010), apesar da sua reducdo e fragmentacdo, a Mata
Atlantica possui uma rica biodiversidade com cerca de 20.000 espécies de plantas, que
equivale a 36% das espécies vegetais existentes no Brasil. A riqueza vegetal da Mata
Atlantica conta com cerca de 840 espécies de bridfitas, distribuidas em 116 géneros e 33
familias, o que representa 6,4% da diversidade mundial, estimada em 13.000 espécies. Desse
total, a regido Nordeste possui em torno de 400 espécies. Quanto as gimnospermas, Sdo
encontradas apenas quatro espécies e trés géneros: Araucaria, Podocarpus e Ephedra. O
género Araucaria aparece unicamente representado por Araucaria angustifolia, o pinheiro-
do-parana, espécie endémica da Floresta Atlantica e certamente uma das mais importantes,
tanto como elemento na paisagem, quanto pela sua relevancia econémica (STEHMANN et
al., 2009). Estudos realizados por Myers et al. (2000), estimou que o Dominio Atlantico
possui em torno de 20 mil espécies de plantas vasculares, sendo 40% deste total, endémicas.
O alto grau de endemismo no Dominio Atlantico deve-se a sua extensdo latitudinal e
topografia que resultam em grandes variacBes climaticas, principalmente em relagcdo aos
indices pluviais (AMORIM; ALVES, 2012).

Apesar de novas espécies serem descobertas a cada ano, ainda assim, o conhecimento
a cerca da flora atlantica ¢ insuficiente. Nos ultimos 20 anos, mais de 1.000 novas espécies sO
de angiospermas foram descobertas na Mata Atléantica, o que representa 42% do total de
espécies descritas para o Brasil no mesmo periodo (STEHMANN et al., 2009). Entretanto,
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varias dessas espécies vegetais encontram-se em risco de extingdo, e a comecar pelo pau-
brasil (Caesalpinia echinata), ja existem 276 espécies vegetais da Mata Atlantica na lista
oficial de espécies ameacadas, entre elas o palmito jucara (Euterpe edulis), a araucaria (A.
angustifolia) e varias orquideas e bromélias. Isso é alarmante, visto que, esse ecossistema
apresenta uma alta taxa de endemismo e sua perda pde em risco um imenso patrimonio

genético e farmacoldgico.

A conservacdao da Mata Atlantica se fundamenta tanto pela razdo social quanto
econémica. A sobrevivéncia de muitas familias que habitam essas florestas tropicais depende
da exploracdo e manejo dos recursos naturais oferecidos por esse ecossistema. Recursos esses,
que sdo utilizados tanto para alimentagéo quanto para o uso medicinal (PINTO; AMOROZO;
FURLAN, 2006; WINGFIELD et al., 2015). Além do mais, esse patrimdnio bioldgico € fonte
de inimeras biomoléculas que podem ser usadas como matéria-prima para o desenvolvimento

de novos farmacos ou ainda em estudos ecoldgicos, de conservacao, entre outros.

No Brasil, é cada vez mais comum o cultivo doméstico de plantas medicinais e pelo
menos 80% da populacdo utiliza algum tipo de planta com essa finalidade. Contudo, as
florestas tropicais encontram-se cada vez mais reduzidas a fragmentos. Fatores como a
expansdo agricola e o intenso uso da terra contribuem com as mudancas drésticas que este
ambiente vem sofrendo ao longo dos anos (MORANTE-FILHO et al., 2016). Esses elementos
alteram a dindmica e favorecem a perda da biodiversidade. Esta Gltima, ainda consegue
manter-se gracas ao poder de regeneracao desses fragmentos (GROENEVELD et al., 2009).

3.2 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A FAMILIA MYRTACEAE

A familia Myrtaceae esta presente em diversos biomas brasileiros e se destaca pela
riqgueza e diversidade floristica no Dominio Atlantico. Esta familia corresponde a nona
posicdo no ranking das maiores familias de plantas com flores que incluem arvores e arbustos
(AMORIM; ALVES, 2011). O centro de diversidade da familia se encontra nos tropicos,
particularmente na América do Sul, Austréalia e Asia tropical, distribuidas em 133 géneros e
5.671 espécies. No Brasil, estdo entre as maiores familias boténicas representadas por 23
géneros e 1.034 espécies distribuidos em todas as regides e formacdes vegetais do pais
(CASCAES et al.,, 2015). A familia é excepcionalmente abundante na Mata Atlantica
correspondendo a aproximadamente 15% do total de espécies de arvores presentes nas
florestas umidas e cerrados do leste brasileiro (LUCAS et al., 2007; PROENCA et al., 2014).
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A familia pode ser reconhecida pela presenca de glandulas de 6leo nas folhas, ovarios
semi-inferior, flores polistémones geralmente com numerosos estames e floema interno. Na
nova classificacdo, a familia foi dividida em duas subfamilias, o Psiloxyloidea (com duas
tribos) e Myrtoideae (com 15 tribos). Sdo plantas aromaticas e frutiferas, muito importante
para preservacdo da fauna, pois é fonte de alimento para inimeros animais (STEFANELLO;
PASCOAL; SALVADOR, 2011).

Vérias espécies vegetais dessa familia tém sido amplamente utilizadas em diversas
patologias. Dentre as propriedades farmacoldgicas apresentadas por esse grupo destacam-se
as propriedades antimicrobianas (HALCON; MILKUS, 2004), citotoxica (YOO et al., 2005),
analgesicas (PAULA et al., 2010), inseticidas (BAKAR et al., 2012) e antioxidantes
(CARVALHO JUNIOR et al., 2014).

Myrtaceae se destaca dentre as familias botanicas por apresentar um grande numero de
espécies que sao utilizadas como alimento de importancia econémica merecendo destaque a
goiabeira (Psidium guajava L.), a jabuticabeira (Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg) e a
pitangueira (Eugenia uniflora L.) que representam uma pequena fracdo do potencial
econémico da familia (GRESSLER; P1ZO; MORELLATO, 2006). Os frutos produzidos pelas
inimeras espécies da familia podem ser comercializados in natura ou recebem processo
industrial antes de ser consumido. Além da importancia alimenticia alguns representantes
apresentam também propriedades medicinais como é o caso de Psidium guajava (goiaba),
onde diferentes partes da planta sdo utilizadas como antidiarreicos, anti-inflamatério e
antidiabéticos (FLORES et al., 2014). Outras espécies como Eugenia brasiliensis tém suas
folhas usadas como antirreumaticas (DONATO; MORRETES, 2007), as sementes e folhas de
Eugenia jambolana sdo usadas como agente antidiabético (RAMOS et al., 2006). Psidium
cattleyanum (goiaba amarela) e Eugenia pyriformis (uvaia) ktambém sdo usadas comumente
na medicina popular e podem ser cultivadas em horta. Essa prética viabiliza a exploracdo
econémica, uma vez que o rendimento € alto e os custos com implantagcdo e manutencdo sao
baixos (PEREIRA et al., 2012). Algumas espécies sdo importantes pelo seu valor econémico
como é o caso de Eucalyptus spp. (TRUGILHO et al., 2003).

Atualmente, os estudos realizados com Myrtaceae tem foco nos seus constituintes
volateis (STEFANELLO; PASCOAL,; SALVADOR, 2011), ou seja, nos 6leos essenciais.
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3.2.1 Eugénia umbrosa

Conhecida popularmente como Aragé-branco, Eugenia umbrosa (figura 3) é um

espéecime (3-7 m de altura) encontrada na Mata Atlantica pertencente a familia Myrtaceae.

O género Eugenia esta distribuido através de porcdes tropicais e subtropicais nas
Américas, na Africa Subsaariana, Madagascar e ilhas Mascarenhas, no sul da Asia, Malésia,
Austrélia e llhas do Pacifico e inclui cerca de 1.070 espécies ja descritas (AMORIM; ALVES,
2012b). Eugenia é o género mais expressivo da familia na América do Sul, representado por
822 espécies distribuidas principalmente no Brasil. Das 378 espécies conhecidas para o pais,
313 sdo endémicas sendo que desse total, 200 sdo endémicas da Mata Atlantica brasileira,
particularmente para o Estado da Bahia onde se concentra cerca de 90% da diversidade do
género (AMORIM; ALVES, 2015). E.umbrosa é uma planta endémica da Mata Atlantica
(SOBRAL et al. 2009) e sdo encontradas desde o Nordeste até a regido Sudeste do Brasil.

Em Pernambuco, E.umbrosa pode ser encontrada na Usina Sdo José (USJ) no
municipio de Igarassu. Esse complexo formado por fragmentos de Mata Atlantica funciona
desde 2001 com a finalidade de proporcionar estudos sobre a diversidade, biologia e possiveis

aplicacdes biotecnoldgicas dos recursos vegetais (MELO et al., 2011).

Figura 3: Espécie Eugénia umbrosa.

Legenda: (a -b) fruto de E. umbrosa; c) folhas e galhos de E. umbrosa. Fonte: (a-b) Amorim e Alves (2012); (c)
Barbosa (2017).

3.2.2 Campomanesia dichotoma

Campomanesia dichotoma pertence a familia Myrtaceaee é uma espécie endémica da
Mata Atlantica (SOBRAL et al., 2009), distribuida nas regides Nordeste e Sudeste.
Apresenta-se sob a forma de arbusto ou arvore que pode medir até 20 metros de altura, com
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folhas elipticas, estames numerosos e fruto com cerca de 1cm (Figura 4). Floresce de
novembro a fevereiro, e frutifica de dezembro a maio. Popularmente conhecida como
guabiroba, guabiraba-branca e mangabinha-de-veado (LANDIM; LANDRUM, 2002).

Campomanesia é considerado um dos géneros mais bem definidos da familia
Myrtaceae e pertence a subtribo Myrtinae. Seus representantes constituem cerca de 40
espécies distribuidas na América do Sul. No Brasil, a maior diversidade genérica encontra-se
na Bahia com 16 taxons ocorrendo principalmente em areas de floresta, cerrado, caatinga e
restinga (OLIVEIRA; FUNCH; LANDRUM, 2012).

Figura 4: Espécie Campomanesia dichotoma

Legenda: (A) folha seca de C. dichotoma; (B) detalhes (nervuras) das folhas de C. dichotoma; Fonte: (A)
Barbosa (2017); (B) Amorim e Alves (2012).

3.3 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A FAMILIA ANNONACEAE

A familia Annonaceae foi descrita pela primeira vez em 1789 e constitui uma familia
primitiva pertencente a ordem Magnoliales (HUTCHINSON, 1973; CRONQUIST, 1981). Ja
sdo descritas para essa familia cerca de 2.400 espécies distribuidas em 108 géneros. Estdo
entre as familias mais diversas presentes nas florestas tropicais em termos de riqueza de
espécies e abundancia de individuos (CHATROU et al., 2012).

Dados filogenéticos mostra que Annonaceae corresponde as primeiras angiospermas
divergentes e por isso sdo tdo estudadas tanto do ponto de vista taxondmico quanto evolutivo
(LARRANAGA; HORMAZA, 2015). A familia se caracteriza pela presenca de alcaloides,
flavonoides e terpendides (SILVA et al., 2009). Dentre as propriedades farmacoldgicas
podemos destacar a agdo antimicrobiana (TAKAHASHI et al., 2006), citotoxica (THUY et
al., 2012), antioxidante e antidiabética (FLORENCE et al., 2014),
antitumora(GAVAMUKULYA et al., 2014) e anti-leishmania (LORENZO et al., 2016).
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Algumas espécies bem conhecidas pelo homem como o maméo e a graviola, sdo usadas como
alimento e também como remédio popular e na medicina tradicional. Nos Estados Unidos,
capsulas contendo extrato de graviola e mamao encontra-se disponiveis como suplementos

alimentares, além de fornecer efeito anticancerigeno (HOLLERHAGE et al., 2015).

3.3.1 Xylopia frutescens

Xylopia frutecens Aubl. (Figura 5) é uma arvore conhecida popularmente como
“embira”, "ou “embira-vermelha” e pertence a familia Annonaceae, subfamilia Annonoideae
e a tribo Xylopieae (KHAIRUNISSA et al., 2012). E usada na medicina popular no
tratamento de reumatismo, inflamagdo e no combate a diarreia (SOUZA et al., 2015).
Analises fitoquimicas identificou a presenca de acido caurendico, um diterpeno presente nas
sementes desta espécie, que apresenta acdo anti-inflamatdria, analgésica e diurética
(SOMOVA et al., 2001). Além do mais, estudos farmacoldgicos atribuem outras atividades
relacionadas a X. frutescens como anti-tripanossoma (SILVA et al., 2013) e antitumoral
(FERRAZ et al., 2013). Outra espécie do mesmo género, X. parviflora ja é bastante utilizada
na medicina popular para o tratamento de infertilidade e sua casca como analgésico e

antiespasmadico (NISHIYAMA et al., 2006).

Alguns compostos bioativos podem ser encontrados nas espécies de Xylopia tais como
alcalGides, acetogeninas e terpenos, além da producdo o6leos essenciais (FOURNIER,;
LEBOEUF; CAVE, 1999; WOGUEM et al., 2014).

Figura 5: Folhas de Xylopia frutescens

Legenda: (A) folha fresca de X. frutescens (B) folhas e galhos de X. frutescens. Fonte: Barbosa (2017).
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3.4 METABOLITOS SECUNDARIOS

As plantas produzem diversos compostos quimicos importantes para sua manutencdo e
sobrevivéncia. De fato, os compostos bioativos de plantas sdo oriundos do seu metabolismo
secundario. Os compostos bioldgicos conhecidos podem ser classificados em duas areas:
primarios e secundarios. Os metabolitos primarios que sdo compostos importantes para o
crescimento e desenvolvimento tais como os aminodcidos, proteinas e carboidratos. Ja os
metabolitos secundarios sdo aqueles cuja funcdo pode esta relacionada a reproducédo e defesa
contra herbivoria, ataque de patdgenos ou em resposta ao estresse (AZMIR et al., 2013). No
entanto, a sua producdo esta relacionada as necessidades especificas de cada espécie. Os
compostos oriundos do metabolismo secundario ndo sdo distribuidos universalmente entre as
plantas, por ndo serem necessarios a todas elas (PERES, 2004). Todavia, podem ser utilizados

em estudos de diferenciacdo, diversidade, taxonomia e bioquimica (GURIB-FAKIM, 2006).

Os principais metabolitos secundérios, de acordo com a sua natureza quimica, podem
ser agrupados em alcaldides, fenois e terpenos (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000) e
sdo sintetizados por quatro vias diferentes (Figura 6): a via do &cido chiquimico sintetiza
os alcaldides e os compostos fendlicos; a via do acido maldnico promove a sintese dos
compostos fendlicos; a via do acido mevaldnico e a via do ndo-mevalonato sdo responsaveis

pela producéo dos terpenos (AZMIR et al., 2013).

Figura 6: As principais vias do metabolismo secundério
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Fonte: Barbosa (2017), adaptado de Azmir et al., (2013).



29

Ja foram isolados cerca de cinquenta e cinco mil terpendides, aproximadamente doze
mil tipos de alcalGides e cerca de oito mil compostos fendlicos (CROTEAU; KUTCHAN,;
LEWIS, 2000). Os terpenoides (ou isoprendides) sdo os mais variados tanto do ponto de vista
estrutural quanto funcional (figura 7 a - ¢).Sao polimeros formados por unidades de isopreno
ou isopentenilpirofosfato (IPP) e sua classificacdo baseia-se na sua estrutura: isoprenos ou
hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos
(C30), tetraterpenos ou carotenos (C40) e os politerpenos (mais de 40C) (GUIMARAES;
SERAFINI; QUINTANS-JUNIOR, 2014).

Os alcaloides séo substancias de baixo peso molecular que apresenta um atomo de
nitrogénio na sua estrutura basica sendo originados a partir de aminoacidos (ornitina, lisina,
tirosina e triptofano). Nas plantas, sdo importantes por desempenhar um papel fundamental na
protecdo, germinagdo e promogéo do crescimento (GURIB-FAKIM, 2006). Um dos primeiros
alcalGides isolado de planta com acdo farmacoldgica foi a morfina (Figura 7- d), obtida da
semente de papoula (Papaver somniferum). Esse feito deu inicio as inUmeras pesquisas com
plantas que a partir de entdo passaram a ser vistas pelas industrias farmacéuticas motivadas
pela possibilidade de isolar, purificar ou até mesmo sintetizar moléculas naturais (LI;
VEDERAS, 2009).

Ja os compostos fenolicos podem ser encontrados em todas as partes da planta,
podendo ser moléculas estruturalmente simples, como os &cidos fendlicos, ou altamente
ramificados, como os taninos (Figura 7 e - f) (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000). Séo
0s responsaveis pela cor, aroma e sabor, protecdo contra patdgenos e atuam como compostos
de defesa aos estresses ambientais (PERES, 2004; GURIB-FAKIM, 2006).
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Figura 7: Exemplos de terpendides, alcaléide e compostos fendlicos derivados do metabolismo secundéario de

plantas.
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Fonte: Croteau,; Kutchan; Lewis (2000).

Diversos metabolitos secundarios sdo estudados com o intuito de confirmar se a sua
presenca tem relacdo com as atividades biol6gicas apresentadas pelas plantas. Um estudo
realizado por Fabani e colaboradores (2013), relacionou a alta atividade antioxidante de
Pistacia vera L., (pistache), ao seu teor de compostos fenolicos como: acido galico,
miricetina, isoquercitrina e um dimero de protocianidina. Outro estudo realizado por Silva et
al., (2013), relacionou a acdo antimicrobiana de diversos frutos a presenca de compostos

fendlicos.

3.4.1 Oleos essenciais

De acordo com Bakkali et al., (2008), os 6leos essenciais (OE’s) sdo compostos
complexos, naturais, volateis, caracterizados por um forte odor e podem ser sintetizados por
todos os 6rgdos das plantas. Sdo armazenados em células secretoras, cavidades, canais ou
tricomas glandulares. Trata-se de uma mistura de varios compostos quimicos e possuiu
natureza lipofilica (PRAKASH et al., 2015). Sua composic¢do, quantidade e localizacdo
variam de espécie para espécie. A composi¢do quimica e a atividade bioldgica dos 6leos
essenciais dependem, sobretudo, de fatores genéticos e ambientais (SHIWAKOTI et al.,
2016).
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Os OE’s sdao muito estaveis, principalmente ao ar, calor, luz, umidade e metais. Seus
constituintes variam de hidrocarbonetos terpénicos, &lcoois simples e terpénicos, aldeidos,
cetonas, fenois, ésteres, éteres, dxidos, peroxidos, furanos, cumarinas, entre outros. Esses
0leos podem ser formados por cem ou mais compostos organicos, sendo 0s monoterpenos e
sesquiterpenos (terpendides) os compostos mais frequentes (CASTRO et al., 2010). Esses
ultimos s@o os responsaveis pela utilizagdo das plantas para uso medicinal, culinérios e na
perfumaria (DORMAN; DEANS, 2000).

Os OE’s podem ser encontrados em diversas familias botanicas tipicamente aromaticas
tais como: Myrtaceae, Annonaceae, Lamiaceae, Anacardiaceae, Verbenaceae e
Euphorbiaceae. Eles sdo responsaveis pelo odor e sabor caracteristicos das plantas, além de
estarem relacionados com a atracdo de polinizadores e a protecdo contra patégenos (LIMA et
al., 2003). Seus constituintes majoritarios estdo relacionados, em sua maioria, com as
atividades bioldgicas, entretanto, alguns estudos sugerem que estes trabalhem em sinergia
com os compostos minoritarios (PEREIRA et al., 2014). A quantidade dos componentes
presentes nos 6leos varia substancialmente, tendo 0s compostos majoritarios constituindo até
85% dos 6leos enquanto os demais se encontram em pequenas proporcGes ou vestigiais
(MIGUEL, 2010).

O Brasil junto com a india, China e Indonésia sdo os maiores produtores de OE’s do
mundo. Esse status deve-se aos OE’s dos citricos obtidos como um subproduto da produgao
de sucos. Os OE’s sdo produtos de grande importancia para as industrias cosmeética,
farmacéutica, perfumaria e alimenticia sendo empregados como aromas, fragrancias (ou
fixadores), composi¢des medicamentosas (na forma bruta ou melhorada) ou substancias
purificadas como limoneno, citral, eugenol, mentol, entre outros (BIZZO; HOVELL,
REZENDE, 2009) (tabela 1).



Tabela 1: Os principais 6leos no mercado mundial.
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. . .- - Principais  Principais
Oleo essencial Espécie Familia cIp neipe
constituintes aplicacbes
) Antiflngico,
Arvore do_cha Melaleuca alternifolia Myrtaceae Terpinen-4-ol aptlm_lcrob|ano, .
(Australia) cicatrizante e anti-
inflamatoria.
Laranja (Brasil) Citrus sinensis Rutaceae Limoneno _Clcat_n_zante €
inseticida.
Menta Japonesa Mentha arvensis Lamiaceae Mentol Anestg sicoe
(India) analgésico
Eucalipto (tipo Produtos de higiene
P P Eucalyptus globulus Myrtaceae Cineol bucal e
cineol) . .
antimicrobiano.
. Cymbopogon Citronelale  Calmante, relaxante e
Citronela A . Poaceae - .
winterianus Jowit Geraniol rejuvenescedor.
Horteld pimenta Mentha piperita Lamiaceae Mentol Perfumaria
Limé&o Citrus limon Rutaceae Limoneno qunc_olltlc_o €
antimicrobiano
Eucgllpto (tipo E. citriodora Myrtaceae Citronelal Perfumaria.
citronela)
Eugenol e Antimicrobiano e
Cravo-da india Syzygium aromaticum Myrtaceae gen aromatizante na
Cariofileno P -
Industria alimenticia
Cedro (EUA) Juniperus virginiana Pinaceae Cedrol Adstrigente e
repelente.
Lima des_tllada Citrus aurantifolia Rutaceae Limoneno Adgtrllng(_ante €
(Brasil) antisséptico
Carvona e Antisséptico,
Spearmint (nativa) Mentha spicata Lamiaceae antioxidante e
Mentona - .
antimicrobiano.
Cedro (China) Chamaecyparis funebris Pinaceae Cedrol B_acte_r icida e
cicatrizante.
Perfumaria,
antisséptico,repelente
Lavandim Lavandula intermedia Lamiaceae Llpalol ¢ gprodutos d_e .
Canfora limpeza, antiviral,
antiespasmadicos,
etc.
Sassafras (China) Cinnamomum micranthum Lauraceae Safrol Antiflingico.
Canfora Cinnamomum canphora Lauraceae Linalol Perfumaria e
relaxante muscular.
Linalol, Culinéria, analgésico
Coentro Coriandrum sativum Apiaceae Citronelol e e Antirreumatico.
Geraniol
Grapefruit Citrus paradisi Rutaceae limoneno Culinaria, Cqsmetlca
e descongestionante.
Patchouli Pogostemon cablin Lamiaceae Patchoulol e
Pogostol
Antifungico,
. . antimicrobiano e
Canela Cinnamomum zeylanicum Lauraceae Eugenol . o
antiespasmaodica.
Afeccbes hepatica,
< . intestinal, renal e
. . L . Acido o
Alecrim Rosmarinus officinalis Lamiaceae . respiratdria.
rosmarinico

Antiflngico.
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. Aniba roseaodora var . Perfumaria.
Pau rosa (Brasil) : Lauraceae Linalol
amazonica Ducke
T . . Antimicrobiano e
Capim liméo Cymbopogon citratus Poaceae Citral L -
inddstria alimenticia.
Citronelol, Perfumaria e
Rosa Rosa spp. Rosaceae Geraniol e cosmética.
Linalol
Lavandula angustifolia . . Perfumaria e
Lavanda . Lamiaceae Linalol ;
Miller Aromaterapia.

Fonte: Barbosa (2017). Adaptado de Bizzo; Hovell; Rezende (2009); Marques (2001); Zanusso-Junior et al
(2011); Cunha; Roque; Nogueira (2012).

Seu uso medicinal no tratamento de diversas doencas vem contribuindo cada vez mais
com estudos de suas propriedades terapéuticas (ADORJAN; BUCHBAUER, 2010). Os OE’s
ja sdo o foco de diversas pesquisas devido as suas propriedades biologicas, como acao
antifingica, antioxidante e antimicrobiana. Relatos de que os antioxidantes sintéticos,
largamente utilizados pela industria alimenticia, podem induzir o desenvolvimento de células
cancerigenas, tem contribuido com o crescente interesse em desenvolver novos produtos de
origem natural com as mesmas propriedades farmacologicas. (TEIXEIRA et al., 2012). O
crescente nimero de bactérias multirresistentes também incentiva as pesquisas com OE, por
exemplo, o OE da arvore do cha (Melaleuca alternifolia) é reconhecido por possuir acdo
antibacteriana. Testes in vitro demonstraram que seus componentes sdo capazes de matar ou
inibir o crescimento bacteriano (HALCON; MILKUS, 2004; STEA; BERAUDI; DE
PASQUALE, 2014).

3.5 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E ESTRESSE OXIDATIVO

As florestas estdo perdendo cada vez mais sua area de abrangéncia, seja por fatores
naturais ou antropicos. Esses ecossistemas estdo sendo reduzidos drasticamente,
principalmente aqueles localizados proximos as populacdes humanas onde sdo continuamente
submetidos a diferentes estresses. Essa constante perturbacdo pode provocar um aumento na
producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO’s) provocando um desequilibrio e
permitindo que as células da planta entrem em um estado conhecido como estresse oxidativo
(BRANDAO et al., 2017). As plantas retomam o equilibrio controlando a eliminagdo das
ERO’s através de agentes antioxidantes. O grau de tolerancia varia de espécie para espécie e
de acordo com a eficiéncia de cada individuo em eliminar esses agentes agressores
(SHARMA et al., 2012).
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A producao de ERO’s ¢ um estado comum aos organismos aerobicos em decorréncia
do metabolismo celular (MARTINS, 2012). Nos seres vivos, as ERO’s e as espécies reativas
de nitrogénio (ERN’s) sdo geradas normalmente durante os processos metabolicos e sdo
estritamente regulados por diferentes mecanismos antioxidantes (SEN et al., 2013). Acredita-
se que as mitocdndrias sejam as responsaveis pelo estresse oxidativo devido a sua necessidade

de oxigénio para a producéo de energia.

As ERO’s sdo radicais livres oriundos do O». Estima-se que aproximadamente 1% do
O, consumido é desviado para a sua producdo. As ERO’s por sua vez, a depender da
concentracdo, podem causar danos ou beneficios. Quando em alta concentracdo, podem
causar agressdes as biomoléculas, enquanto em baixa / moderada concentragcdo, atuam como
segundo mensageiro na cascata de sinalizacdo intracelular das células vegetais (SHARMA et
al., 2012). O H.O, por exemplo, estd envolvido em muitos mecanismos de resisténcia das
plantas, inclusive atua como mensageiro secundario na cascata de transducdo de sinais na
ativacdo de genes de defesa e de protegéo celular (RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003).

As ERO’s podem ser provenientes de fontes enddgenas ou exdgenas e as mais
conhecidas sao o radical superéxido (O2¢), peroxido de hidrogénio (H20z), peroxila (ROO¢) e
radical hidroxila (HO«). Esses radicais tém fungdo importante nas diversas reacdes bioldgicas
no organismo (DUARTE-ALMEIDA, et al., 2006; SEN et al., 2013).

Os mecanismos de oxidacdo e reducdo sdo fundamentais para a sobrevivéncia das
células, principalmente para producdo de energia e sintese de biomoléculas importantes.
Entretanto, os radicais produzidos por esses mecanismos, quando em excesso, podem
acarretar sérios danos, e nas células humanas pode contribuir com o desenvolvimento de
diversas doencas, como cancer, envelhecimento precoce, doencas cardiovasculares (ALVES;
DAVID, 2009; TABARAKI et al.,, 2013), doencas neurodegenerativas, dentre outras
(MANOHARAN, et al., 2016).

Os efeitos causados pelas ERO’s nas biomoléculas, além de colaborar com iniimeros
processos patologicos, podem ser toxicos aos componentes celulares (FR1ZZO et al, 2008).
Uma superproducdo de ERO’s associada a falhas no sistema antioxidante pode levar ao
estresse oxidativo causando danos importantes para os sistemas vivos (ISLAM, 2016). Os
radicais livres sdo capazes de oxidar biomoléculas importantes como as proteinas, causar
danos ao DNA e peroxidacéo lipidica o que pode levar a alteracbes mutagénicas, danos aos

tecidos e morte celular (SEN et al., 2013). Quando as células estdo em estresse oxidativo,



35

produzem marcadores bioldgicos que sdo capazes de identificar os danos causados pelas
ERO’s no organismo. A presenca do marcador malondialdeido, por exemplo, fornece um
indice indireto de lesbes oxidativas resultante da peroxidacdo lipidica (SOUZA JR;
OLIVEIRA; PEREIRA, 2005; GROTTO et al, 2008). Os marcadores sdo oriundos da
oxidacao lipidica, proteica ou de DNA (MORI et al., 2015).

Alguns organismos como as bactérias, se adaptam as ERO’s controlando a expressao
génica relacionada ao sistema antioxidante, reparo de DNA e proteinas de manutencdo da
homeostase. Esses elementos sdo coordenados de modo geral por fatores transcricionais que
regulam genes especificos e que na presenca de agentes toxicos, podem ter um aumento
significativo de sua expressdo (MARTINS, 2012). Assim, o sistema antioxidante coordena as
atividades das enzimas e proteinas com o intuito de combater o estresse mantendo a

homeostase e o0 estado redox da célula.

3.6 DEFESAS ANTIOXIDANTES

Os radicais livres sdo moléculas extremamente instaveis que possuem um elétron
desemparelhado em sua Orbita externa, gravitando em sentido oposto aos demais elétrons. Sdo
moléculas altamente reativas que para se estabilizar sequestram elétrons de estruturas muito
frageis, ou seja, estruturas que doam seus elétrons com muita facilidade como os componentes
celulares (RUFINO et al., 2007; VANZIN; PIRES, 2011).

Os antioxidantes sdao compostos que protegem o sistema bioldgico contra os efeitos
nocivos das reacOes oxidativas. Podem ser sintéticos ou naturais. Dentre os antioxidantes
sintéticos mais conhecidos podemos destacar: o butilhidroxitolueno (BHT), o
butilhidroxianisol (BHA), o propilgalato (PG) e o terciobutilhidroxinona (TBHQ). Estes sdo
comumente utilizados pelas industrias alimenticias para impedir a deterioracdo oxidativa dos
alimentos. Entretanto, os mesmos podem ser prejudicial a salde devido a propriedades
carcinogeénicas relatadas para os antioxidantes sintéticos (ALVES et al., 2007), reforcando a

importancia da busca por compostos antioxidantes de fontes naturais.

Os antioxidantes naturais podem ser agrupados em classes de acordo com sua atividade
enzimatica e ndo-enzimética e quanto ao modo de a¢do podendo ser primarios ou secundarios
(COTINGUIBA et al., 2013). Segundo os autores, 0s antioxidantes enzimaticos sao aqueles
capazes de impedir ou dificultar a iniciacdo da oxidagdo enquanto 0s ndo-enzimaticos

interatuam com os radicais livres e sdo consumidos durante a reacdo. Em relagcdo ao modo de
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acdo, os antioxidantes primarios agem através da doagdo de elétrons aos radicais livres
convertendo-os em moléculas estaveis. Ja os antioxidantes secundarios trabalham de forma a
retardar as etapas de iniciacdo da auto-oxidacdo (AZEVEDO et al., 2011). Ou seja, 0s

antioxidantes agem inibindo ou eliminando os radicais livres.

As defesas antioxidantes enzimaéticas consistem na atividade da superdxido dismutase
(Sod), glutationa peroxidase/ redutase (GSH-PX/ GSHRd) e catalase (Cat). Essas enzimas sao
responsaveis pela remocao do anion superoxido (O2-—), hidroperdxidos organicos e peroxido
de hidrogénio (H203), respectivamente. Os antioxidantes ndo enzimaticos podem se agregar a
compostos produzidos pelo organismo como a glutationa, ubiquinona e o acido Urico, ou
podem ser provenientes da dieta tais como o a-tocoferol (vitamina-E), p-caroteno (pro-
vitamina-A), acido ascorbico (vitamina-C) e compostos fenolicos onde se destacam o0s
flavonoides (FRANCA et al., 2013). Estes antioxidantes sdo produzidos naturalmente pelo
nosso organismo, porém a taxa de produgdo decai com o envelhecimento, necessitando de
consumo exogeno (RUFINO et al., 2007; MALINOWSKI, 2010). Moléculas tais como as
vitaminas, enzimas, Fe2 + entre outras, também podem atuar como antioxidantes, ou seja, sdo
capazes de neutralizar a acdo dos radicais livres desempenhando um papel importante na
manutencdo da saude do organismo ao proteger as células dos danos oxidativos (ADORJAN;
BUCHBAUER, 2010).

Podem ser encontrados na natureza em grupos de metab6litos como nos compostos
fendlicos, flavondides e taninos, e nos Oleos essenciais também sdo relatadas atividades
antioxidantes, principalmente os ricos em compostos fendlicos como o carvacrol, eugenol e
timol, pela presenca de um grupamento doador de elétrons na posi¢do orto em relacdo a
hidroxila fendlica (BOSCARDIN, 2009; SOUZA; FERREIRA, 2010).

3.6.1 Métodos de Avaliacdo Antioxidante

Os agentes antioxidantes tém a funcdo de capturar os radicais livres antes que estes
causem algum dano as moléculas bioldgicas. Eles atuam por doacao de hidrogénio ou elétrons
ou por transferéncia de protons com a finalidade de produzir um composto estavel. O indice
dessas reacdes é determinado primeiramente pela propriedade redox, tal como energia de
ligacdo de dissociacdo e o potencial de ionizacdo do antioxidante (NIKI, 2010). Diferentes
metodologias in vitro sdo ja sdo bem estabelecidas para testar a atividade antioxidante de

amostras complexas. Os ensaios baseiam-se na capacidade de captura de radicais livres de
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compostos antioxidantes (LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013). Estfo listados abaixo
alguns métodos de avaliacdo da atividade antioxidante in vitro.
e Método DPPH

O método de DPPH é um ensaio amplamente utilizado para determinar a agdo
antioxidante. A molécula de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) € um radical livre estavel
que possui uma coloracdo purpura absorvendo a um comprimento de onda de 516 nm
(BORGES et al, 2011). O método se baseia na capacidade de um composto antioxidante em
sequestrar a molécula de DPPH reduzindo-o a hidrazina. Quando isso acontece, ocorre uma
mudanca na coloracdo para amarelo palido. Este ensaio é considerado o mais facil, rapido e
reprodutivel para determinacdo da atividade antioxidante seja de extratos vegetais ou

substancias puras.
e Método ABTS

Ja o ABTSe+ (2,2’-azinobis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)) é um radical livre
estavel de coloracdo verde. Ele é solivel em &gua e em alcool, sendo utilizado o comprimento
de onda 734 nm para sua leitura em espectrofotdmetro. Seus resultados também se baseiam na
reducdo da intensidade de absorbancia na presenca da amostra, que €& expressa em
porcentagem, com atividade antioxidante sendo registrada depois de 6 min de incubagéo
(KHLEBNIKOQV et al., 2007; NIKI, 2010). De modo geral, o radical catidonico ABTS (ABTS
« +) forma-se pela perda de um atomo de nitrogénio do ABTS que na presenca de um agente
antioxidante (doador de hidrogénio), o atomo de nitrogénio anula o de hidrogénio provocando
a mudanca de cor da solucdo (PISOSCHI; NEGULESCU, 2011).

e Atividade Antioxidante Total (ATT)

Atividade Antioxidante Total - ATT- busca medir a capacidade de eliminacdo
(“sequestro”) de radicais livres contidos em uma determinada amostra teste, por antioxidantes.
Frequentemente, o Acido Ascorbico (AA) é usado como composto de referéncia e a
capacidade total é expressa em relagcdo ao AA, considerando sua absorbancia correspondente
a 100% de atividade antioxidante. Porém, alguns autores também utilizam Trolox como
referéncia (CAROCHO; FERREIRA, 2013). Esse método (também conhecido como método
do fosfomolibdénio) baseia-se na oxidagdo num complexo azul de fosfomolibdénio pela
adicéo de nitrito (ADORJAN; BUCHBAUER, 2010).
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e Peroxidacdo Lipidica

A peroxidacao de lipidios corresponde a uma reacdo que ocorre em acidos graxos
polinsaturados presentes nas membranas celulares. Essa reacdo produz radicais livres que
podem interferir na permeabilidade, fluidez e integridade das membranas (FRANCA et al.,
2013). O método consiste na medi¢do da quantidade de hidroperdxidos de lipideos (LOOH)
formados nas fases iniciais de oxidacdo lipidica utilizando o acido linoleico como substrato
dessa oxidagdo. A oxidacdo do ferro, induzida pela presenca de LOOH, a partir de um
complexo Fe(ll)-Tiocianato a um complexo Fe(lll)-Tiocianato resulta numa intensa cor
vermelha no fim. O ponto final da reacdo € a saturacdo do cromoforo - Fe(lll)-Tiocianato
detectado por espectrometria a 500 nm. Isto ocorre normalmente entre 7-10 dias apds a reacdo
inicial (KENNY; BRUNTON; SMYTH,2015). A taxa de peroxidagdo é medida diariamente
em espectrofotdbmetro a 500 nm até os controles atingirem absorbancia maxima. Na presenga
de um antioxidante, a oxidacao de lipideos fica impedida e o ponto final da reacdo com o

cloreto férrico & inibida.

3.7 BACTERIAS MULTIRRESISTENTES

As bactérias podem ser encontradas no solo, ar, 4gua, no exterior e/ou interior de
outros seres vivos, fazendo parte da microbiota natural do corpo. O nicho desses seres vivos
corresponde as suas funcBes no habitat e caracteristicas de adaptacdo as diversas condicBes
ambientais. Cada espécie apresenta suas particularidades nutricionais, propriedades cinéticas e
bioquimicas distintas (BOSSOLAN, 2002). As diferentes condicdes do ambiente podem
afetar direta ou indiretamente o estado fisiolégico de um organismo, alterando o seu
metabolismo, crescimento e desenvolvimento. E como 0s microrganismos ndo apresentam
defesas fisicas, precisam desenvolver continuamente estratégias adaptativas que possam

garantir sua sobrevivéncia.

Dentre as caracteristicas que possibilitam essa ampla distribuicdo no ambiente pode
ser destacada o tamanho muito reduzido, que favorece uma grande capacidade de dispersdo; a
diversidade metabolica e fisiologica, que permite melhor adaptacdo e toleréncia as condicoes
ambientais desfavoraveis; e sua grande capacidade de transferéncia horizontal de genes
(THG), esse € um mecanismo bastante conhecido em procariotos (WIJAYAWARDENA;
MINCHELLA; DEWOODY, 2013) que possibilita a recombina¢do de caracteres positivos,
bem como permite adaptacdo por um longo periodo de tempo (LAWRENCE, 2002). Neste
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contexto, as variagfes ambientais e temporais impulsionam para a evolugcdo de
microrganismos e aquisicdo de novos genes, por meio de elementos genéticos moveis. Esses
elementos sdo chamados plasmideos e podem ser transferidos entre bactérias através do
processo de conjugacdo levando ao surgimento de cepas multirresistentes (DAMASCENO
2010). A transferéncia horizontal de genes € um importante mecanismo na adaptacdo de
procariotos a um nicho especifico, pois a aquisicdo de um conjunto génico ja preparado e
melhorado aumenta a adaptabilidade destes microrganismos. Uma dessas adaptabilidades
conferiu aos microrganismos a capacidade de desenvolver mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos. A resisténcia € uma consequéncia das mutacfes e das pressdes seletivas
sofridas pelos microrganismos expostos continuamente aos agentes bacterianos
(LAXMINARAYAN et al., 2013), além de conferir uma vantagem seletiva sobre as estipes

nao mutadas.

Por muito tempo, infeccbes causadas por bactérias eram a principal causa de
morbidade. Com a descoberta da sulfanilamida, em meados de 1930, pensou-se ser o fim
dessas enfermidades. Todavia, uma década depois, surgiram as primeiras cepas de S. aureus
resistentes a essa droga e até os dias atuais esse nimero vem aumentando (SANTOS et al.,
2007). A resisténcia dos microrganismos aos antibidticos data desde a sua descoberta por
Fleming em 1929, onde ele observou que algumas bactérias como Pseudomonas aeruginosa,
ndo eram inibidas pelo antibidtico (TAVARES, 2000).

Os antibioticos correspondem ao tratamento primario das infeccdes bacterianas e vem
recebendo merecida atencdo nos ultimos anos. Anualmente, s6 nos Estados Unidos, as
infecces bacterianas contribuem direta ou indiretamente com cerca de 23.000 mortes
(SHARMA et al., 2015). Dados publicados pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS)
atenta que a resisténcia as bactérias comuns cresceu consideravelmente, atingindo niveis
alarmantes em diversas localidades do planeta, frisando os riscos de uma era pds-antibiotica
em que simples infecgdes podem ser fatais, até mesmo para individuos saudaveis (WANG et
al., 2016).

A resisténcia bacteriana aos antibiéticos é um fenbmeno de escala global sendo sua
causa atribuida principalmente ao uso indiscriminado ou mesmo prescrito da terapia
antibiotica (LAHMAR et al., 2016). Atualmente, o crescente nimero de cepas multirresistente
as drogas (MDR) é descrita para a maioria das espécies de microrganismos. Essa resisténcia

alastrou-se a praticamente todas as classes conhecidas de antibidticos, tornando uma
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necessidade vital a busca de novas drogas. Essa resisténcia ocorreu de forma subita
principalmente para as classes de antibioticos 3-lactamases (LAXMINARAYAN et al., 2013).

Nas Gltimas quatro decadas a descoberta de novos medicamentos avangou muito
lentamente. O principal entrave encontra-se nas dificuldades de identificar novas substancias
capazes de combater essas infeccOes sem causar efeitos colaterais danosos (KON; RAl,
2012). Se por um lado a descoberta de novos antibidticos diminuiu, na outra direcdo, houve
um aumento critico do nimero de cepas multirresistentes (ASAMIZU, 2017), o que justifica a
busca incansdvel por novas tecnologias e estratégias na tentativa de criar novos

medicamentos.

O uso descontrolado de antibioticos facilita as bactérias a evoluir para as formas MDR
e, consequentemente a causar surtos epidemiolédgicos. Muitas dessas bactérias MDR sdo
bastante conhecidas na clinica como € o exemplo de Staphylococcus aureus resistentes a
Meticilina (MRSA), Enterococos resistentes a Vancomicina (VRE), Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa resistentes a fluoroquinolonas, Klebsiella pneumoniae resistentes a
ceftazidima, Acinetobacter baumannii MDR (KON; RAI, 2012), entre outras. Essa condi¢édo
dificulta ainda mais a cura por limitar a disponibilidade de antibidticos para tratamento. A
resisténcia aos antimicrobianos da-se por diferentes vias que incluem a modificacdo
enzimatica ou degradacao da molécula de antibidtico, alteracdo do alvo que evita que a droga
se ligue ao alvo especifico ocasionando assim, a perda da sua finalidade, extravasamento do
farmaco nas células bacterianas pelas bombas de efluxo, além de alterac6es na sua fisiologia

que afetam a sensibilidade aos antimicrobianos (KON; RAI, 2012).

Enxergando a necessidade urgente de novos tratamentos no combate a infecgdes
causadas por patogenos MDR, inclusive MRSA, a Sociedade de Doencas Infecciosas da
América (Infectious Diseases Society of America - IDSA) criou uma iniciativa chamada
10x'20 onde visa o desenvolvimento de 10 novos farmacos capazes de tratar as infecgdes
causadas por esses patdgenos resistentes (chamados coletivamente de ESKAPE) até 2020
(KUMAR; CHOPRA, 2013). A necessidade imediata de novos medicamentos se esbarra em
duas grandes dificuldades: descoberta e langamento de um novo produto no mercado.
Primeiro, por que os custos sdo altissimos chegando a cerca de 800 milhdes de dodlares.
Segundo e ndo menos complicado, o tempo. Um medicamento leva cerca de 10 a 15 anos
entre o seu descobrimento, pré-testes e testes clinicos até sua liberacao para uso (MEINERS,
2008).
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O aumento da resisténcia associado aos efeitos nocivos provocados pelos antibioticos
sintéticos impulsionou a busca de drogas naturais com acdo antimicrobiana como alternativa
para o tratamento de infec¢bes bacterianas. Os compostos ativos oriundos de vegetais como
0s Oleos essenciais, por exemplo, vém sendo estudados no desenvolvimento de novos
medicamentos a serem usados isoladamente ou em conjunto com as drogas tradicionais,
comumente utilizadas na clinica (ALEKSIC; KNEZEVIC, 2014).

3.7.1 Staphylococcus aureus

Descrita pela primeira vez em 1878, Staphylococcus aureus é ainda hoje um dos
grandes causadores de infeccBes. Trata-se de um cocos Gram-positivo, catalase positiva e
anaerdbia facultativa pertencente a familia Staphylococcacea e onde pelo menos 200
linhagens diferentes ja sdo conhecidas (DURAI; NG; HOQUE, 2010). A cor dourada das
coldnias é uma caracteristica marcante de S. aureus, e deve-se a presenca de carotendides.
Acredita-se que 0s mesmos possam estar envolvido nos fatores de viruléncia da bactéria além
de conceder protecdo contra agentes oxidativos (PLATA et al., 2009). Neste caso, a acao
antioxidante deve-se a presenca da uma molécula denominada estafiloxantina (responsavel
também pela cor) que protege o microrganismo das ERO’s produzidas pelos neutrofilos
(FITZGERALD-HUGHES; DEVOCELLE; HUMPHREYS, 2012). As suas células estdo
dispostas em cachos (Figura 8) e sua superficie é rica em proteinas que se encontram aderida
aos peptidioglicanos da parede celular (BRESOLIN et al., 2005), que junto as toxinas
proteicas extracelulares sdo fatores determinantes para a viruléncia de S. aureus (XIANG et
al., 2012).

Figura 8: Colbnia de S. aureus em biofilme

Legenda: Coldnia de S. aureus unidas formando um biofilme bacteriolégico observada em microscopia. Fonte:
Lee et al, (2014).
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As proteinas da parede celular de S. aureus desempenham funcbes importantes como,
facilitar a adesdo e invasdo nas células e tecidos do hospedeiro, evasdo da resposta imune e
formacéo de biofilme. Desse modo, elas estdo envolvidas nos fatores de viruléncia cruciais
para a sobrevivéncia da bactéria no estado comensal e durante as infec¢bes invasivas
(FOSTER et al., 2014). Esta ultima é causada quando o tecido do hospedeiro esté lesionado em
decorréncia da acdo bacteriana que ao atravessar essa barreira e escapar da resposta imune do
hospedeiro consegue sobreviver na corrente sanguinea (FERRO et al., 2016). A capacidade de
defesa inata do hospedeiro se reflete diretamente nas habilidades que a bactéria utiliza para
fugir da morte por fagocitose. S. aureus dispde de varios exopolimeros que se unem para
formar um revestimento o qual ajuda a bactéria a se camuflar, uma vez ndo sendo
reconhecidas pelos leucdcitos conseguem se evadir da resposta imunologica (DELEO; DIEP;
OTTO, 2009).

S. aureus é um dos patégenos mais estudados na clinica, principalmente por ser um
dos microrganismos mais comum que infecta o ser humano. Estdo envolvidos em diversas
patologias como infeccBes dermatoldgicas e endovasculares, pneumonia, osteomielite,
endocardite e até complicacdes mais graves como sepsia (MILLER; KAPLAN, 2009;
DAVID; DAUM, 2010) e possui uma consideravel capacidade de resistir aos antimicrobianos.
Bastou apenas 10 anos apds a descoberta da penicilina, para o aparecimento de cepas
resistentes (DELEO et al., 2010). Essa resisténcia aumentou consideravelmente na década de
1950 e desde entdo as taxas de infeccdo continuam crescendo e tornando o tratamento cada
vez mais complicado (SYDNOR; PERL, 2011). Em 1940, quando ainda ndo se utilizava a
penicilina no tratamento de infec¢des de S. aureus,foi registrada uma taxa de mortalidade em
torno de 80% entre os individuos infectados (DEURENBERG; STOBBERINGH, 2008).

A resisténcia aos farmacos disponiveis para tratamento de infecgbes bacterianas
tornou-se um grave problema de saude publica. Além disso, 0 que € preocupante ndo é apenas
a alta prevaléncia de resisténcia entre as bactérias, mas também o rapido aumento dos niveis
de resisténcia (KON; RAI, 2012). S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) s&o resistentes a
todas as penicilinas e outros antibidticos B-lactdmicos. As moléculas de - lactamasese ligam
as proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs) na parede celular bacteriana inibindo a atividade
da transpeptidase causando assim, a morte celular. A resisténcia a meticilina em S. aureus, déa-
se pela aquisicdo horizontal de PBP2a (PBP2 modificada) e codificada pelo gene mecA

(Figura 9). Essa alteragdo da proteina ocasiona a diminuicdo da afinidade da ligacdo dos
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agentes de p- lactamase e consequentemente ajuda a promover a resisténcia (FARREL et al.,
2012).

Figura 9: A resisténcia a meticilina em Staphylococcus aureus é conseguida por uma modificagdo estrutural do

local alvo de ligacdo da meticilina.
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resistente

Fonte: Barbosa (2017), adaptado de Bereket et al., (2012).

Cepas de MRSA eram praticamente restritas ao ambiente hospitalar, hoje em dia é
alarmante o nimero de individuos infectados por MRSA que nunca frequentou o servico de
saude (DAVID; DAUM, 2010), ou seja, individuos que nunca estiveram internados ou
submetidos a algum procedimento cirargico. Apesar do modo de infeccdo por MRSA da-se de
forma direta (pele a pele), a transmissdo indireta (através de objetos contaminados) ou

utilizando animais como vetores também podem ocorrer (DURAI; NG; HOQUE, 2010).

O surgimento e a prevaléncia de MRSA (Figura 10) é preocupante, pois diminuem as
opcdes de escolha dos antimicrobianos e interfere no tratamento de infecgdes muito comuns
(MCCARTHY; LINDSAY, 2010).



44

Figura 10: S. aureus resistente a meticilina

667 nm

Fonte: DelLeo; Chambers (2009).

Desde o primeiro relato em 1961, até os dias atuais MRSA se espalhou e é persistente
em hospitais de todo o mundo. Nos Estados Unidos, S. aureus é a principal causa de infeccbes
hospitalares, incluindo MRSA que causa a morte de aproximadamente 20% dos individuos
infectados. Esse numero ultrapassa as mortes decorrentes de complicagdes em pacientes
infectados por HIV/AIDS (DELEO; CHAMBERS, 2009).

Um estudo realizado nos Estados Unidos revelou que por ano, as infecgfes de pele
causadas por S. aureus ocasionaram aproximadamente 12 milhdes de consultas e emergéncias
e cerca de meio milhdo de internacGes. Esta bactéria costuma colonizar a pele e a mucosa dos
seres humanos. E crucial compreender os mecanismos que facilitam a colonizagdo de
microrganismos, pois se trata de um importante fator para a infecgcdo subsequente de S. aureus
(KRISHNA; MILLER, 2012). Com as op¢des limitadas de antibidticos para o tratamento das
infeccBes causadas por esses patdgenos, a ciéncia permanece na busca incessante de novas

moléculas promissoras.

3.7.2 Staphylococcus aureus e 6leos essenciais

Historicamente, os produtos naturais exercem importancia fundamental na
identificacdo e principalmente no desenvolvimento de agentes antibacterianos. O interesse por
essas moléculas tinha diminuido nos dltimos anos, mas o surgimento de cepas
multirresistentes e 0 aumento de mortes causadas por infeccdes oportunistas forcou sua
reavaliacdo como uma rota de identificacdo de novas substancias capazes de driblar os

mecanismos de resisténcia bacteriana (MOLONEY, 2016).



45

Compreender a finalidade desses agentes € um passo crucial para o entendimento de
suas acOes farmacoldgicas, além de servir como estudos preliminares para desenvolvimento
de novas drogas. Este ponto é fundamentalmente importante para o Brasil por dispor de uma
vasta biodiversidade, o que pode contribuir para o progresso da satde com o desenvolvimento
de farmacos mais eficazes e com menos danos colaterais no combate a resisténcia e a
patogenicidade de microrganismos (OSTROSKY et al., 2008).

Os microrganismos, como S. aureus, afetam a salde dos seres humanos ha muito
tempo. Estes por sua vez, buscam na natureza, principalmente nas plantas, substancias
capazes de curar ou aliviar os sintomas provocados por esses patdégenos. Muitos sdo estudos
que relacionam a acdo antimicrobiana de 6leos essenciais contra cepas de S.aureus. Millezi et
al. (2014) investigou a acdo antibacteriana dos Gleos essenciais de Satureja montana L.
(Lamiaceae), Cymbopogon nardus L. (Poaceae) e Citrus limonia Osbeck (Rutaceae) contra S.
aureus e constatou a maior sensibilidade da bactéria para o 6leo de C. limonia. O OE de C.
limonia € rico em limoneno e o mecanismo de acdo desse composto baseia-se nos efeitos
toxicos que ele causa a membrana celular do patégeno comprometendo assim, a sua
permeabilidade seletiva. Estudo semelhante foi realizado por Pesavento et al. (2015), no qual
0s Oleos essenciais de cinco plantas  (Origanumvulgare,  Thymusvulgaris,
Rosmarinusofficinalis, Cinnamomumzeylanicum e Salviaofficinalis) foram testados contra
diferentes microrganismos, incluindo S. aureus. Os resultados obtidos demonstraram que

todos os Oleos foram ativos tanto para as cepas sensiveis quanto para as mais resistentes.

A natureza hidrofobica é a principal caracteristica dos OE’s, sendo a que mais
influencia na atividade antimicrobiana. Tal carateristica permite que 0 mesmo possa
atravessar as membranas bacterianas e assim, agir diretamente sobre elas causando-lhes perda
de ions, redugdo do potencial de membrana, perda da funcdo das bombas de prétons e
esgotamento de ATP (DI PASQUA et al., 2006) ou ainda danos as macromoléculas e

organelas presentes na celula bacteriana (BAKKALI et al., 2008).

Os OE’s também possuem agdo contra bactérias multirresistentes. O primeiro estudo
com EO que demonstrou atividade contra MRSA foi realizado por Walsh e Longstaff (1987),
com o Gleo da arvore do cha (Melaleuca alternifolia). Essa descoberta gerou inimeros outros
estudos como os de Carson et al., (1995), que avaliaram a acéo antimicrobiana do 6leo em 64
isolados de MRSA da Australia e do Reino Unido atestando a susceptibilidade dessas cepas
ao OE de M. alternifolia. Desde o ano 2000 até os dias atuais, a atividade anti-MRSA de OE’s
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foram o foco de inumeras pesquisas (BRADY et al., 2006; LAPLANTE, 2007; CHAO et al.,
2008; DORAN et al., 2009; MAHDAVI; YAACOB; DIN, 2017).
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4 CONDERACOES FINAIS

e Através da Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa (CG/MS)
e Cromatografia Gasosa com Detector de lonizacdo de Chama (GC/FID) foi possivel
identificar e quantificar os constituintes volateis de Xylopia frutescens e Eugenia

umbrosa. Os sesquiterpernos foram os compostos predominantes nos OE’s;

e Nao foi possivel identificar os componentes do 6leo essencial de C. dichotoma pela
técnica de (CG/MS) e (GC/FID) sendo necessarias outras técnicas mais sensiveis
como RMN;

e A atividade hemolitica revelou baixa citotoxidade em eritrocitos para todos os OE’s

testados;

e A melhor atividade antioxidante dos OE’s foi observada no método do
fosfomolibdénio, com destaque para o OE de X. frutescens que apresentou também o0s

melhores resultados nos demais métodos, devendo ser mais investigada nesse aspecto;

e O antibiograma revelou que oito do total de dezessete cepas deS. aureus sdo
multirresistentes (MDR);

e A CIM/CBM para a maioria das cepas de S. aureus foi moderada/alta. No entanto,
para confirmar a a¢do antimicrobiana dos OE’s estudados € necessario que os mesmos

sejam avaliados frete a outros patdgenos;

e Através da curva de crescimento foi possivel observar que a morte bacteriana ocorreu

nas primeiras horas de contato das cepas de S. aureus com os OE’s;

e [Este é 0 primeiro estudo sobre os constituintes volateis e atividades antioxidante e
antimicrobiana de X. frutescens, C. dichotomae E. umbrosa presentes na Mata

Atlantica do Nordeste.
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RESUMO

Objetivos: O objetivo deste estudo foi analisar a composicdo quimica, as atividades
antioxidante e antimicrobianados Oleos essenciais das folhas de Xylopia frutescens,

Campomanesia dichotomae Eugenia umbrosa.

Métodos: A caracterizacdo quimica de X. frutescens, C. dichotoma e E. umbrosa foram
analisadas por GC/MS e GC/FID. Para avaliar a atividade antioxidante, utilizaram-se 0s
métodos de sequestro do DPPH, ABTS, peroxidacao lipidica e ensaio do fosfomolibdénio. A
atividade antibacteriana foi avaliada por concentragdo inibitéria minima (CIM) e
concentracdo bactericida minima (CBM) além da verificacdo da cinética de morte inicial de

estirpes MDR de Staphylococcus aureus.

Resultados: Foram identificados 25 compostos para o 6leo essencial de X. frutescense sua
maior parte pertencente a classe dos sesquiterpenos tendo o Biciclogermacreno. A
cromatografia do OE de E. umbrosa identificou um total de 32 compostos. O constituinte
majoritario foi o B-copaeno-4a-ol. N&do foi possivel identificar o OE de C. dichotoma por
GC/MS e GC/FID. O oleo essencial de X. frutescens apresentou atividade antioxidante mais
significativa que os demais Oleos. Todos os Oleos apresentam baixo grau de hemolise e
demonstraram acdo bactericida contra S. aureus na concentracdo de 4mg/mL com a morte

bacteriana ocorrendo nas primeiras horas do contato do OE com o microrganismo.

Conclus6es: Este é o primeiro relato sobre a analise dos componentes volateis das folhas de
E. umbrosa. Trata-se também do primeiro estudo da atividade antimicrobiana, antioxidante e

hemolitica para os trés 6leos analisados.

Palavras-chave: Antimicrobianos; Antioxidantes; Staphylococcus aureus; Oleos essenciais;
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INTRODUCAO

Os produtos naturais sao amplamente usados como matéria-prima para a sintese de
compostos bioativos ™. Cerca de 80% da populagdo mundial faz uso de remédios tradicionais
como alternativas medicamentosas iniciais, principalmente os fitoterapicos. O Brasil possui
um rico patrimdnio floristico, com uma grande parcela de plantas nativas nunca exploradas 2.
A Mata Atlantica é um dos biomas brasileiros que esta presente em grande parte da regido
litoranea. E uma das mais importantes florestas tropicais do mundo, apresentando uma rica
biodiversidade . Nela ha um elevado nimero de espécies vegetais (em sua maioria,
endémicas), que sdo fontes promissoras de indmeras moléculas bioativas. As familias
Annonaceae e Myrtaceae estdo presentes no Dominio Atlantico e seus representantes sdo
bastante estudados quanto aos seus efeitos farmacoldgicos que incluem acdo antimicrobiana,

antioxidante, antitumoral, entre outros [+,

No Brasil, a busca por produtos de origem natural vem crescendo bastante nos Gltimos
anos. O que tem aumentado significativamente o desenvolvimento de pesquisas relacionadas
a descoberta de novos farmacos [®1. Os produtos naturais derivados de vegetais ja s&o
conhecidos por suas acGes farmacoldgicas no combate a diversas doencas como cancer e
diabetes ¥l e por suas propriedades antimicrobianas e antiparasitérias [°l. Dos medicamentos
disponiveis atualmente cerca de 40% sdo oriundos de fontes naturais, principalmente de
plantas.

Dentre 0s compostos naturais sintetizados pelas plantas destacam-se 0s 6leos essenciais
gue cada vez mais estdo se tornando o foco de diversas pesquisas. A estimativa é de que cerca
de trés mil Oleos essenciais ja foram descritos, dos quais cerca de trezentos sdo destinados ao
mercado de fragrancias [*°. O uso de dleos essenciais na fitoterapia esta ligado as diversas
acOes farmacoldgicas apresentadas por seus constituintes e sdo bastante estudados
principalmente quanto a sua acéo antioxidante e antimicrobiana. Uma vez elucidados todos os
seus constituintes e confirmado seu potencial antioxidante, podem vir a ser utilizados como
antioxidantes naturais em substituicdo aos sintéticos geralmente utilizados pela indudstria
alimenticia. Por outro lado, a atividade antimicrobiana é o ponto inicial para diversos estudos
incluindo o desenvolvimento de novos farmacos. Além do mais, tem-se observado uma
crescente resisténcia bacteriana aos antimicrobianos comumente prescritos na clinica 3. A
partir dessas consideracdes este estudo tem como objetivos caracterizar quimicamente 0s

componentes dos 0leos essenciais de Xylopia frutescens Aubl, Campomanesia dichotoma
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(O.Berg) Mattos e Eugenia umbrosa O.Berg, provenientes da Mata Atléantica, além de avaliar

suas atividades antioxidante e antimicrobiana.

MATERIAIS E METODOS
Reagentes

2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), 2,6-ditert-butil-4- metilfenol (BHT), 2,2’-azinobis 3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonico &cido (ABTS), Trolox®, &acido linoleico, quercetina, acido
ascorbico, foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Meios de cultura
Mueller-Hinton &gar e Mueller-Hinton caldo foram obtidos da Himedia Laboratories
(Mumbai, india). O é6xido de cariofileno, valenceno, B-cariofileno e o-humuleno utilizados

nas identificacGes dos compostos volateis, foram adquiridos da Sigma-Aldrich - Brasil.

Coleta e identificacdo do material vegetal

As folhas de Xylopia frutescens, Campomanesia dichotoma e Eugenia umbrosa foram
coletadas entre os meses de maio/junho de 2015, na Usina Sao José - PE, Usina Coruripe -
AL e Chapada do Araripe - CE, respectivamente. Apo6s as coletas, as amostras vegetais foram

identificadas e depositado no herbario do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA).

Extracédo dos componentes volateis

As folhas de X. frutescens, C. dichotoma e E. umbrosa foram secas em estufa a uma
temperatura de 40° C. Em seguida foram trituradas e submetidas a extragdo dos dleos
essenciais através da técnica de hidrodestilagdo utilizando um aparelho do tipo Clevenger
durante 4h. O rendimento foi calculado pelo peso seco do material vegetal. Os Oleos
essenciais foram armazenados a 20 °C negativos e protegido da luz.

Caracterizacdo quimica dos OE’s e Identificagdo dos componentes

A identificacdo quimica dos compostos presentes nos 6leos foi realizada por meio da técnica
de cromatografia gasosa acoplada ao detector de ionizacdo de chamas (GC/FID) e por

cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG/MS).
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Anéalise GC/FID

As analises GC quantitativas foram realizadas utilizando um aparelho GC Hewlett-Packard
5890 Series Il equipado com um detector de ionizacdo de chama (FID) e uma coluna capilar
de silica fundida DB-5 néo polar (pelicula com espessura de 30 x 0,25 mm x 0,25 mm pm) (J
& W Scientific). A temperatura programada do forno foi de 60 a 240 ° Caumataxade3°C/
min para efeitos de integracdo. As temperaturas do injetor e do detector foram de 260 ° C.
Utilizou-se o hidrogénio como gas de suporte a uma taxa de fluxo de 1 L / min e 30 p.s.i. de
pressdo de entrada no modo de divisdo (1:30). O volume de injecdo foi de 0,5 pL de solugdo
diluida (1/100) de 6leo em n-hexano. A quantidade de cada composto foi calculada a partir
das areas de pico de CG na ordem da eluicdo da coluna DB-5 e expressa como uma

percentagem relativa da area total dos cromatogramas.
Analise GC/MS

A anélise qualitativa de GC/MS foi realizada utilizando um sistema Varian 220-MS IT GC
com um detector de massa seletiva, espectrometro de massa em EI 70 eV com um intervalo de
varrimento de 0,5 s e fragmentos de 40 a 550 Da. Equipado com o mesmo programa da
coluna e temperatura que o dos experimentos GC, com 0s seguintes parametros: gas
transportador = hélio; taxa de fluxo = 1 mL / min; Modo de divisao (1:30); Volume injetado =
1 ul de solugéo diluida (1/100) de 6leo em n-hexano.

Identificacdo dos componentes

A identificacdo dos componentes baseou-se nos indices de retencdo de GC com referéncia a
uma série homéloga de n-alcanos Cs-Cao utilizando a equacio de Van den Dool e Kratz[*2,
por correspondéncia contra uma biblioteca espectral de massa de um sistema de dados
GC/MS (NIST 98 e WILEY) e co-injegdo com padrdes auténticos, bem como outros
espectros de massa publicados!*®l. Os sesquiterpenos 6xido de cariofileno e valenceno (para E.
umbrosa), B-cariofileno e a-humuleno (para X. frutescens) foram utilizados para identificagao

dos compostos volateis.

Atividade Antioxidante
Sequestro de radicais livres - DPPH

O método é baseado na metodologia de Blios I, utilizando o radical estavel DPPH". Ap6s 0

preparo do reagente DPPH, foram pesados 1 mg de cada 6leo e misturados a 1 mL de metanol
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e feitas as diluigdes seriadas (1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25 pg/mL). Em uma placa de
microtitulacdo, foi adicionado 40 pL de cada concentracdo do 6leo, 250 pL da solucdo de
DPPH e mantida no escuro. Ap6s 25 minutos foi realizada a leitura em espectrofotdmetro a

517 nm. A eliminacéo de radicais de DPPH foi calculada através da formula:

Abs control — Abs sample
DPPH (%) = Abs control x 100

Onde: Abs = Absorbancia. BHT foi utilizado como padréo. ICso foi calculado como a
concentracdo que causou 50% de inibicdo de DPPH.

Inibicdo do radical ABTS

O método ABTS utilizado foi descrito por Re et all*® e modificado por Kuskoski et al [*°1, O
radical ABTS™ é formado por uma reacdo quimica com o persulfato de potassio. Apo6s 16
horas do preparo do reagente ABTS, foi pesado 1 mg de cada 6leo e misturados em 1mL de
metanol. Em seguida foram realizadas as dilui¢bes seriadas (1000; 500; 250; 125; 62,5;
31,25ug/mL). Posteriormente (no escuro), foi colocado em cubetas ImL da solucdo ABTS
junto com 10 pL de cada amostra de 6leo e a absorbancia foi medida em espectrofotdmetro
exatamente apds 6 minutos. Os resultados foram expressos em Porcentagem de inibigdo (% I)
e 0 BHT foi utilizado como padréo de referéncia.

Atividade Antioxidante Total (ATT)

O oleo essencial das folhas de X. frutescens, C. dichotoma e E. umbrosa foram diluidas para
concentracdo de 1 mg/mL, onde 100 pL foi misturado a 1 mL da solugédo de fosfomolibdénio
(600 mM de acido sulfarico, 28 mM de fosfato de sodio e 4 mM de molibdato de amdnio), e
posteriormente colocados em banho-maria a 95 °C por 90 minutos. Apds voltarem a
temperatura ambiente, as absorbancias das amostras foram medidas a 695 nm 17, A atividade

antioxidante total foi expressa em relagdo ao acido ascorbico e calculada pela formula:

ATTI(%) = 2274 100
(o) = Aaa — Ac x
Onde: Ac = Absorbancia do controle, Aa = Absorbancia da amostra e Aaa = Absorbancia do

acido ascorbico.
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Peroxidacdo Lipidica

Foi pesado 1 mg de cada 6leo e dos padrdes (BHT, quercentina e Trolox®) e dissolvidos em 1
mL de metanol. Em seguida, 200 pL da amostra, dos padrdes e do branco (etanol) foram
colocados em um tubo (separadamente) junto com 200 pL da solugdo de acido linoleico (2,5
M), 400 pL de tampédo fosfato (20 mM, pH 7) e 200 pL de agua destilada (v.f. 1 mL).
Posteriormente, os tubos foram incubados no escuro por 24h a 40° C. Apds a incubacgéo, 50
pL da mistura foi adicionado a 50 pL de etanol a 75%, 50 pL da solucdo de tiocianato de
amonio (0,3 M) e 50 pL de solucdo de cloreto ferroso (20 mM) em placa de microtitulacao.
Apo6s 3 min, foi mensurada a densidade 6tica em espectrofotdmetro a um comprimento de
onda de 500 nm. A mistura original voltou para incubadora e o experimento foi realizado a
cada 24h até 1 dia ap6s o controle positivo atingir o seu valor maximo de absorbancia. Os

resultados foram expressos em Porcentagem de Inibicdo (% 1), calculados pela formula:

I (%) = [(Abs do controle positivo do ultimo dia — Abs da amostra no ultimo dia) / Abs do

controle positivo do ultimo dia] x 100, onde Abs = absorbancia.

Atividade Hemolitica

A atividade foi realizada seguindo a metodologia de Almaaytah et al ('8, Eritrocitos humanos
foram isolados por centrifugagdo a 1500 rpm por 10 min. O plasma foi removido e 0s
eritrocitos foram lavados trés vezes com tampdo fosfato-salina (PBS 0,9%; pH 7,4). Uma
aliquota de 1100 pL de suspensdo de eritrocitos foi misturada a 400uL do éleo essencial em
varias concentragdes (500, 250, 125, 62,5 e 31,25 mg/mL). O controle negativo (branco) e
controle positivo receberam 400 pL de metanol e de Triton X-100, respectivamente. Apds 60
minutos de incubacdo a 37° C as células foram centrifugadas a 1500 rpm por 10 min e 0
sobrenadante foi usado para medir a absorbancia a 540 nm. A atividade hemolitica foi

expressa em relagdo a acdo do Triton X-100 e calculada pela seguinte formula:

As b
Atividade hemolitica (%) = 15" 100

Sendo, Ay a absorbancia do controle (branco, sem extrato), As a absorbancia na presenca de

extrato e Ac sendo referente a absorbancia da solugéo de Triton X-100.
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Avaliacéo da Atividade Antimicrobiana

Amostras bacterianas e condic¢Ges de crescimento

Foram utilizados isolados clinicos de Staphylococcus aureus da Colecdo de Microrganismos
do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco oriundo de
diferentes sitios de infeccdo (ponta de cateter, fragmento de o0sso, exsudado purulento,
secrecdo de feriada, secrecdo de ulcera, secrecdo traqueal e secrecdo nasal). A linhagem
ATCC foi utilizada como controle de referéncia em todos os experimentos realizados [*°l.
Todas as culturas foram mantidas em 6leo mineral e crescidas em placa de Petri contendo

meio Agar Mueller-Hinton a 37°C.
Perfil de susceptibilidade

Os isolados de S. aureus foram testados quanto a susceptibilidade aos antimicrobianos de
diferentes mecanismos de acdo: Ampicilina (AMP) 10 pg, Oxacilina (OXA) 1ug,
Ciprofloxacina (CIP) 5ug,Amicacina (AMI) 30ug, Gentamicina (GEN) 10ug, Clidamicina
(CLI) 2ug, Clorafenicol (CLO) 30ug e Tetraciclina (TET) 30ug.Os experimentos foram
realizados em triplicata por meio do antibiograma, através do método de difusdo em discos
(Kirby-Bauer) de acordo com as normas do Clinical and Laboratory Standards Institute*®. As
placas foram incubadas por 24 h a 37 © C. Os didmetros dos halos de inibicdo foram
mensurados e comparados com a tabela padrdo para testes de susceptibilidade aos antibi6ticos

e classificados como sensiveis (S), intermediarias (1) ou resistentes (R).
Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM):

A avaliagdo antimicrobiana dos OE’s das espécies de X. frutescens, C. dichotoma e E.
umbrosa foi realizada em modelo experimental de microdiluicdo seriada, conforme descrito
pela CLSI ' em placas de 96 pocos. A suspensdo de bactéria foi ajustada a Densidade Otica
(ODeoo) entre 0,150 a 0,200 e em seguida, as placas contendo o meio de cultivo e as amostras
(microrganismo e OE‘s) foram incubadas a 37°C por 24 horas. A leitura das microplacas foi
realizada em espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 600 nm nos tempos de Oh e
24h. A CIM foi determinada como a menor concentracdo capaz de inibir 90% do crescimento
bacteriano. A CBM foi realizada nas mesmas condic¢des da CIM e determinada como a menor
concentracdo do composto para a qual ndo foi observada bactéria viavel. Os antibioticos

ampicilina e tetraciclina foram utilizados como controle.
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Avaliagéo da capacidade bactericida e bacteriostatica

A atividade antibacteriana sobre um microrganismo pode ser observada através da
concentracdo inibitéria minima (CIM), da concentracdo bactericida minima (CBM) e também
através da relacdo CBM / CIM onde pode-se determinar o indice de multirresisténcia. Se a
razdo CBM / CIM =1 ou 2, o efeito é considerado bactericida, mas se a razdo CBM / CIM =
4,8, 16 ou 32, o efeito é definido como bacteriostatico 2%,

Ensaio da Curva de Crescimento

Para 0 ensaio da curva de crescimento seguiu-se a metodologia proposta por Klepser et al?]
com algumas modificac@es, no qual cepas de isolados clinicos de S. aureus foram submetidos
a morte celular por exposicdo aos 6leos essenciais testados nas concentracbes da CBM
nos periodos de tempo de 0,1,2,3,4,5,6,8, 10, 12, 18, 22 e 24h. Em placa de 96 cavidades foi
colocado o meio Mueller-Hinton caldo (pH 7,2), os antibidticos, as amostras (6leo) e as
bactérias completando um volume final de 200 pl em cada po¢o. Como controle positivo da
morte celular foi utilizado meio de cultura acrescido de antibiético, o controle negativo
corresponde ao meio de cultura junto ao microrganismo e o controle de esterilidade contendo
apenas 0 meio de cultivo. Apds a leitura de Oh, as placas foram incubadas a 37°C e as leituras

foram realizadas em espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 600 nm.

Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata, calculadas suas médias e desvio
padrdo. Valores de p<0,05 foram aceitos como estatisticamente significantes em comparacéo
com o grupo controle. O software GraphPad Prism 5.0 foi utilizado para analises estatisticas

assim os gréaficos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizagao

O proceso de hidrodestilagdo das folhas de X. frutescens, C. dichotoma e E. umbrosa
geraram um Oleo essencial com rendimentos médios de 0,65%, 0,90% e 3,27%
respectivamente. Vinte e cinco componentes do OE de X. frutescens (Tabela 1) foram
identificados de acordo com a analise GC/MS e GC/FID representando 99.40% da
composi¢do quimica do 6leo.O O6leo mostrou-se ser rico em sesquiterpenos (97.94%).

Biciclogermacreno (30.91%) foi o constituinte majoritario, seguido por viridifloreno
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(27.19%), p-cariofileno (13.62%), Allo aromadendreno (6.91+0.00) e a-humuleno
(5.50+0.00).

Tabela 1. Composicao quimica do 6leo essencial das folhas de Xylopia frutescens.

a b < Método de

Compostos IR IR Area (%) identificacio
(E)-p-ocimeno 1039 1044 0.46 IR, MS
a-cubebeno 1342 1345 0.70 IR, MS
Longipineno 1347 1350 0.58 IR, MS
B-patchouleno 1372 1379 0.75 IR, MS
B-cubebeno 1383 1387 0.84 RI, MS

p-cariofileno 1414 1417 13.62 IR, MS,CI
B-humuleno 1431 1436 1.39 IR, MS
a-guaieno 1433 1437 0.34 IR, MS
Aromadendreno 1436 1439 0.40 IR, MS

o-humuleno 1448 1454 5.50 IR, MS,CI
Allo aromadendreno 1454 1558 6.91 IR, MS
trans-cadina-1(6),4-dieno 1472 1475 0.45 IR, MS
y-muuroleno 1473 1478 0.90 IR, MS
Germacreno D 1482 1484 1.09 IR, MS
Viridifloreno 1490 1496 27.19 IR, MS
Biciclogermacreno 1496 1500 30.91 IR, MS
o-muuroleno 1501 1500 0.46 IR, MS
y-cadineno 1508 1513 0.23 IR, MS
B-curcumeno 1511 1514 0.26 IR, MS
B-sesquifellandreno 1517 1521 0.92 IR, MS
d-cadineno 1519 1522 1.96 IR, MS
y-vetiveno 1526 1531 0.91 IR, MS
10-epi-cubebol 1529 1533 0.93 IR, MS
a-cadineno 1531 1537 0.50 IR, MS
Germacreno 1550 1559 0.20 IR, MS

Monoterpenos 0.46%
Sesquiterpenos 97.94%
Total 98,40+0,00

2indices de retencdo calculados a partir dos tempos de retencdo em relagio aos de uma série de n-alcanos numa
coluna capilar de 30m DB-5. ® indices de retenco linear da literatura. IR = indice de retengdo, MS = espectro de

massa, Cl = co-injec¢do com padrdes auténticos.

Resultados encontrados nesse estudo estdo de acordo com dados reportados na
literatura para Oleo essencial de X. frutescens de diferentes localidades da regido Nordeste
[222%] e Sydeste do Brasil 4. A presenca de biciclogermacreno, y-muuroleno, spathulenol,
germancreno D e alguns outros compostos identificados no OE de X. frutescens é relatado em
6leos essenciais de outras espécies da familia Annonaceae. A andlise da composi¢do quimica
do 6leo essencial das folhas de Annona foetida (Annonaceae) constatou que 0 seu componente

majoritario foi o biciclogermacreno (35,12%). Outros compostos como a-humuleno (2,22%),
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Aromadendreno (1,81%), Allo-aromadendreno (1,51%) e spathulenol (1,11%) também

estavam presentes, mas,em pequenas concentragdes?,

Para o género Xylopia, Germacreno D (27,0%), biciclogermacreno (12,8%), (E)-
cariofileno (8,6%), y-muuroleno (8,6%), -cadineno (6,8%) e germacreno B (6,0%) foram os
principais componentes do 6leo essencial das folhas de X. laevigatal®®!, X. brasiliensis
apresenta o sesquiterpeno Spathulenol (40,8%) como composto majoritario seguido pelos
monoterpenos 1,8-cineol (11,1%) e verbenona (11,1%) como constituintes do dleo essencial
extraido das folhas 2”). O Spathulenol é considerado um marcador quimiotaxondmico para
Annonaceae, por se tratar de um sesquiterpeno comum para a maioria das espécies desta

familia [28],

A tabela 2 mostra os constituintes quimicos do OE de E. umbrosa, listando um total de
32 compostos representando 96.07% do Oleo. Todos os compostos identificados sdo
pertencentes a classe dos sesquiterpenos. O constituinte majoritario foi o B-copaeno-4a-ol
(25.03), seguido por B-vetiveno (11.69%), B-patchouleno (7.80%), ar-curcumeno (7.24%) e
cis-thujopsadieno (6.75%).

Tabela 2. Composicéo quimica do 6leo essencial das folhas de E. umbrosa.

Compostos IRP IR? Area (%) Método de

identificacéo
mirtenil acetato 1324 1320 0.66 IR, MS
o-elemeno 1335 1330 0.85 IR, MS
Silphiperfol-4,7-(14)- 1358 1361 0.80 IR, MS

dieno

Linalool isobutanoato 1373 1369 0.88 IR, MS
B-patchouleno 1379 1375 7.80 IR, MS
B-panasinseno 1381 1379 0.42 IR, MS
o-gurjuneno 1409 1405 1.33 IR, MS
2-epi-p-funebreno 1411 1418 0.98 IR, MS
Neo-a-cloveno 1452 1449 0.81 IR, MS
cis-thujopsadieno 1464 1465 6.75 IR, MS
Acoradieno 1469 1466 0.62 IR, MS
Cumacreno 1470 1472 2.05 IR, MS
10-epi-acoradieno 1474 1476 2.13 IR, MS
Y-gurjuneno 1475 148 1.50 IR, MS
B-chamigreno 1476 1479 1.39 IR, MS
ar-curcumeno 1479 1483 7.24 IR, MS

valenceno 1496 1490 0.60 IR, MS,CI
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trans-cicloisolongifol- 1513 1516 5.59 IR, MS
5-ol
Nootkateno 1517 1519 1.15 IR, MS
y-himachaleno 1530 1530 1.65 IR, MS
y-vetiveno 1531 1532 0.75 IR, MS
10-epi-cubebol 1533 1536 0.82 IR, MS
B-Silphiperfol-5-em-3-ol 1534 1540 0.49 IR, MS
a-copaeno-11-ol 1541 1544 0.96 IR, MS
Selina-3,7-(11)-dieno 1545 1549 0.65 IR, MS
occidentalol 1550 1551 0.45 IR, MS
norpatchoulenol 1553 1553 1.17 IR, MS
B-vetiveno 1554 1560 11.69 IR, MS
spathulenol 1577 1572 3.36 IR, MS
Oxido de cariofileno 1582 1577 3.90 IR, MS,CI
Allo cerol 1598 1593 1.60 IR, MS
p-copaeno-4a-ol 1590 1597 25.03 IR, MS
Sesquiterpenes 96.07%
Total 96.07%

2indices de retencdo calculados a partir dos tempos de retencdo em relacio aos de uma série de n-alcanos numa
coluna capilar de 30m DB-5. ° indices de retencdo linear da literatura. Rl = indice de retengdo, MS = espectro de
massa, Cl = co-injec¢do com padrdes auténticos.

A constituicdo quimica de outras espécies vegetais do género Eugenia apresentam
uma complexa mistura de constituintes. A caracterizacdo quimica do 6leo essencial de E.
uniflora demonstrou que os seus constituintes majoritarios foram a Atractilona (26,78%),
Curzereno (17,96%) e Germacreno B (9,31%) e em pequenas quantidades o Spathulenol
(1,08%) e §-elemeno (0,16%) [?°1. Outro estudo realizado com a mesma espécie apresentou
como principais componentes Spatulenol (15,8%), a-copaeno (10,96%) Muurola 4,10-dieno-
1-B-ol (9,3%), Oxido de Cariofileno (8,93%) e Allo-aromadendreno (5,5%) 0. A
caracterizagdo do Oleo essencial de E. caryophyllata demonstrou uma alta concentracdo de
eugenol (88,58%) . Para o melhor do nosso conhecimento, este é o primeiro relato da
composicao quimica do oleo essencial de E. umbrosa.

O género Eugenia possui muitas espécies ricas em 0leos essenciais com inumeras
atividades bioldgicas, incluindo antidiarreico 2, antifangica 3, antileucémica B4, antiviral
1331 antimicoplasmitica [ tém sido relacionadas a elas além de seus constituintes quimicos
bem estabelecidos.

A presenca de alguns compostos nos 6leos essenciais pode diferir entre as diferentes
especies das familias vegetais ou até mesmo entre individuos da mesma espécie. Este fato
pode estar relacionado ao modo de extracdo do 6leo essencial ou o estado do material no

momento da extracdo. Os aspectos ambientais como temperatura, altitude, solo, luz,
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sazonalidade, disponibilidade hidrica, além da maturidade da planta, herbivoria e ataque de
patdgenos podem alterar a constituicdo quimica e a quantidade de cada componente presente
em uma amostra vegetal 7% Um desses aspectos foi observado no estudo realizado por
Zatelli et al *® com o OE de E. hiemalis. Os autores observaram que houve uma mudanca nas
proporgdes dos constituintes de acordo com o periodo sazonal que os OE’s foram coletados.
O Spathulenol e d&-cadineno foram o0s principais compostos no inverno e outono,
respectivamente, enquanto o biciclogermacrenoe o p-cariofileno apresentaram maiores
indices na primavera e no verdo. Os coeficientes de variacdo dos compostos variam de 7% a
81%. Estes aspectos podem intervir de forma direta na qualidade e conseqiientemente, nos
resultados de tratamento e dos testes biolégicos [,

A técnica de cromatografia gasosa para 6leo essencial de C. dichotoma ndo conseguiu
identificar seus componentes majoritarios. A caracterizacdo exige um indice de confiabilidade
de pelo menos 95% . Desta maneira, ndo foi possivel estabelecer o percentual dos
constituintes de C. dichotoma devido os majoritarios representarem a maior porcentagem néo
identificada do dleo. Outras técnicas mais sensiveis sdo necessarias para identificacdo dos
componentes de C. dichotoma. Uma delas é a ressonancia magnética nuclear-RMN. Esta
técnica tem como vantagem fornecer uma andlise espectral de um Unico espectro de
hidrogénio e assim proporcionar informacfes como estrutura e composicdo quimica dos

principais constituintes presentes em uma determinada amostra 4%,

Atividades Antioxidantes

Os oOleos essenciais de muitas espécies vegetais ja sdo bem conhecidos pela acédo
antioxidante ©4241 E yma propriedade bioldgica de grande interesse para a industria
alimenticia, devido a sua aplicabilidade na preservacdo dos alimentos contra acdo oxidativa.
Além disso, os antioxidantes naturais tém ganhado notoriedade, uma vez que ha relatos de
que os antioxidantes sintéticos como o BHT e 0 BHA possuem potencial cancinogénico 141,

No processo da avaliacdo da acdo antioxidante, devem-se considerar dois parametros
distintos. O primeiro é a efetividade do antioxidante em eliminar os radicais livres, o que pode
ser determinada pela sua concentracdo e reatividade. E o segundo parametro, trata-se do
espectro de acao do antioxidante que € modulado, dentre outros fatores, por sua solubilidade.

Desta maneira, para avaliar o potencial antioxidante, in vitro, de uma determinada amostra, €
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necessaria a utilizagio de mais de um método 8. Portanto, os OE’s de X. frutescens, C.
dichotoma e E. umbrosa foram avaliados por diferentes métodos.

Os metodos colorimétricos como o DPPH e o ABTS sdo relativamente simples e
baseia-se na capacidade de um agente antioxidante reduzir os radicais livres presentes no
meio [ A avaliacio da capacidade de captura do radical livre DPPH pelos 6leos testados é
mostrado na Fig. 1. O 6leo essencial de X. frutescens apresentou um 1Cso =391,3 pg/ml (355,0
a 431,1 pg/mL), com um percentual de sequestro de 94,34 + 2,60 % na concentracdo 1000
pug/mL. Para o Oleo essencial de C. dichotoma, o percentual de sequestro maximo foi de
50,79+ 3,06 % e com um ICs0 =993,9 pg/ml (906,3 a 1,090 pug/mL). J& o 6leo essencial de E.
umbrosa (ABA) apresentou o menor percentual de sequestro dentre os 6leos testados 34,39 +

1,82% na concentracao 1000 pL/mL.

1004
80+
- -~ XFS
3 - GUA
-
% 40- -+ ABA
BHT

204

) L) I !
400 600 800 1000

Concentracao (ug/mL)

)
0 200

Figura 1: Porcentagem de sequestro de radicais livres nas diferentes concentracdes dos 6leos essenciais de X.
frutescens, C. dichotoma e E. umbrosa. XFS: X. frutescens; GUA: C. dichotoma; ABA: E. umbrosa; BHT:
butilhidroxitolueno.

Os 6leos essenciais testados foram fracos sequestradores de radical DPPH comparados
com o0 BHT (ICso = 35,04 pg/mL). Porém, apresentaram significativa inibicdo no ensaio de
eliminacdo de radicais ABTS. X. frutescens apresentou uma taxa maxima de eliminagéo de
93,60 + 2,46%, enquanto C. dichotoma inibiu 73,94 £1,66 % e E. umbrosa 43, 99 + 2,57%.
Os OE’s de X. frutescens e C. dichotoma demonstraram ser mais ativos na inibicao pelo
método do ABTS que o padrdo BHT (58,96 + 2,08 %).
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E relatado que 6leos essenciais ricos em monoterpenos aromaticos ligados a grupos
fendlicos possuem boa atividade antioxidante, enquanto 0s ricos em sesquiterpenos
hidrocarbonetos apresentam fraca acdo antioxidativa . Desse modo, os resultados obtidos
nos OE’s X. frutescens e E. umbrosa para a atividades de sequestro de radicais livres,
corrobora com o que € descrito na literatura.

A atividade antioxidante total (ATT) baseia-se na reducdo de ions metalicos.
Corresponde a um método que determina quantitativamente a capacidade antioxidante atraves
da formacdo de complexo fosfomolibdénio, onde o Mo(V1) é reduzido a Mo(V) formando o
complexo de fosfato de molibdénio. A solugédo inicial possui coloragdo amarela, e sob
condicGes de pH &cido, a solucdo de fosfato de molibdénio se reduz e ocorre a mudanca para
coloracdo verde [*7],

Os resultados do ensaio de ATT exibidos na fig. 2 mostraram que o0 6leo essencial de
X. frutescens e E. umbrosa foram capazes de reduzir o complexo fosfomolibdénio com o
percentual de 96,11+ 4,41% e 114,69+2,85% respectivamente, comparaveis ao padrdo &cido
ascorbico. Entretanto, o éleo de C. dichotoma apresentou fraca capacidade antioxidante neste
ensaio (10,96+033 %).
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Figura 2: Atividade antioxidante total dos dleos essenciais de X. frutescens, C. dichotoma e E. umbrosa.
Amostras comparadas com o controle da atividade (acido ascorbico). Os resultados sdo expressos em média e
desvio padrdo. *** amostra significativamente diferente; ns — amostra ndo significativamente diferente;
Significancia P < 0,05. XSF: X. frutescens; GUA:C. dichotoma;ABA: E. umbrosa Ac Asc:Acido Ascorbico.

Este método possui a vantagem de avaliar a capacidade antioxidante tanto de
componentes lipofilicos quanto hidrofilicos, constitui em um método simples de avaliar a
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capacidade antioxidante total de uma mistura complexa de compostos, como é o caso de 6leos
essenciais 81,

Os oOleos essenciais de X. frutescens, C. dichotoma e E. umbrosa também foram
avaliados pelo método da peroxidacdo lipidica para verificar o percentual de inibicao (I %) de
radicais livres (Figura 3). X. frutescens apresentou uma 1% de 6,44 +4,88%. Ja C. dichotoma e
E. umbrosa apresentaram uma 1% de 4,78 £ 0,59% e 3,34 + 0,49% respectivamente. O padréo
quercetina apresentou uma taxa inibitoria de 27,92 + 1,69%. A atividade inibitoria da
peroxidacdo dos 6leos essenciais testados é relativamente baixa, ainda assim apresenta-se
mais ativos comparados aos padrdes Trolox (1,15 +0,27 %) e BHT (e 0,75 + 0,45%).
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Figura 3: Peroxidacdo lipidica dos éleos essenciais de X. frutescens, C. dichotoma e E. umbrosa. XFS: X.
frutescens; GUA: C. dichotoma; ABA: E. umbrosa; BHT: butilhidroxitolueno; Quer: Quercentina.

No método da peroxidacdo lipidica, o acido linoléico sofre oxidacdo devido ao calor
(40°C) resultando na formacdo de radicais LOOH. Se na amostra teste alguma molécula
antioxidante estiver presente, esses radicais serdo eliminados e, portanto, ndo ocorrera a
oxidago do Fe(Il)-Tiocianato no passo seguinte da reacao [“°1.

Atividade Hemolitica

O dleo essencial de X. frutescens na concentracdo de 500ug/mL apresentou um baixo
percentual hemolitico de 0,201 + 0,156 % e a menor concentragdo (31,25 pg/mL) ndo exibiu
nenhum grau de hemolise (Figura 6). Os 6leos essenciais de C. dichotoma e E. umbrosa
demonstraram uma taxa de hemolise de 3,483 + 0,452% e 1,565 + 0,340% respectivamente,

nas maiores concentracdes testadas (Figura 4). Todos os 6leos testados demonstraram baixa
citotoxicidade.



78

Atividade hemolitica (%)

Triten X-100 XF3 GUA ABA

Figura 4: Atividade hemolitica dos dleos essenciais de X. frutescens, C. dichotoma e E. umbrosa. Atividade
hemolitica em porcentagem de 6leo essencial nas concentragdes: 500, 250, 125, 62,5 e 31,25 microgramas / mL.
XFS: X. frutescens; GUA:C. dichotoma; ABA: E. umbrosa; Triton X-100: controle positivo.

A atividade hemolitica consiste na dissolucdo de eritrocitos, membranas celulares,
aumento da permeabilidade de membranas e lise celular. Este método avalia a ruptura de
membrana e a morte celular, ou seja, consistem na verificacdo de possiveis danos que uma
determinada substancia pode causar em eritrocitos que quando lisados liberam hemoglobina
ao meio % A hemdlise é consequéncia da acdo de substancias sobre as membranas dos
eritrocitos como medicamentos ou extratos/6leos de plantas 1.

A atividade citotoxica de algumas plantas com propriedades medicinais ja foi
investigada, contudo, em decorréncia da grande biodiversidade do Brasil, as propriedades

terapéuticas de inlimeras espécies botanicas continuam indeterminadas 4.

Atividades antimicrobianas

A resisténcia antimicrobiana corresponde a uma insusceptibilidade relativa que um
determinado microrganismo apresenta a um tratamento especifico, sob determinadas
condigdes 2. De todo modo, sempre que houver uma mudanca de susceptibilidade que causa
uma ineficacia de um antibidtico contra um determinado microrganismo, este organismo é
conhecido como resistente. E essa resisténcia, deve-se a fatores fisiologicos e bioquimicos de
cada organismo em particular 3. Para o teste de susceptibilidade, 19 cepas de S. aureus
foram testadas a fim de averiguar seu perfil de sensibilidade aos diferentes antibioticos
(Tabela 3).
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Tabela 3 - Perfil de resisténcia dos isolados clinicos de S. aureus frente aos antimicrobianos
penicilinas, Quinolonas, aminoglicosideos, Lincosaminas, Cloranfenicol e Tetraciclina.
AMP OXA CIP AMI GEN CLI CLO TET

02 S S S S S S S S
659 R R R R R R | R
662 R R S S S S S R
670 S S S S S S S S
671 R R R R R R R |
672 R S S S S S S R
679 R R S S S S S S
683 R R R R R R S |
691 S S R I S S R S
699 R R S S S S S S
700 R R R R R R R R
705 S S R S S S S S
709 R R R R R R R |
718 S S R S S S S S
726 R R R R R R R |
731 R S I S S R R S
733 R R R S S S R S

Legenda: S: Sensivel; I: Intermediério; R: Resistente

Os antibidticos testados representam classes de drogas importantes para o tratamento
de infeccBes bacterianas. De modo geral, todos os isolados, com excecdo da cepa 02,
apresentaram resisténcia a mais de uma classe de antibidticos sendo a Ampicilina, Oxacilina e
Ciprofloxacina os mais susceptiveis.

Ampicilina e Oxacilina sdo penicilinas que corresponde a primeira classe de
antibidticos descobertos e que foram utilizados exaustivamente na clinica. A resisténcia a
penicilina foi observada em S. aureus, pouco tempo apos a sua liberacdo e se espalhou
rapidamente no ambiente hospitalar no inicio da decada de 1950. Sua resisténcia a penicilinas
ocorreu por aquisi¢do da penicilinase PC1 plasmidica, codificada pelo gene blaz 4. Outros
antibiéticos Quinolona como a Ciprofloxacina sdo drogas sintéticas, ou seja, ndo sdo
encontradas na natureza e trinta anos apds a sua introducdo na clinica ja € observada uma
resisténcia generalizada. Para se ter uma ideia, estudos gendémicos propdem que a resisténcia a
essa classe de antibiotico foi um fator concludente para a evolucdo de MRSA em hospitais
[55].

A multirresisténcia observada para as dezoito cepas avaliadas nesse ensaio pode ser

atribuida ao ambiente as quais as mesmas foram isoladas. Provavelmente, por sofrer uma
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maior pressdo seletiva devido a exposicdo continua a esses agentes no ambiente hospitalar,
esses isolados clinicos acabaram por desenvolver mecanismos de defesa e assim tornam-se
resistentes. O uso descontrolado de antibidticos certamente é outro fator que contribui para o
aumento da resisténcia 561,

A multirresisténcia estd se tornando cada vez mais comum entre 0S microrganismos
patogénicos. Essa resisténcia pode ser observada em praticamente todas as classes de
antibidticos, tornando uma necessidade a busca por novos medicamentos. Este fato colabora
com o crescente interesse em substancias antimicrobianas de fontes naturais. Os 0leos
essenciais sdo fontes de inimeras moléculas e vém sendo bastante estudados devido as suas
propriedades antimicrobianas 5758591,

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) é um método bastante utilizado nos testes
com microrganismos para definir a menor concentracdo de uma substancia que inibe o
crescimento dos organismos apos um determinado periodo de tempo de incubacdo (24h ou
mais para 0s anaerobios). As concentragdes dos antibidticos ou dos compostos com
propriedades antimicrobianas sdo definidas pela duplicacdo, ou seja, a diluicdo das
concentracbes para mais ou para menos a partir de 1mg/mLB%. Assim, a atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais de X. frutescens, C. dichotoma e E. umbrosa foi avaliada
contra nove isolados clinicos de S. aureus. A Tabela 4 apresenta esses resultados.

Tabela 4: Concentra¢do Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM)de cepas de S.
aureus.

AMP TET

Cepasde  XFS(ma/mL) — op\0 s CUAMIML)  cygicim ABAMIML) cveiciv (mgimL) (mg/mL)

Saureus = cBM CIM CBM CIM CBM CIM CIM
02 2 2 1 2 2 2 2 4 2 0,03125 0.1
679 4 >4 1 4 >4 1 4 4 1 0,05 0,03125
683 4 4 1 4 4 1 4 4 1 0,05 0,5
699 4 >4 1 05 2 4 4 >4 1 0,1 >1
700 4 4 1 2 4 2 2 2 1 0,025 0,25
705 4 4 1 2 2 1 2 2 1 0,0031 <0,03125
700 4 4 1 2 4 2 4 4 1 0,025 0,0625
731 4 4 1 2 4 2 1 2 2 0,05 <0,03125
733 4 4 1 2 >4 2 4 4 1 0,0125 <0,03125

Legenda: CBM: Concentragdo Bactericida Minima; MIC: Concentracdo Inibitoria Minima;XFS: X. frutescens;
GUA: C. dichotoma; ABA: E. umbrosa; AMP: Ampicilina; TET: Tetraciclina. CMB/CIM: Indice de

multirresisténcia.

O 6leo essencial de X. frutescens para maioria das cepas testadas apresentou uma CIM
no valor de 4 mg/mL. O mesmo pode ser observado para o0 OE de C. dichotoma exceto para
cepa 699, no qual a inibicdo ocorreu na concentracdo de 0,5 mg/mL. J& o OE de E. umbrosa

apresentou diferentes valores de CIM para as cepas analisadas. Além disso, os OE’s testados
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na maioria das cepas sdo bactericidas, pois a razdo CBM/CIM variou entre 1 e 2 exceto para o
OE de C. dichotoma (GUA) na cepa 699 no qual o indice de multirresisténcia foi de 4 sendo
assim, bacteriostatico.

As nove estirpes de S. aureus utilizadas foram selecionadas devido ao seu grau de
resisténcia aos antimicrobianos, conforme observado no teste de susceptibilidade. Os
resultados da CIM apresentam valores moderados, porém foram capazes de inibir o
crescimento de S. aureus multirresistentes. De fato, 0 nimero de bactérias multirresistentes
vem crescendo a uma taxa alarmante causando sérios prejuizos para os sistemas de saude
além de resultar em altos niveis de mortalidade. Assim, a busca por novas moléculas com
potencial antibacteriano, € um passo fundamental para o desenvolvimento de novos farmacos.

Alguns estudos 6162 relacionam os constituintes majoritarios presentes nos 0leos
essenciais como o responsavel pelas atividades bioldgicas apresentadas por eles. Mendes et al
28] relacionou a agdo antimicrobiana exercida pelo OE de X. sericea contra bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, especialmente S. aureus, ao sesquiterpeno spathulenol. Costa et al
(5] apalisando os OE’s de A.foetida observou que eles sdo ricos em sesquiterpernos e
apresentaram importante atividade antimicrobiana. Os autores atribuiram sua atividade a
presenca conjunta do Biciclogermacreno com o (E) — cariofileno sendo este ultimo relatado
em oOleos essenciais que apresentam atividade antimicrobiana. Dessa maneira, a atividade
antimicrobiana do OE de X. frutescens pode estar relacionada a presenca do
Biciclogermacreno assim como dospathulenol em E.umbrosa. Entretanto, o
Biciclogermacreno também é relatado para atividade antifingica 31, Em relacdo & CBM, a
maioria dos Oleos testados foram bactericidas na concentracdo de 4mg/mL. Os OE’s sdo
muito utilizados para testes antimicrobianos devido a sua eficiente acdo bacteriostatica assim
como microbicida. Sobeh et al % analizando o OE de E. uniflora, verificou que mesmo na
maior concentragéo testada do OE (10 mg/mL), néo foi eficiente contra S. aureus (ATCC).
Resultado semelhante foi observado por Martins et al 12! para 0 OE de Aeollanthus suaveolens
frente a Escherichia coli, Salmonella sp e S. aureus. Os autores relataram que a concentragdo
de 100mg/mL néo foi bactericida para S. aureus. Estes estudos diferem dos resultados obtidos
no presente trabalho.

A maior parte dos estudos que avaliam a atividade antimicrobiana de OE’s examina
principalmente a atividade dependente da concentracdo do composto pelo método de
microdiluicdo, enquanto que a atividade dependente do tempo analisadas pelo método das
curvas de morte/crescimento, ndo sdo bem investigadas. Este é um ensaio que visa verificar o

tempo aproximado da morte de um microrganismo em relacdo a concentracdo de um
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composto. E um método mais preciso, pois permite verificar o tempo de resposta e a melhor
concentragdo no qual um determinado composto age sobre o microrganismo %4, Nesta técnica
0 produto a ser testado € colocado junto ao microrganismo de interesse por um tempo
especifico e lido em intervalos pré-estabelecidos. Variacdes da técnica incluem temperatura,
agitagdo, adicdo de agentes quimicos, entre outros %1, Assim, o ensaio da curva de
crescimento foi realizado com quatro cepas de S. aureus (02, 699, 700 e 733) que

apresentaram os melhores valores de CBM. As curvas sdo ilustradas na figura 5.
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Figura 5: Curva de crescimento dos oleos essenciais de X. frutescens, C. dichotoma e E. umbrosa para as
diferentes cepas de S. aureus. A,D e G = curva de crescimento do 6leo essencial de X. frutescens (XFS) frente as

cepas 02, 733 e 700, respectivamente;

B, F e H = curva de crescimento do 6leo essencial de C. dichotoma
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(GUA) para as cepas 02,699 e 700, respectivamente; C, E = curva de crescimento do 6leo essencial de E.
umbrosa (ABA) com as cepas 02, 709 e 733, respectivamente. CC — controle de crescimento.

De acordo com os dados mostrados acima, foi possivel observar que os OE’s agiram nas
primeiras horas de contato com as cepas de S.aureus. A cinética de morte mostrou que as
bactérias foram reduzidas rapidamente, o que ndo é possivel demonstrar apenas com 0s
resultados da CIM ou CBM. Assim, as curvas de crescimento fornecem um dado mais preciso
dessa reposta bacteriana aos OE’s do que apenas uma simples medigdo estatica 661, Além
desses dados, outras informacdes podem ser obtidas por este método. Selestino Neta et al [©”]
avaliou a cinética de morte para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e concluiu que a
morte ocorria mais rapidamente (primeiras 4 h para S. aureus) e mais tardiamente para 0s

microrganismos do outro grupo.

CONCLUSAO

Este € o primeiro relato sobre a analise dos componentes volateis das folhas de E.
umbrosa. Trata-se também do primeiro estudo a cerca das atividades antimicrobiana,
antioxidante e hemolitica para os trés 6leos analisados. Baseado nesses resultados, podemos
indicar que a melhor atividade antioxidante para os OE’s testados foi observada no método do
fosfomolibdénio, com destaque para 0 OE de X. frutescens que apresentou também resultados
satisfatorios nos demais métodos. A CIM/CBM para a maioria das cepas de S. aureus foi
moderada/alta, com as concentracbes de 2mg/mL e 4mg/mL capazes de inibir e matar
respectivamente, esses patégenos multirresistentes, sendo observado também através da curva

de crescimento.



85

REFERENCIAS

10.

11.

12.

Barreiro EJ, et al. O uso de produtos naturais vegetais como matérias-prima vegetais
para a sintese e planejamento de farmacos. In: Simbes CMO, Schenkel PE, Gosmann G,
Mello PCJ, Mentz AL, Petrovick RP. Farmacognosia: da planta a0 medicamento. 6.
Porto Alegre: Editora da UFRGS; Florianodpolis: Editora da UFSC. p147-209, 2007.
Martins RL, et al. Chemical Composition, an Antioxidant, Cytotoxic and
Microbiological Activity of the Essential Oil from the Leaves of Aeollanthus
suaveolens Mart. ex Spreng. PLoS ONE. 11(12): e0166684, 2016.

Pereira AB. Mata Atlantica: uma abordagem geogréafica. Nucleus, v.6, n.1, 20009.

Paula CS. et al. Atividade antioxidante e toxicidade preliminar do extrato e fracGes
obtidas das folhas e cascas do caule de Dasyphyllum tomentosum (Spreng.) Cabrera.
Rev. Bras. Pl. Med., Campinas. 16(2): 189-195, 2014.

Ferraz RPC, et al. Antitumour properties of the leaf essential oil of Xylopia frutescens
Aubl. (Annonaceae). Food Chemistry. 141(1):196-200, 2013.

Brasil - Ministério da Salde. Secretaria de Atencdo Bésica. Préaticas integrativas e
Complementares: plantas medicinais e fitoterapia na Atencdo Basica. Cadernos de
Atencdo Basica. 31, p.156, Brasilia, 2012.

De Corte BL. Underexplored Opportunities for Natural Products in Drug Discovery.
Journal of Medicinal Chemistry. 59 (20): 9295-9304, 2016.

Alam F, et al. Updates on Managing Type 2 Diabetes Mellitus with Natural Products:
Towards Antidiabetic Drug Development. Curr Med Chem. 2016.

Singh, I. P e Mahajan, S. Berberine and its derivatives: a patent review (2009 -- 2012).
Expert Opin. Ther. Patents 23(2), 2013.

Martins RL, et al. Chemical Composition, an Antioxidant, Cytotoxic and
Microbiological Activity of the Essential Oil from the Leaves of Aeollanthus
suaveolens Mart. ex Spreng. PLoS ONE, 11(12): e0166684, 2016.

Teixeira ML, et al. Citrumelo Swingle: Caracterizacdo quimica, atividade antioxidante e
antifangica dos 06leos essenciais das cascas frescas e secas. Magistra, Cruz das Almas-
BA. 24(3): 194-203, 2012.

Van den Dool H, Kratz PD. A generalization of the retention index system including
linear temperature programmed gas liquid partition chromatography. J Chromatogr A
11:463-471, 1963.



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20

21.

22.

23.

24.

25.

86

Adams RP. Identification of Essential Oil Components by Gas
Chromatography/Quadrupole Mass Espectroscopy, 4" ed. Allured Publishing
Corporation: Carol Stream, p804, 2007.

Blois, MS. Antioxidant determinations by the use of a stable free radical. Nature.
181:1199-1200, 1958.

Re R, et al. Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation
descolarization assay. Free Radical Biology and Medicine. 26(9-10):1231-1237, 1999.
Kuskoski, EM. et al. Actividade antioxidante de pigmentos antocianicos. Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Campinas. 24(4): 691-693, 2004.

Pietro P, et al. Spectrophotometric quantification of antioxidante capacity through the
formation of a phosphomolybdenum complex: specific application to the determination
of vitamin E. Analytical Biochemistry. 269(2): 337-341, 1999.

Almaaytah A, et al. Antimicrobial and Antibiofilm Activity of Mauriporin, a
Multifunctional Scorpion Venom Peptide. Int J Pept Res Ther. 20(4): 397-408, 2014.
CLSI. Perfomance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Twenty-Fourth
Informational Supplement. CLSI document M100-S24. Wayne, PA. Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2014.

. Berche P, Gaillard JL, Simonet M. In Nosocomial Infections Caused by Bacteria and
Their Prevention in Bacteriology Edited by: Flammarion Medicine Sciences, 64-71, 1988.

Klepser ME, et al. Influence of Test Conditions on Antifungal Time-Kill Curve Results:
Proposal for Standardized Methods. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, May
1998, p. 1207-1212

Souza ILL, et al. Essential oil from Xylopia frutescens Aubl. reduces cytosolic calcium
levels on guinea pig ileum: mechanism underlying its spasmolytic potential. BMC
Complement Altern Med. 16(15): 327, 2015.

Nascimento AMD, et al. Repellency and larvicidal activity of essential oils from
Xylopia laevigata, Xylopia frutescens, Lippia pendunculosa, and their individual
compounds against Aedes aegypti Linnaeus, 2016. Ferraz RPC, et al. Antitumour
properties of the leaf essential oil of Xylopia frutescens Aubl. (Annonaceae), 2013.
Ferraz RPC, et al. Antitumour properties of the leaf essential oil of Xylopia frutescens
Aubl. (Annonaceae). Food Chemistry. 141(1):196-200, 2013.

Costa VE, et al. Antimicrobial and antileishmanial activity of essential oil from the
leaves of Annona foetida (Annonaceae). Quim. Nova. 32(1): 78-81, 2009.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/00032697
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00032697/269/2

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

87

Da Silva TB, et al. Chemical composition and anti-Trypanosoma cruzi activity of
essential oils obtained from leaves of Xylopia frutescens and X. laevigata (Annonaceae).
Nat Prod Commun. 8(3):403-406, 2013.

Lago JHG, et al. Mono and Sesquiterpenes from the Leaf Essential Oil of Xylopia
brasiliensis Spreng. (Annonaceae). J. Essent. Oil Res., 15: 406-407, 2003.

Mendes RF, et al. The essencial oil from the fruits of the Brazilian spice Xylopia sericea
A. St.-Hil. Presentes expressive in-vitro antibaterial and antioxidant activity. J of
Pharmacy and Pharmacology. 54(12): 3093-3102, 2017.

Lago JHG, et al. Chemical and Biological Evaluation of Essential Oils from Two
Species of Myrtaceae — Eugenia uniflora L. and Plinia trunciflora (O. Berg) Kausel.
Molecules. 16: 9827-9837, 2011.

Sobeh M, et al. Chemical Profiling of the Essential Oils of Syzygium aqueum, Syzygium
samarangense and Eugenia uniflora and Their Discrimination Using Chemometric
Analysis. Chemistry and Biodiversity. 13(11): 1537-1550, 2016.

Chaieb K, et al. The Chemical Composition and Biological Activity of Clove Essential
Oil, Eugenia caryophyllata (Syzigium aromaticum L. Myrtaceae): A Short Review.
Phytother Res. 21(6):501-6, 2007.

Galheigo MRU, et al. Antidiarrhoeic effect of Eugenia dysenterica DC (Myrtaceae) leaf
essential oil. Natural Product Research. 30(10), 2015.

Costa TR, et al. Antifungal activity of volatile constituents of Eugenia dysenterica leaf
oil. Journal of Ethnopharmacology. 72(1-2): 111-117, 2000.

Vitek R, et al. Chemical constituents and antileukemic activity of Eugenia dysenterica.
Nat Prod Res. 2016.

Cecilio, AB et al. Screening of Brazilian medicinal plants for antiviral activity against
rotavirus. Journal of Ethnopharmacology. 141(3): 975-981, 2012.

Zatelli GA, et al. Antimycoplasmic activity and seasonal variation of essential oil of
Eugenia hiemalis Cambess. (Myrtaceae). Nat Prod Res. 30(17):1961-4, 2016.

Lima HRP, et al. Influéncia dos fatores abidticos na producdo e variabilidade de
terpendides em plantas. Floresta e Ambiente. 10(2): 71-77, 2003.

Prins CL, et al. Growth regulators and essential oil production. Braz. J. Plant Physiol.
22(2): 91-102, 2010.

Morais SM, et al. A¢do antioxidante de chas e condimentos de grande consumo no
Brasil. Revista Brasileira de Farmacognosia. 19(1B): 315-320, 2009.


http://www.tandfonline.com/toc/gnpl20/30/10

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

88

Morais SM, et al. Atividade Antioxidante de Oleos Essenciais de Espécies de Croton do
Nordeste Do Brasil. Quim. Nova, 29(5): 907-910, 2006.

Andrade MA, et al. Oleos essenciais de Cymbopogon nardus, Cinnamomum zeylanicum
e Zingiber officinale: composicdo, atividades antioxidante e antibacteriana. Revista
Ciéncia Agrondmica. 43(2): 399-408, 2012.

Mitropoulou G, et al. Composition, antimicrobial, antioxidant, and antiproliferative
activity of Origanum dictamnus (dittany) essential oil. Microb Ecol Health Dis. 6(26):
26543, 2015.

Prakash B, et al. Plant essential oils as food preservatives to control moulds, mycotoxin
contamination and oxidative deterioration of agri-food commodities - Potentials and
challenges. Food Control. 47: 381-391, 2015.

Tavares LA e Ferreira AG. Andlises quali- e quantitativa de cafés comerciais via
Ressonancia Magnética Nuclear. Quim. Nova. 29(5): 911-915, 2006.

Shalaby EA e Shanab SMM. Comparison of DPPH and ABTS assays for determining
antioxidant potential of water and methanol extractsof Spirulina platensis. Indian
Journal of Geo-Marine Sciencs. 42(5): 556-564, 2013.

Chowdhury JU, et al. Chemical composition of the leaf essential oils of Murraya
koenigii (L.) Spreng and Murraya paniculata (L.) Jack. Bangla J Pharmacol. 3: 59-63,
2008.

Zengin G, et al. Two Ganoderma species: profiling of phenolic compounds by HPLC—
DAD, antioxidant, antimicrobial and inhibitory activities on key enzymes linked to
diabetes mellitus, Alzheimer’s disease and skin disorders. Food Funct. 6: 2794-2802,
2015.

Campos JS, et al. Avaliacdo da atividade antioxidante do extrato aquoso de Lafoensia
pacari A. ST-HIL. em emulsdo ndo-idnica. Rev Ciénc Farm Bésica Apl. 32(3):363-368,
2011.

Kenny O, et al. In Vitro Protocols for Measuring the Antioxidant Capacity of Algal
Extracts. In: Natural Products From Marine Algae: Methods and Protocols. Chap 24.
Methods in Molecular Biology. Vol 1308. Humana Press, 2015.

Miyazaki CMS. et al. Coumarin isolation and comparative study of biological activities
of Pterocaulon alopecuroides DC and Pterocaulon lorentzii Malme. International
Journal of Phytomedicine. 5: 298-301, 2013.



51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

89

Silva TBC, et al. Cytotoxic potential of selected medicinal plants in northeast Brazil.
BMC Complementary and Alternative Medicine, 16:199, 2016.

Carneiro DO, et al. Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de bactérias isoladas em
diferentes sistemas de cultivo de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus). Arg. Bras.
Med. Vet. Zootec., 59(4): 869-876, 2007.

Kimmerer, K. Resistance in the environment. Journal of Antimicrobial Chemotherapy.
54, 311-320, 2004.

Farrell DJ, et al. In Vitro Activity of Ceftaroline Against Multidrug-Resistant
Staphylococcus aureus and Streptococcus pneumoniae: A Review of Published Studies
and the AWARE Surveillance Program (2008-2010). Clinical Infection Deseases.
(Suppl 3) 55, 2012.

Laxminarayan R, et al. Antibiotic resistance—the need for global solutions. Lancet
Infect Dis. 13(12):1057-1098, 2013.

Kon KV e Rai MK. Oleos essenciais de plantas e seus constituintes em lidar com
bactérias multirresistentes. Expert Rev. Anti Infect. Ther. 10(7): 775-790, 2012.
Tajkarimi MM, et al. Antimicrobial herb and spice compounds in food. Food Control.
21:1199-1218, 2010.

Lucena BFF, et al. Avaliagdo da Atividade antibacteriana e moduladora de
Aminoglicosideos do Oleo essencial de Cymbopogon citratus (Dc.) Stapf. Acta
Biol.Colomb. 20(1):39-45, 2015.

Miranda CASF, et al. Oleos essenciais de folhas de diversas espécies: propriedades
antioxidantes e antibacterianas no crescimento espécies patogénicas. Revista Ciéncia
Agrondmica. 47(1): 213-220, 2016.

Ferrer M, et al. Antibiotic use and microbiome function. Biochemical
Pharmacology 2016.

Ziaei A, et al. Identification of Spathulenol in Salvia mirzayanii and the
immunomodulatory effects. Phytoterapy Reseaech, 25: 557-562, 2011.

Govindarajan M.e Benelli G.; Eco-friendly larvicides from Indian plants: Effectiveness
of lavandulyl acetate and bicyclogermacrene on malaria, dengue and Japanese
encephalitis mosquito vectors. Ecotoxicology and Environmental Safety. 133: 395-402,
2016.



63.

64.

65.

66.

67.

90

Silva L, et al. Biciclogermacreno, resveratrol e atividade antifungica em extratos de
folhas de Cissus verticillata (L.) Nicolson & Jarvis (Vitaceae). Revista Brasileira de
Farmacognosia. 17(3): 361-367, Jul/Set. 2007.

Chalkley LJe Koornhof HJ. Antimicrobial activity of ciprofloxacin against
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, and Staphylococcus aureus determined by
the killing curve method: antibiotic comparisons and synergistic interactions.
Antimicrob. Agents Chemother. 28(2): 331-342, 1985.

Nobrega HN, et al. Atividade antimicrobiana in vitro de produtos antissépticos por meio
de técnica time kill. Rer Inst Adolfo Lutz. 72(3):226-233, 2013.

Barbour M, et al. Application of pharmacokinetic/pharmacodynamic modelling and
simulation for the prediction of target attainment of ceftobiprole against meticillin-
resistant Staphylococcus aureus using minimum inhibitory concentration and time—Kill
curve based approaches. International Journal of Antimicrobial Agents. 43: 6067,
2014,

Selestino Neta MC, et al. Effects of B-caryophyllene and Murraya paniculata essential
oil in the murine hepatoma cells and in the bacteria and fungi 24-h time—kill curve
studies. Pharmaceutical Biology. 55(1): 190-197, 2016.



