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RESUMO

2 ¢C

Xylopia frutescens Aubl conhecida popularmente como” imbira vermelha”, “imbiriba”
Ou “pau carne” € uma planta aromética conhecida pelos seus diversos tipos de usos tradicionais
como anti-inflamatério, tratamento de halitose e antimicrobiano. O objetivo deste trabalho foi
avaliar as atividade biolégica e a composi¢do quimica dos 6leos essenciais extraidos das
cascas, folhas, flores e frutos maduro, verdes e secos. O estudo da composicdo dos éleos
essenciais foi realizado por meio de analises qualitativa de GC-MS, quantitativa de GC-FID e
de perfil olfativo de GC-O. A avali¢do da atividade antimicrobiana foi realizada pelos métodos
de difusédo em disco e microdiluicdo em caldo frente leveduras e bactérias Gram posistivas
isolados cavidade orofaringea e microrganismos padrdo, também foi avaliada a capacidade de
inibir a formacdo de biofilme e capacidade de remocao de biofilme pré-formado e seu efeito
sinérgico com farmacos de referéncia. Foram realizados testes de citotoxidade e liberagéo de
oxido nitrico utilizando linhagens de macr6fagos RAW 264.7 estimulados por LPS. A
caracterizacdo dos Oleos essenciais apresentou 52 compostos, majoritariamente de
monoterpenos, sendo 34 compostos presentes em todos os 6leos extraidos, com a-pineno, -
pineno e mirceno presente entre 0s compostos majoritarios de todos os Oleos . Na analise
olfatométrica, os Oleos essenciais apresentaram aromas diversos e distintos entre si com
destaque para 6leo essencial dos frutos secos que apresentou maior diversidade de aromas. Na
avaliacdo da atividade antimicrobiana. foram o utilizados os 6leos extraidos dos frutos verdes,
maduros e secos devido ao seu alto rendimento, para os quais foi observado halos de inibicdo
de 10 a 27 mm, com concentragdes minimas inibitdrias de 0,14 a 2,2 pl/ml e inibi¢do e remocéo
de biofilme de 57% a 46%. Os 0Oleos esséncias dos frutos secos e verdes apresentaram efeito
sinérgico e aditivo enquanto o 6leo do fruto maduro apresentou aditivo e indiferente com o
fluconazol frente Candida parapsilosis e Candida albicans respectivamente. Na avalicdo de
inibicdo de producdo de oxido nitrico a concentracdo 6ug/ml foi efetiva sem reducdo
significativa de viabilidade celular. Os 0leos essenciais testados apresentaram atividade anti-
inflamatéria e atividade antimicrobiana com efeito sinérgico frente leveduras com destaque
para 6leos dos frutos secos que também apresentou maior diversidade de aromas, oque indica

0 potencial de uso no tratamento de infec¢Bes orofaringeas.

Palavras-chave: Faringite. Inflamag&o. Produtos bioldgicos.



ABSTRACT

Xylopia frutescens the word popularly known as "imbira vermelha", "imbiriba" or "pau
carne" is an aromatic plant in several types of classics such as anti-inflammatory, halitosis and
antimicrobial treatment. The objective of the exercise was to evaluate the biological activity
and chemical composition of the essential oils extracted from the dried, green and dry peels,
leaves, flowers and fruits. The analysis of the results was performed through qualitative
analyzes of GC-MS, quantitative GC-FID and olfactory profile of GC-O. The evaluation of the
antimicrobial activity was performed by the methods of diffusion in micro-availability and
broth front yeasts and Gram-bacteria in oropharyngeal cavities and standard microorganisms,
the ability to inhibit the formation of biofilm and the ability to remove pre-molded biofilm and
its synergistic effect with reference drugs. Nitric oxide cytotoxicity and release tests were
performed with the preparation of RAW 264.7 macrophages stimulated by LPS. The
composition of the oils has the 52 compounds, mainly of monoterpenes, being 34 compounds
present in all extracted oils, with a-pinene, B-pinene and myrcene present among the major
compounds of all the oils. In olfactory analysis, the essential oils are more aromatic and the
greater difference of aromas. In the evaluation of antimicrobial activity. Those were extracted
from the green fruits, mature and that escaped the high yield, for which inhibition halos of 10
to 27 mm were observed, with inhibitory concentrations of 0.14 to 2.2 ul / ml and inhibition
and removal of biofilm from 57% to 46%. The fruits of the dried and green seeds have opposite
effect and the acid while the mature fluoride is additive and indifferent to fluconazole against
Candida parapsilosis and Candida albicans respectively. In the production of inhibition of
nitric oxide production the 6pg / ml was successful without significant reduction of cell
viability. The oils are tested for anti-bacterial activity and antimicrobial activity with a
synergistic effect against yeasts, highlighting the fruit brands that already had a greater diversity

of aromas, which indicates the potential of untreated use of oropharyngeal infections.

Key words: Pharyngitis. Inflammation. Biological products.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais atualmente corresponde a uma parcela importante das
praticas terapéuticas no mundo seja por questdes culturais de comunidades tradicionais ou
fendmenos contemporaneos resultantes da globalizacdo (BALEE,2005). Estudos apontam que
cerca de 60% da populacdo mundial recorra ao uso de plantas medicinais para o0s tratamentos
de diversas doencas devido a dificuldades no acesso ao atendimento de salde de qualidade e
aos elevados custos (MAZZARI e PIETRO, 2014). Diante disto as pesquisas com plantas
medicinais tém contribuido com a descoberta de diversos compostos proporcionando a
formulacdo de medicamentos para o tratamento de diversas doencas (ROSSI et al.,2013).

O género Xylopia é conhecido por plantas aromaticas amplamente utilizadas para fins
culinarios, cosméticos e farmacéuticos devido a presenca de Oleos essenciais, flavonoides,
alcaloides e acetogeninas. Diferentes espécies pertencentes ao género Xylopia, como X.
aromatica , X sericea, e X. laevigata sdo amplamente utilizadas nas praticas tradicionais para
cura ou tratamento de doengcas como antitumoral, antibacteriano, anti-inflamatétio, anti-
espasmolitico dentre outros, sendo muitos desses efeitos documentados na literatura cientifica.
(STASHENKO et al. 2004; COLMAN-SAIZARBITORIA et al. 1994; MORAES & ROQUE
1988).

Xylopia frutescens Aubl. (Annonaceae) € uma espécie nativa da mata atlantica, que ocorre
principalmente na floresta pluvial amazénica de terra firme com relatos de ocorréncia em Brasil,
Bolivia, Peru, Colémbia, Venezuela, Guiana Francesa, Guiana, Suriname na América do Sul e
do Panaméa ao México na América do Norte. Esta espécie é conhecida popularmente no Brasil
por diversos nomes como “imbira vermelha”,”imbiriba” e “pau carne”. Na medicina tradicional
X .frutescens é utilizado como anti-helminticos, antipirético, no tratamento do reumatismo
faringite e halitose. Estudos reportam atividades bioldgicas de compostos de diversas partes da
planta,como atividade espasmolitica, tripanocida, anti-inflamatoria e atividades
antimicrobianas (BRAGA et al., 2000; FERRAZ et al.,2013)

Processos infecciosos do trato respiratdrio superior sdo uma das principais causas para a
procura de centros de atendimentos primarios, as infeccdes microbianas sdo capazes de
desencadear diversas doencas graves e potencialmente fatais. Esse problema vem sendo
observado em hospitais e clinicas que recebem cada vez mais pacientes com problemas de satde
em que estdo relacionadas a infecgdes e contaminagdes em ambientes cirdrgicos bem com
surtos associados a microrganismos patogénicos (SIGN,2012).

As pesquisas de novas de substancias antimicrobianas utilizadas na clinica sao
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amplamente beneficiadas pelos estudos das atividades dos 6leos essenciais. Por serem fontes
de substéncias bioativas, as plantas medicinais tém despertado o interesse da indUstria
farmacéutica para producdo de novos fitoterapicos onde ja foram observadas atividades
antimicrobianas de diversos 6leos essenciais (WISSA et al., 2016).

Diante disto, as pesquisas sobre 6leos essenciais fornecem dados relevantes para a
descoberta de substancias com indicativo terapéutico e que podem ser utilizadas como agentes
antimicrobianos. Embora existam estudos realizado com extratos e 6leos essenciais de Xylopia
frutescens, ndo existem relatos de estudos que avaliem a atividade antimicrobiana dos 6leos

essenciais de X. frutescens frente microrganismos causadores de afecgdes orais.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Faringite e afec¢Ges orofaringeas

A faringite é responsavel por 1,1% das visitas nos centros de atengdo primaria e esta
classificada entre os 20 principais diagnosticos primarios. E caracterizada pela inflamacg&o do
tecido da faringe relativamente benigna que pode ser uma doenca grave potencialmente fatal,
que é percebido pelo paciente como desconforto acompanhado de dor e dificuldade de deglutir,
que ¢ frequentemente relatada sob o termo “dor de garganta” nos atendimentos hospitalares
(SIGN 2011; WALKER et al.,2014).

A faringite pode ter origens distintas que por vezes se confundem dada similaridade de
seus sintomas, a faringite pode ser de etiologia infecciosa ou ndo infecciosa bem como
concomitante. A etiologia ndo infecciosa da faringite € diversa que incluem fatores fisico-
quimicos como tabagismo, drogas e trabalhos insalubres bem como fatores ambientais como
poluicdo, temperatura e umidade (RENNER et al., 2012; SIGN 2011).

A faringite infecciosa é causada por microrganismos e virus que possuem a capacidade
de colonizar o trato respiratorio superior principalmente a cavidade orofaringea que é
localizada imediatamente atras da boca, revestida por um epitélio escamoso estratificado nao
queratinizado, esta cavidade além da sua microbiota estd constantemente exposta a
microrganismos inalados e ingeridos, os quais sdo depurados por mecanismos mucociliares
tanto do trato respiratorio superior quanto do trato respiratorio inferior e aqueles contidos na
saliva (RENNER et al.,2012; LEMON et al., 2010).

Entretanto, algumas espécies sejam por condi¢cdes do hospedeiro ou do microrganismo,
sdo capazes de induzir quadros infecciosos como: Streptococcus spp, Candida spp,
Stapylococcus aureus, Corynebacterium diphtheriae, Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia
pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae, dentre os quadros infecciosos a causa bacteriana €
relatada em 36% dos casos de faringite aguda infecciosa graves. Além disso estudos recentes
observaram a relacdo entre microrganismos presentes nas tonsilas palatinas com quadros
crénicos de faringites como os presentes na sindrome da febre periddica, estomatite aftosa,
faringite e adenite — PFAPA (em inglés), uma sindrome febril da infancia, onde foi atribuida
aos microrganismos a capacidade de atuar como gatilho de ativacdo de inflamassomas
(LANTTO et., al 2015).
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2.1.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € uma bactéria gram positiva imével, de coagulase positiva,
anaerobica facultativa comensal de pele e mucosas. S. Aureus € um microrganismo patogénico
humano que causa uma ampla de infec¢Bes clinicas que possui como 0s principais sitios de
isolamento nariz, faringe, regido vaginal e reto (TONG et al., 2015; 2009; MERTZ et al., 2009;
VERHOEVEN et al., 2014).

Estimativas apontam que aproximadamente 30% da populacdo mundial séo portadores S.
aureus, embora nem todos os portadores desenvolvem infeccbes relacionadas a este
microrganismo sendo que 0s portadores assintomaticos apresentam um risco entre 2 a 12 vezes
que nao-portadores de desenvolver patologias. Sendo observado em pacientes hospitalizados a
prevaléncia de infeccOes causadas por S. aureus dentre 0s principais quadros infecciosos, tem
sido observado a rapida colonizagdo de S. aureus na cavidade orofaringe fazendo parte da flora
nosocomial, podendo desenvolver infecgdes do trato respiratério como infecgbes invasivas,
tendo sido observada prevaléncia de S. aureus associagdo com outros microrganismos em
cerca de 40% dos atendimentos nos EUA de pacientes com infec¢bes orofaringeas, dados
epidemiologicos semelhantes forma observados na Asia onde foi observada a relacdo de S.
aureus com microrganismos Gram negativos como fator agravante das infeccOes
orofaringeas, além de ja ter sido isolados tanto adultos quanto em infanto-juvenis com historico
de casos recorrentes de faringites e estomatites bem como em quadros recorrentes de tonsilites
em pacientes submetidos a procedimentos de tonsilectomia (GOWRISHANKAR et al., 2016;
CHEN et al., 2017;TONG et al., 2015).

Infecgdes causadas por S. aureus possuem caracteristicas que impdem complicacbes
para 0 tratamento, como a adaptabilidade metabolica que facilita o patdégeno a colonizar e
persistir em diversas condi¢cfes ambientais. Aléem de uma ampla gama de fatores de viruléncia
incluindo toxinas extracelulares e estruturas superficiais, dentre estes componentes da
superficie celular como a proteina A e a capsula bacteriana. A producdo de toxinas como
leucodicina, hemolisina e enterotoxinas, e atividade de enzimas como a coagulase livre e a
estafiliquinolase responsaveis pela destruicdo leucocitaria e intensas manifestacfes
inflamatorias de necrose tecidual acentuada. Além de ter sido observada a que a producéo de
biofilmes é um importante fator de viruléncia de S. aureus resistentes a meticilina em casos de
infeccOes do trato respiratorio superior (TONG et al., 2015; GOWRISHANKAR et al., 2016 ;
XU et al., 2012).
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2.1.2  Streptococcus pyogenes

Streptococccus pyogenes sdo bactérias Gram positivas, beta hemoliticas formadoras
de colbnia translucidas . Este microrganismos possuem como habito a colonizagdo de
superficies epiteliais pincipalmente garganta e pele mas também coloniza outras superficies,
como a vagina e o reto, de onde pode causar uma grande variedade de doencas superficiais,
invasivas e imunomediadas como por exemplo a faringite e impetigo de infeccbes leves, e
infecgBes gravescomo fasceite necrotizante e sindrome do choque tdxico estreptocdcico
(WALKER et al.,2014).

S. pyogenes também s@o conhecidos como GAS - Strepetococcus do grupo A -seguindo
uma classificacdo baseada nos diferentes de carboidratos encontradas na parede celular
proposta por Lancefield que pode ser identificado por diversas técnicas imunologicas (GRATZ
et al., 2011 ; WALKER et al., 2014). Estudos das ultimas duas décadas relatam estimativas
globais de 18,1 bilhdes de casos de doencas graves relacionadas a infeccGes causadas por
Streptococcus pyogenes com 1,78 milhdo de novos casos de doengas graves e 517.000 mortes
por ano bem como 111 milhdes de casos prevalentes de piodermas e 616 milhdes casos de
faringites por ano (CARAPETIS et al., 2005).

A faringite streptocdcica € a infeccdo bacteriana de garganta mais comum no centros de
atencdo primaria sendo S. pyogenes responsavel por 15 a 36% dos casos faringite aguda
sendo mais frequente durante a idade escolar, normalmente a infeccdo é autolimitada com
duracdo de 3 a 5 dias tendo como sintomas principais dor faringea disfalgia e febre, as
infeccdes agudas por S. pyogenes, entretanto as infeccdes persistentes da cavidade orofaringea
sdo capazes de desencadear complicacbes supurativas graves como infecgdes invasivas da
faringe, abscesso peritonsilar e adenite cervical com abscesso (MURRAY et al., 2012
;CARAPETIS et al., 2016)

Atualmente as infeccBes causadas por S. pyogenes sao apontados pela OMS como a hona
causa de mortalidade no mundo, isto deve-se principalmente ao fato de que as infeccdes séo
responsaveis por desencadear graves distarbios imunomediados pdés-infecciosos, como
glomerulonefrite aguda pds-estreptococica, febre reumatica aguda e doenca cardiaca reumatica
principalmente em paises pouco industrializados. Estudos recentes vem demonstrando que o
Streptococcus pyogenes possuem um grande repertorio de fatores de viruléncia reguladores
que permitem ao S. pyogenes colonizar o hospedeiro e lidar com todos os niveis da defesa

imunoldgica do hospedeiro bem como a capacidade formar biofilmes sendo conhecidos mais
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de 50 fatores de viruléncia atribuidos Streptococcus pyogenes formadores de biofilmes
(FIEDLER et al., 2015;CARAPETIS et al., 2005)

2.1.3 Candida spp

Além das espécies bacterianas de importancia clinica, os fungos sao capazes infectar seres
humanos e causar diversas doencas, acometendo diversos 6rgdos com diferentes graus de
severidade. Dentre estes, pode-se destacar as leveduras do género Candida que séo as causas
mais comuns infecces fungicas. Cerca de 90% dos casos de infec¢Bes por esse género sdo
causados por cinco espécies: Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis e Candida krusei, as quais sao responsaveis por infec¢oes superficiais de mucosas
e cutaneas e também sistémicas (TURNER et al ., 2014)

Na maioria dos casos, as espécies do género Candida ndo causam danos ao Seu
hospedeiro, mas podem apresentar caracteristicas patogénicas quando os mecanismos de defesa
do hospedeiro estdo debilitados ou em recém nascidos, que ainda ndo possuem o sistema
imunitario totalmente estabelecidos. As doencas causadas por Candida, como as candidiases
mucocutaneas sdo geralmente infeccdes leves ou autolimitadas, como a candidiase oral e
vaginal. No entanto, essas infec¢Ges superficiais podem ser relacionadas a morbidade
significativa, como na candidiase mucocutanea cronica e na candidiase vaginal recorrente.
Além disso, espécies de Candida causam infeccdo sistémica potencialmente fatal, onde as taxas
de mortalidade sdo relatadas em até 80% (SOLL et al., 2016; WHIBLEY et al., 2017).

Leveduras do género Candida também sdo capazes de formar biofilme que é um
importante fator de viruléncia,a tendo sido observado a formacdo de biofilme em diversos
dispositivos médicos como lentes, cateteres e stents uretais de préteses dentarias bem como no
epitélio da orofaringe. No ambiente hospitalar os fungos sdo a quarta causa mais comum de
infeccdes em que mesmo com a terapia antifungica atual, sendo observada em cerca de 75%
das mulheres ao menos uma vez na vida e ainda com recorréncia de 10% dos casos, nas
infeccdes nosocomiais 90% dos pacientes HIV-infectados com AIDS apresentam quadros
severos de faringite causados por espécies de Candida spp sendo a associacdo de de Candida
albicans e Candida glabrata as espécies mais frequentemente isoladas. Embora tenham sido
infeccbes nosocomiais de importancia subestimada, as infeccbes por Candida spp foram
relatadas na década de 90 como a quarta agente infeccioso responsavel por sepsemia
nosocomial e a primeira em mortalidade a mortalidade associada a candidiase pode chegar a
50% em adultos e até 30% em criangas (SOLL et al., 2016; CHANDRA et al., 2015;
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POULAIN, 2015). A candidiase oral & em sua maioria causada por Candida albicans, que tem
sua viruléncia atribuida a capacidade de produzir estruturas responsaveis por mecanismos de

adesdo epitelial e evasdo de células fagocitarias (SINGH et al., 2014).

2.2 Biofilmes e faringite

Os microrganismos possuem uma serie de adaptacdes para colonizar o ambiente dentre
estas, a capacidade de aderir a substratos formando comunidades sesseis, que sdo chamadas de
biofilmes. A producédo de biofilme é parte importante de diversos ecossistemas, entretanto os
biofilmes sdo produzidos por microrganismos sdo fatores de viruléncia importante em varias
infeccdes. Isto deve-se a capacidade dos biofilmes formados por microrganismos patogénicos
sobreviverem a altas concentragdes de agentes antimicrobianos convencionais e a resposta
imune do hospedeiro que ¢ dada 0 nome de recalcitrancia que é considerada uma das mais
importantes caracteristicas clinicas dos biofilmes (LEBEAUX et al.,2014)

Os microrganismos formadores de biofilmes possuem diferentes propriedades biologicas
quando comparadas ao seus homélogos planctdnicos, onde ja foi observado a rela¢do de quadro
infecciosos persistentes a presenca de microrganismos formadores de biofilme. Os biofilmes
tem sido relatados em contaminacGes de dispositivos implantados, como marca-passos,
cateteres e lentes de contato, bem como na colonizagdo de tecidos, o que resulta em quadros
infecciosos recorrentes potencialmente crénicos como tonsilites, faringite, endocardites,
infeccdes do figado em fibroses cisticas, pedras nos rins, infeccdes do trato biliar, infeccdes do
trato urogenital, osteomielites e feridas cronicas (BJARNSHOLT,2013).

Os estudos sobre as infec¢bes agudas vém sido extensamente realizados durante anos
principalmente motivadas pelos ndmeros relatos de morte a elas atribuidas. Estes estudos
proporcionaram diversos avangos terapéuticos para o controle eficaz desse tipo de infeccdes
como o desenvolvimento de vacinas modernas, antibidticos e melhores técnicas de assepsia.
Embora as pesquisas voltadas ao tratamento de infeccGes agudas tenham obtido avancos
significativos o tratamento para infec¢bes relacionadas a microrganismos formadores de
biofilmes ainda representam um desafio a ser superado. Isto deve-se a aspectos comuns
relacionados a complicacGes de quadros patologicos crbnicos, como progressdo lenta e
sintomas relativamente mais suaves em estagios iniciais, que por vezes tornam a detec¢do dos
agentes responsaveis tardia e por consequéncia dificulta a definicdo em tempo hébil de uma
terapia mais eficiente. Contudo o maior desafio deve-se principalmente a caracteristicas

fenotipicas destes microrganismos, como resisténcia aos tratamentos convencionais através
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mecanismos como a composicdo da matriz extracelular, complexidade estrutural do biofilme
e alteragdes nos mecanismos de expressdo de genes relacionados a resisténcia como os de
bomba de efluxo e suas adaptacdes metabolicas (HAUSSLER,2013; COSTERTON,1995).
Diante disto o nimero de estudos relacionados a infecgdes causadas por microrganismos
formadores de biofilmes e suas complicacdes bem como possiveis novos agentes terapéuticos
vem aumentando consideravelmente nas Gltimas décadas por meio de estudos in vivo e in vitro
(BJARNSHOLT,2013).

Dentre todas as caracteristicas dos microrganismos formadores de biofilmes estudadas, a
que vem despertado 0 maior interesse dos pesquisadores tem sido os aspectos relacionados ao
a composicdo e a complexidade estrutural do biofilme em seu diversos substratos bem como as
diferencas relacionadas aos diferentes microrganismos produtores de biofilme, e osaspectos
que influenciam sobre os quadros clinicos, 0s tratamentos convencionais e 0S possiveis novos
agentes terapéuticos (XIAO et al.,, 2012; HAUSSLER,2013). A partir destes estudos foi
possivel observar que a producdo de uma matriz extrapolimérica conferem os microrganismos
formadores de biofilme a capacidade de aderir firmemente a diversos substratos tanto bidtico
como abioticos bem como manter a integridade estrutural do biofilme proporcionando uma
conformidade multicelular em que as células adquirem a capacidade comunicar-se mais
eficiente (XIAO et al.,2012;BJARNSHOLT.2013). Ainda foi observado que a composicdo da
matriz extrapolissacaridea € complexa e diversa dependendo do tipo de microrganismo e do
local de colonizacdo, ja tendo sido observada presenca de uma grande variedade de proteinas,
lipidios, &cidos nucléicos extracelulares, polissacarideos e outros biopolimeros de origem
microbiana. A presenca ou auséncia destes compostos oferecem a matriz extracelular diversas
caracteristicas relacionadas a protecdo da comunidade formada que pode ser contra dessecacéo,
biocidas oxidantes, antibioticos, cations metalicos, radiacdo ultravioleta e protozoarios
herbivoros bem como maior aporte nutricional para seu metabolismo atuando como um centro
de reciclagem, mantendo todos os componentes das células lisadas disponiveis (FLEMING;
WINGENDER, 2010).

Em substratos bidticos como a cavidade oral, a formacéo de biofilmes ainda representam
ainda um grande desafio fomentando o interesse sobre as suas caracteristicas e de como 0s
agentes etioldgicos se relacionam com este microambiente, sendo os biofilmes mais bem
descritos deste sitio de isolamento os de microrganismos causadores de caries ou doencas
periodontais  frequentemente estudados pela casuistica da clinica odontolégica
(BJANSHOLT,2013). Entretanto recentemente a influéncia da formacdo do biofilme em

doencas do trato respiratorio superior vem sido observada em diversas doengas como fibrose
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cistica, panbronquiolite difusa e bronquiectasia com infeccdo por Pseudomonas aeruginosa
(KOBAYASHI,2015) e faringite causadas por Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus
e Candida spp ( FIEDLER et al., 2015) Os biofilmes presentes nas mucosa do trato respiratério
como os de microrganismos causadores de faringite sdo compostos por microrganismos
agregados envolvidas por uma matriz contendo carboidratos ou com o epitélio adenotonsilar
formando reservatdrios que atuam como fonte de infeccbes cronicas dos tecidos adjacentes,
que apresentam-se clinicamente na forma de hipertrofia faringea e/ou tuba tonsilar oque pode
resultar no bloqueio faringeo causando a subsequente abertura da tuba de Eustaquio sendo
responsavel por quadros de otites cronicas pela hipoventilagdo do ouvido médio. A hipertrofia
do tecido tonsilar da faringe € resultado da resposta inflamat6ria como parte da reagdo imune
causada pela liberagdo de metabolitos toxicos como compostos volateis a base de enxofre
produzidos por microrganismos aerobicos formadores de biofilme presentes nas criptas
tonsilares. Em quadros de faringites relacionados aos diversos microrganismos formadores de
biofilmes sdo observadas caracteristicas singulares no que diz respeito a fun¢des exercidas pela
matriz extracelular que assemelham-se a caracteristicas da matriz de biofilmes dentais no que
tange seu arranjo e funcéo sobre a superficie colonizada, de maneira que a disposi¢do com que
os biofilmes se estruturam condicionam o ambiente da cavidade orofaringea de modo que o
processo de acidificacdo inata da formacdo é mantida pela conformacdo de zonas de
heterogeneidade de Ph, através da formacdo de micro colénias espacialmente difusa onde a
producdo de polimeros de glicano conferem protecdo contra 0os mecanismos de neutralizacéo
como os da saliva (XIAO et al., 2012; GOWRISHANKAR et al., 2016).

2.3 Oleos essenciais

Materiais provindos de plantas sdo utilizadas pelo homem desde tempos remotos de
maneiras que 0 uso de plantas para os mais diversos fins desde alimentar, medicinal e
ritualistico representam parte importante da cultura de muitos povos, dentre estes materiais
podemos destacar os Gleos essenciais , termo cunhado por Paracelso no XVI , que acreditava
que as plantas possuiam propriedades curativas devido a algo que ele chamou de quintesséncia
e que podem ser extraidos de parte de plantas como frutas, flores, cascas, ou de plantas inteiras,
principalmente originadas de especiarias e ervas medicinais. Os Gleos essenciais sao produtos
do metabolismo secundario das plantas, caracterizados quimicamente como misturas
complexas de compostos de baixo peso molecular, sendo alguns altamente volateis, capazes de

gerar sabores e/ou aromas. Parte das propriedades farmacéuticas descritas para plantas
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medicinais sdo creditadas aos 6leos essenciais. Fisicamente, 0s 0leos essenciais se apresentam
no estado liquido a temperatura ambiente, com aspecto incolor ou claro. N&o se misturam a
agua, e podem ser extraidos de diferentes modos, como hidrodestilagdo, destilacdo a vapor,
CO2 supercritico, ou com a utilizacdo de solventes organicos ou por enfleuragem. O dleo obtido
de uma de planta serve como caracteristica para aquela espécie. Mesmo que 6leos diferentes
apresentem compostos iguais qualitativamente, diferengas quantitativas fardo com que aquele
6leo tenha propriedades quimicas e bioldgicas diferentes dos demais (TROMBETTA et. al.,
2008 ; BAKKALLI et al., 2008).0s 6leos essenciais sdo substancias relativamente complexas
com cerca de 20 a 60 componentes bioativos diferentes podem ser observados em muitos desses
6leos essenciais. Muitos destes compostos sdo apreciados farmacologicamente pelas suas
numerosas propriedades terapéuticas (SWAMY et al.,2015; BAKKALI et al., 2008). A maioria
dos 6leos essenciais € composta de terpenos, terpendides e outros constituintes aromaticos e
alifaticos de baixo peso molecular. Os terpenoides constituem uma classe de produtos naturais
obtidos de plantas de variedade estrutural e funcional, alguns destes compostos participam de
processos como respiracédo e desenvolvimento celular.

Os terpenos sdo produzidos no metabolismo secundario atravées de duas vias Figura 1
que produtoras dos precursores isopentenil difosfato e seu isomero isémero dimetilalil
difosfato sintetizados no citoplasma da célula por meio da via do &cido mevalénico, atraves da
acdo da enzima isopentenil difosfato-isomerase, ou pela via plastidica de Rohmer apartir da
condensacdo de uma molécula de piruvato com uma molécula de gliceraldeido 3- fosfato,
originando 1-deoxi-D-xilulose 5-fosfato 2C- e rearranjado em metil-D-eritritol-4-fosfato pela
enzima 1-deoxi-D-xilulose 5-fosfato reduto.isomerase e posteriormente produzido isopentenil
difosfato e isdmero dimetilalil difosfato que serdo o substrato para a sintese dos terpenoides

pela enzima trans-isoprenil-difosfato sintetase.
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Rota NIVA (Citosolica) Rota MEP (Plastidica)
Acetil-CoA  + Acetoacetil-Co A Glicolise
l HMG-CoA sintase
3-hidroxi-3-metilglutaril-Co A D-gliceraldeido 3-fosfato + Piruvato
i HMG-CoA redutase lDXS
Mevalonato (MVA) 1-desoxi-D-xilulose S-fostato (DXP)
l MVA quinase lDXR
NVAP 2-C-metil-D-entritol 4-fostato (NEP)
l? MVAP quinase l CMS
NMVAPP 4-difosfocitidil-2-metil-D-eritritol
(CDP-NIE)
MDC l CMK
CDP-ME2P
[sopentenil difosfato (IPP) l MCS
2-C-metil-D-eritritol 2.4-ciclodifostato
HDS
IP 2 R - ¢ . e e
TR ” HDR > |-hidroxi-2-metil-2-butenil 4-difosfato

Dimetilalil difosfato (DMAPP)

Figura 1. vias de sintese dos terpenos

Sendo os terpenos classificados como aciclicos, monociclicos, biciclicos ou triciclicos,
bem como em relacdo a quantidade de unidades de isopreno como monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, e triterpenos (BAKKALI et al., 2008). Eles sdo constituintes
principais encontrados em 90% dos Oleos essenciais bioativos Figura 2. que incluem
hidrocarbonetos monoterpénicos ( p- cimeno, limoneno, o- pineno e a-terpineno),
monoterpenos oxigenados (canfora, carvacrol, eugenol e timol), diterpenos (cembreno C,
caureno e canforeno), hidrocarbonetos sesquiterpénicos ( p- cariofileno, germacreno D e
humuleno), sesquiterpenos oxigenados (espatulenol, 6xido de cariofileno), alcoois
monoterpenos (geraniol, linalol e nerol), alcoois sesquiterpénico (patchoulol), aldeidos (citral,
cuminal), &cidos (&cido geranico, acido benzdico), cetonas (acetofenona, benzofenona),
lactonas (bergapten), fendis (eugenol, timol, carvacrol e catecol), ésteres (acetato de bornila,
acetato de etila) e cumarinas (fumarina, benzofurano) (BAKKALI et al., 2008; SWAMY et al.,
2016).



25

Lo d PO AT

L isopreno (- pineno |~ pineno \’-careno  d-limoneno canfeno mirceno
o

=]

<

g

S

w Z

Y
|- felandreno sabineno  «terpineno ocimeno a-tujeno  terpinoleno - terpineno

Figura 2. terpenos de maior ocorréncia em 6leos essenciais.

2.3.1 Importancia econdmica dos 6leos essenciais

Os avancos cientificos e 0 consequente empenho para o desenvolvimento de novas
alternativas terapéuticas, tem apontado os produtos de origem natural como os das plantas
medicinais como uma importante fonte de recursos para varios campos, como as industrias
farmacéutica, de sabor e fragrancias, perfumaria e cosmética (SWAMY et al.,2016). Diante
disto estabeleceu se um novo mercado que de acordo com estimativas recentes, o valor dos
produtos de origem vegetal no mercado global é de aproximadamente 62 bilhdes de ddlares, e
prevé-se que cresca até 5 trilhdes de dolares até 2050, com as pesquisas para o desenvolvimento
deste tipo produtos mais de 9000 plantas nativas foram identificadas e registradas por suas
propriedades curativas, e cerca de 1500 espécies sdo conhecidas por seu aroma e sabor. Dentre
estes produtos de maior valor agregado os a base de éleos essenciais ou produtos quimicos de
aroma naturais tém maior demanda nas industrias de cosméticos, alimentos, perfumes e
farmacéuticos, e mais de 250 tipos de Gleos essenciais, no valor de US$ 1,2 bilhdo, sdo
comercializados anualmente no mercado internacional (SWAMY et al.,2016). Segundo
estimativas do Dr. Brian Lawrence, editor do Journal of Essential Oil Research, a producédo
global dos 20 principais 0leos essenciais chega a aproximadamente 104.000 toneladas. Este
valor aborda ndo apenas a industria de cosméticos, mas também outras industrias, como
alimentos, produtos farmacéuticos e domésticos. Além disso, ao lado destes 20, ha uma enorme
gama de 6leos menores, como 6leo de cominho, 6leo de alcaravia, 6leo de valeriana, etc. Em

termos de fragrancias e indUstria cosmética, a Europa Ocidental representa uma grande fatia de
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mais de 31% do mercado global de cosméticos e produtos de higiene, seguido pela América do
Norte e Asia Pacifico. AindUstria farmacéutica de dleos essenciais, também é dominada por
grandes empresas multinacionais, e a América do Norte, a UE e 0 Japdo sdo os trés maiores
mercados. Os principais produtores de 6leos essenciais sao 0s EUA (23%), China (20%), Brasil
(8%), México (5%), Marrocos (5%), Indonésia (5%), india (4%) e Egito (2%) Figura 3. Estima-
se que cerca de 65% da producdo mundial emana de paises em desenvolvimento. Os principais
consumidores sdo 0os EUA (40%), a Europa Ocidental (30%) e Japdo (7%). Em uma escala
global, os 18 dleos essenciais mais importantes representam quase 75% do valor total da
producdo. A concentracdo em toneladas é ainda maior, pois ha um comércio de pequenos
volumes de produtos com altos valores unitarios. Alguns paises (Estados Unidos da América,
Franca, Reino Unido, Japdo e Alemanha) dominam o mercado mundial de importagéo de 6leos
essenciais. O Estado Unidos da America € o principal importador com 14% de participacdo ou
US$ 390,9 milhdes de importacdes em 2005. Os Estados Unidos da América, a Franca, a india,
0 Reino Unido e o Brasil s@o os cinco principais exportadores de 6leos essenciais no mundo.
Juntos, eles exportaram US $ 936,3 milhGes em produtos essenciais, representando cerca de
40% das exportacdes mundiais. Novamente, os EUA sdo o maior exportador, com US$ 351,7
milhdes em exportaces ou 17% das exportacOes totais mundiais (DEVI et al., 2015). Plantas
produtoras de 0leos essenciais recebem o nome de plantas aromaticas devido as propriedades
organolépticas caracteristicas dos 0leos essenciais extraidos destas plantas, que sdo uma mistura
de substancias quimicas variadas que pertencem a diferentes familias quimicas, incluindo
terpenos, aldeidos, alcoois, ésteres, fendlicos, éteres e cetonas (DEGHENRARDT et al., 2009).
Os oOleos esséncias dada a sua composicdo, sdo produtos versateis com amplo potencial de
mercado devido as suas propriedades Unicas de sabor e fragrancia e também atividades
biologicas, que podem ser empregados na aromaterapia e para o tratamento de varias doencas,

incluindo doencas cardiovasculares, diabetes, doenca de Alzheimer, cancer bem como suas
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propriedades antimicrobianas (DUSCHATZKY et al., 2005 ).
2.3.2  Propriedades antimicrobianas dos dleos essenciais

A eficicia dos Gleos essenciais difere de um tipo para outro, sendo essas diferencas
associadas ao tipo de extracdo, 6rgdo a ser extraido, estagio de desenvolvimento da planta e
condicbes ambientais as quais a planta estd submetida, bem como contra diferentes
microrganismo alvo, dependendo da sua estrutura. Um dos mecanismos dos 6leos essenciais
esta capacidade de desestabilizar principalmente a arquitetura celular, levando a degradacdo da
integridade da membrana e ao aumento da permeabilidade, o que interrompe muitas ratividades
celulares incluindo a producéo de energia, transporte de membrana e outras funcdes regulatorias
metabolicas. O rompimento da membrana celular causada por 0leos essenciais pode interferir
em VArios processos vitais, como processos de conversdo de energia, processamento de
nutrientes, e a sintese de macromoléculas estruturais bem como na secrecdo de reguladores de
crescimento. Estes mecanismos estéo relacionados a caracteristicas fisicas dos 0leos essenciais,
como a sua natureza lipofilica que é capaz de alterar a permeabilidade da membrana
ocasionando a perda de interferindo nos potenciais de membrana causando rompimento de
bombas de protons e por consequéncia reducdo da eficiéncia energetica (TURINA et al.,
2006).

3.5 Familia Annonaceae

Fonte: Autor

Figura 3 principais paises produtores de 6leos essenciais
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A familia annonaceae é uma das maiores familias do reino vegetal, dividida em quatro
subfamilias ambavioideae, anaxagoreoideae, annonoideae e malmeoideaedo contendo 2.300
espécies, distribuidas em aproximadamente 130 géneros, dos quais 12 ocorrem no brasil
(HUTCHINSON, 1973) Sua distribuicdo geogréafica é pantropical, ocorrendo quase que
exclusivamente em regides tropicais (HEYWOOD, 1985), sendo que no neotropico esta
representada por aproximadamente 40 géneros e 900 espécies.

Em termos taxonémicos, a familia annonaceae constitui um grupo muito uniforme, seja
do ponto de vista anatdmico, estrutural, de habito e habitat, distinguindo-se por apresentarem
uma combinacdo de caracteristicas bem marcantes. No Brasil, foram registrados 29 géneros
compreendendo cerca de 260 especies. As plantas dessa familia s@o arboreas, sendo as
trepadeiras também bastante frequentes. Além de seus frutos, na maioria dos casos, serem
comestiveis também sdo muito usados na medicina popular (CHATROU; RAINER e MAAS,
2004).

A familia annonaceae é fonte de diversos compostos biologicamente ativos, dentre
estes terpenoides em sua maioria de diterpenos, alcaloides em sua maioria isoquinolinicos e
lignoides, além de Oleos essenciais e as acetogeninas. Sendo as acetogeninas uma classe de
compostos exclusivos a familia annonaceae que vem despertando o interesse devido suas
propriedades citotdxicas frente diversas linhagens tumorais. Além de serem utilizados para fins
cosméticos, culinarios e de perfumaria, diferentes grupos metabolitos obtidos de plantas da
familia annonaceae tem apresentado diversas atividades biologicas como: bactericida em
alcaloides; antifungica de terpenos; citotdxicas de flavanonas; antitumoral de diterpenos e
alcaloides (QUILEZ et al., 2018; SILVA et al., 2015)

3.6.1 Genero Xylopia

Dentre a familia anonnaceae e pertencente a subfamilia Anaxagoreoideae o género
xylopia com cerca de 160 espécies, com distribuicdo pantropical distinguem se dos demais
generos pela presenca de carpidios livres e frutos deiscentes. As espécies desse género sao
descritas principalmente na forma de arbustos e arvores de até 35m, muitas destas conhecidas
por seus usos ethomedicinais e atividade farmacoldgica (SILVA et al.,2015)

No Brasil ocorrem 34 espécies do género Xylopia, muitas possuem relatos na literatura
das mais variadas atividades bioldgicas, como descritos na Tabela 1, onde pode-se observar

atividades desde extratos vegetais e 6leos essenciais a compostos isolados que incluem
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acetogeninas, alcaloides isoquilidinicos, flavonoides, sesquiterpenos e diterpenos tipo labdano
e caurano. Os terpenoides sdo substancias comuns as espécies de Xylopia , sendo estes
terpenoides, compostos caracteristicas deste género, tornando-os importantes como marcadores
quimiotaxondmicos (SILVA et al., 2015).



Quadro 1. Espécies de xylopia com ocorréncia no Brasil e suas atividades biolégicas
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Espécies Sinénimos Constituintes quimicos volateis  Constituintes Quimicas Fixas Atividades bioldgicas Referéncia
Xylopia amazonica - Dicentrinona, Antioxidante Arango et al. (2004)
R.E.Fr. Liriodenina Antiplasmodial Limaet al. (2015)

Aduto Diterpeno (3 e 4) Antidiareia Vilegas et al. (1991)
Xylopia - Pombo
annoniflora (2017)
Pombo &
C.E.Zartman
Xylopia aromatica  Uvaria Oleo essencial Asimicina, Antiplasmodial, Stashenko et al.
(Lam.) Mart. aromatica Lam.  Oleo essencial da folha e casca Venezenina, Citotoxicidade contra linhas (2004)
Xylopia Oleo essencial das folhas Acido caurenoico, celulares de céncer, Colman-Saizarbitoria
grandiflora (biciclogermacreno, espatulenol, e 16-a-acido-hidroxi-caurenico, Antibacteriano et al. (1994, 1995,
A.St.-Hil. limoneno) Acido caurenoico, Melhorar a resisténcia a glicose e 1996)
Oleo essencial folha, flor e fruto Dimero de Guaiano inflamacéo do figado em um Moraes & Roche
Dimero de Labdano modelo de sindrome metabolica de  (1988)

Xilopieno,

Xilomatenina,

Aromina,

Aromicina,

Diterpenos Caureno,
2,4-cis-venezinona, 2,4-trans-
venezinona,

acido ent-labda-8 (17), 13 (16),
14-trien-18-oico,

sitosterol,

estigmasterol,

éster metilico do acido ent-lab-8
(17), 14-dien-13,16-dial-18-
oico,

acido ent-labdan-13,16-diol-8
(17), 14-dien-18-oico,
ent-traciloban

ratos,

Antiviral

Alelopético,

Larvicida (A. aegypti),
Inibicdo de 5-LOX,
Anti-inflamat6rio

Alfonso et al. (1996)
Fournier et al.
(1994a)

Martins et al. (1998,
1999)

Melo et al. (2001)
Garavito et al. (2006)
Maia et al. (2005)
Mesquita et al. (2007)
Alves et al. (2000)
Andrade et al. (2004)
Oliveira et al. (2014,
2018)

Simoni et al. (2007)
Inoue et al. (2009)
Rodrigues et al.
(2006)




3pB-ol,

ent-atisan-16a, 18-diol,

acido ent-atisan-16a-0l-18-0ico,
ent-traquiloban-3pB-acetoxi,
ent-18-nor-atisan-4p, 16a-diol,
ent-18-nor-atisana-4p-
hidroperdxido-16a-ol,
ent-19-nor-atisan-4 (18) -en-
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Braga et al. (2000)
Pino et al. (2000)
Estrada et al. (2013)
Silva et al. (2010)
Suffredini et al.
(2007)

160-0l,
N-trans-cafeoilctilamina,
canabisina B

Xylopia atlantica -

Mello-Silva &

J.C.Lopes

Xylopia barbata
Hoffmanns. ex
Mart.

Xylopia benthamii ~ Xylopia ulei Nornantenina, Pimenta & Mendonca

R.E.Fr. Diels Laurotetanina, (2012)
trans-feruloiltiramina, Jagessar & Maxwell
cis-feruloiltiramina, (2012)
2-hidroximanol

Xylopia Xylopia Oleo essencial das folhas espatulenol, Antifangico Lago et al. (2003)

brasiliensis brasiliensis var.  (espatulenol, verbenona, e 1,8- aromadendrane-4a, 10B-diol, Moreira et al. (2003)

Spreng. gracilis R.E.Fr.  cineol) aromadendrane-4a, 100-diol, Melo et al. (2001)

Xylopia gracilis

(R.E.Fr.) RE.Fr.

aloaromadendrane-4, 10a-diol,
aromadendrane-4p, 10a, 15-
triol,

sitosterol, stigmasterol,
sitosterol-3-B-D-galactésido,
acido caurenoic,

Acido 16-a-hidroxi-caurandico,
acido xilopico,

Xylopia calophylla
R.E.Fr.

Xylopia
cayennensis Maas

Xylopia
longifolia
(Sagot) R.E.Fr.

Oléo essencial das folhas (o-
pineno, B-pineno, cariofileno
oxide, biciclogermacreno,
germacreno D, e 1,8-cineol)

Acidos graxos (4cidos palmitico  Efeitos cardiovasculares
e oleico)

Maia et al. (2005)
Fournier et al.

(1993a)
Nascimento et al.
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Oleo essencial dos frutos e
sementes (a-Felandreno,
limoneno, e p-cimeno)

Oleo essencial das flores (p-
cimeno e spatulenol)

Oleos essencial das folhas (a-
pineno e trans-pinocarveol)
Oleo essencial das cascas (bornel
acetato, e d-cadinol)

Oleo essencial raiz(trans-
pinocarveol)

(2006)

Xylopia crinita
R.E.Fr.

Xylopia cuspidata
Diels

Xylopia
decorticans
D.M.Johnson &
Lobdo

Xylopia discreta Unona discreta Xylopina Antileishmanial, Lopéz et al. (2009)
(L.f.) Sprague & L.f. Imunomodulador Sivori and

Hutch. Jatimliansky (1970)
Xylopia egleriana -

Aristeg. ex Maas

Xylopia - Oleo essencial das folhas Aduto de diterpeno (1 e 2), Antiplasmodial, Vilegas et al. (1991)

emarginata Mart.

(espatulenol)

Oleo essencial das folhas
(espatulenol, cariofileno oxide,
mirtenol, e trans-pinocarveol)

Emarginatina A,
Emarginatina B,
Ximarginatina,

oxido de cariofileno,
espatulenol,

1p, 6a-di-hidroxi-4 (15) -
eudesmeno,
4-hidroxi-1,15-peroxi-
eudesmano,
nonadecano,

1 nonadeceno,
hentriacontan-

16-um

Inibidor de mitocondrias
cadeia de transporte de elétrons,

Maia et al. (2005)
Mesquita et al. (2007)
Lago et al. (2005)
Moreira et al. (2006,
2007)

Fischer et al. (2004)
Colman-Saizarbitoria
et al. (2009)

Xylopia excellens
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R.E.Fr.
Xylopia frutescens
Aubl.

Oleo essencial das folhas (E)-
cariofileno, biciclogermacrenoe,
germacreD, 3-cadineno,
viridifloreno e a-copaeno)

Oleo essencial das cascas do caule
(6-cadinol, e a-cubebeno)

Acido frutdico,

Acido ent-150-acetoxi-caur-16-

en-19-oico (&cido xilopico),
acido ent-caur-16-en-19-oico
(&cido caurenoico),
ent-16B-hidroxi-caurano,
ent-caur-16-en-19-ol,

Acido ent-16p-hidroxi-cauran-

19-oico,

ent-16p, 17-di-hidroxicaurano-

Acido 19-éico,
acido acutiflorico,

Acido 7B-hidroxi-acutiflorico,
Acido 16-o-hidroxi-Caurandico,

Inibicdo de 5-LOX,
Citotoxicidade contra linhas
celulares de cancro,
Antitumoral
Antimicrobiano
Tripanocida

Braga et al. (2000)
Ferraz et al. (2013)
Silva et al. (2013)
Fournier et al.
(1994b)

Takahashi et al.
(1995)

Melo et al. (2001)

sitosterol,
Xylopia -
involucrata
M.C.Dias &
Kinoshita
Xylopia laevigata ~ Annona Oleo essencial das folhas (y- Liriodenina, Citotoxicidade contra linhas Quintans et al. (2013)
(Mart.) R.E.Fr. laevigata Mart. muuroleno, é-cadineno, Lanuginosina, celulares de cancro, Silva et al. (2013)
germacreno B, a-copaeno, Discretina, Larvicida (A. aegypti), Costa et al. (20133,

germacreno D, biciclogermacreno,
e (E)-cariofileno)

norisolboldina ou laureliptina,
Laurotetanina,

norboldina ou laurolitsina,
Reticulina,

Antimicrobiano,
Tripanocida

2013b)

Stepharine,
Coreximina
Xylopia Xylopia Oleo essencial das folhas Xylodiol, Citotoxicidade contra linhas Castello-Branco et al.
langsdorfiana lanceolata (germacrene D, trans-pB-guaieno B-  (8) 17,12E, 4cido 14- celulares de cancro, (2011)
A.St.-Hil. & Tul. R.E.Fr. cariofileno, and a-pineno) labdatrieno-18-6ico, Moluscicida, Tavares et al. (2007)
Acido ent-7a- Espasmolitico no musculo traqueal,  Ribeiro et al. (2007)
acetoxiltraciloban-18-6ico, gastroprotetor, Santos et al. (2012)

Acido ent-7a-hidroxitraciloban-

18-6ico,

anti-inflamatério
antinociceptivo

Martins et al. (2013)
Montenegro et al.
(2014)

Melo (2009)
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Xylopia
ligustrifolia
Humb. & Bonpl.
ex Dunal

Xylopia
longicuspis
R.E.Fr.

Xylopia multiflora
R.E.Fr.

Xylopia neglecta
(Kuntze) R.E.Fr.

Xylopicrum
neglectum
Kuntze
Xylopia
parviflora
Spruce

Xylopinidina,
Desidrocoreximina,

N, N-dimetilanomurina,
N-metilpebina,
Picnarrina,

Lotusina,

Sal 6,7-dimetoxi-2-metil-
isoquinolio,
1,2-desidroreticulina,
() - phellodendrine,

(+) - tembetarine,

(-) - litcubina,

(+) - magnoflorina,
tetradehidroreticulina,
() - oblongo,

(+) - menisperina,

(+) - N-metilcorydina,
stefaranina,

(+) - xantogoplano,
desidrodiscretina,
jatrorrizina,

palmatina
3,4-di-hidro-6,7-dimetoxi-2-
metil-isoquinolio,
N-metilpurpuerina

Nishiyama et al.
(2004)

Xylopia nervosa
(R.E.Fr.) Maas

Oxandra
nervosa R.E.Fr.

Xylopia nitida
Dunal

Xylopia nitida
var. nervosa
R.E.Fr.

Oleo essencial das folhas (y-

terpineno, p-cimeno, a-terpineno,

e limoneno)

traquilobano,
acido traquiloban-19-oico,
acido traquiloban-18-oico,

Maia et al. (2005)
Fournier et al.
(1993b)
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Oleo essencial das folhas (p-
cimeno e B-cariofileno)

é'cido caurenoico,
Acido 16a, 17-epoxi-19-

Vieira et al. (2009)

caurénico
Xylopia ochrantha - Oleo essencial das folhas Campesterol, Albuquerque (2013)
Mart. (germacreno D, estigmasterol,
biciclogermacrenoe, silvestreno, o-  y-sitosterol,
cimeno) quercitrina,

Oleo essencial dos frutos (a-
felandreno, p-felandreno,
sabineno, e p-ocimeno)

luteolina-7-O-rutinosida,

Xylopia polyantha
R.E.Fr.

Xylopia rigidiflora
Bagstad &
D.M.Johnson

Xylopia sericea
A.St.-Hil.

Xylopia
intermedia
R.E.Fr.

Oleo essencial das raizes(p-
cimeno, and a-gurjuneno)

Oleo essencial das folhas (cubenol
and a-epi-muurolol)

Oleo essencial dos frutos (-
pineno, e a-pineno)

Oleo essencial frutos secos 1,8-
cineol e p-cimeno)

Oleo essencial dos frutos secos
(espatulenol, guaiol,e

germacreno D)

6leo essencial das folhas (B-
ocimeno, y-elemeno, y-muuroleno,
B-cariofileno, e p-elemeno)

Oleo essencial dos frutos(mirceno,
B-pineno, e B-elemeno)

Oleo essencial das raizes (B-
pinene)

Oleo essencial do caule (B-pineno
€ a-gurjuneno)

acido ent-caur-16-en-19-oico, Acaricida
acido ent-15a-acetoxicauro-16-  Antioxidante
en-19-4ico, Anti-inflamatorio
ent-cauran-16b-ol,

acido ent-16b-hidroxiacaurano-

19-6ico,

metil ent-15-atisene-19-oato,

metil ent-beier-15-en-19-oato,

Acido ent-15a-hidroxitra-

quiloban-19-oico,

metil ent-15a-acetoxitraxiloban-

19-oato,

acido ent-traquiloban-19-oico,

metil ent-traquiloban-19-oate,

metil ent-traquiloban-18-oate,

3B, 6p-di-hidroxi-p-mentol-1-

eno

Fournier et al.
(1994b)

Takahashi et al.
(2001)

Pontes et al. (2007)
Craveiro et al. (1986)
Camara et al. (1996)
Mendes et al. (2017a
e b)

Xylopia spruceana
Benth. ex Spruce

Xylopia
trichostemon
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R.E.Fr.

Xylopia uniflora
R.E.Fr.

Xylopia xylantha
R.E.Fr.




Foto:R.Perez..Panama Watersheed Atlas
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3.6.2 Xylopia frutescens

X. frutescens € uma arvore perene com uma coroa alongada e espalhada e ramos
horizontais muito caracteristicos tem um caule cilindrico reto que pode ter de 20 a 30 cm de
didmetro. A arvore cresce de 4 a 8 metros de altura é perenifolia, heliofita, seletiva xerofita,
pioneira, caracteristica e exclusiva da floresta pluvial amaz6nica de terra firme com relatos de
ocorréncia em Brasil, Bolivia, Peru, Coldmbia, Venezuela, Guiana Francesa, Guiana, Suriname
na América do Sul e do Panama ao México na América do Norte Figura 4. Apresenta elevada
frequéncia, com dispersdo continua variavel, mas irregular ao longo de sua regido de
distribuicdo. Ocorre preferencialmente em formagdes secundarias de terrenos arenosos e de
baixa fertilidade, produzindo por ano abundante quantidade de sementes viaveis, largamente
disseminadas em sindromes de ornitofilia. Possui diversos usos de cordoaria, medicinais,
ornamentais, além do seu emprego como condimento e na industria de perfumaria (DI STASI

HIRUMA-LIMA, 2002), entretanto, ainda é considerada pouco relatada na literatura tanto do

ponto de vista dos estudos fitoquimicos como farmacologicos.

Figur.; . Fotos d esécime de Xylopi frutesce‘ns Aubl.(A) de seus frutos (B) e inflorescéncié (©).

Suas sementes sdo usadas na medicina popular em comunidades tradicionais como agente
antimicrobiano e contra reumatismo, entre outros usos. Na regido amaz6nica, a decocgdo da
casca, é utilizada na forma de inalacdo, servindo para combater resfriados e dores de cabeca
(DI STASI e HIRUMA-LIMA, 2002). As folhas sdo usadas pelos indios Guaymi uma tribo

tradicional do norte do Panama como anti-helmintico e antipirético (FOURNIER et al., 1994),
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cuja infusdo serve como um potente analgésico e anti-inflamatdrio. Na parte colombiana da
Amazbnia, os indios utilizam o cha das folhas como diurético e antiedematogénico, entretanto
com cautela o que pode ser um possivel indicio de toxicidade (DI STASI e HIRUMA-LIMA,
2002). Os frutos sdo conhecidos pelo sabor aromético e usados como carminativos. Os frutos
moidos, sdo utilizados para o tratamento e assepsia de ferimentos causados por mordidas de
serpentes e consumidos em natura para tratamento de afeccGes do trato respiratério superior
como dor de garganta ou inalados para desobstrucdo das via areas (BRAGA et al., 2000) . As
sementes possuem propriedades organolépticas utilizadas como sucedaneos da pimenta do
reino e séo tidas como estimulantes da bexiga, digestivo e Uteis contra catarro, leucorreia,
cllicas estomacais (DI STASI e HIRUMA-LIMA, 2002), reumatismo, halitose e caries
(FOURNIER, 1994). Ha relatos que essas sementes, que sdo conhecidas por conter dleo volatil
e aromatico, possuem uma destinacdo mais nobre sendo processadas por maceragdo de onde é
obtida bebida alcodlica que sdo tomadas como afrodisiaco por comunidades tradicionais (VAN
ANDEL et al., 2012).

Além disso ja foram isolados diversos compostos, principalmente terpenoides , que
apresentaram atividade biologica, como é&cido caurendico, obtido abundantemente das
sementes, que apresentou atividade tripanossomicida e contra cepas de Plasmodium falciparum
resistentes a cloroquina; além dos compostos como caurol e os acidos xilopico e acutifléorico,
gue também apresentaram atividade tripanossomicida (DI STASI e HIRUMA-LIMA et al.,
2002).

Além de ter tido sua atividade antimicrobiana demonstrada (MACEDO e FERREIRA,
2004), anti-inflamatoria; inibitdria da 5-lipoxigenase (BRAGA et al., 2000), que corroboram
com os usos na medicina tradicional ( MELO et al., 2001). Adicionalmente, o 6leo essencial
das folhas de X. frutescens apresentou atividade antifingica em espécies de dermatofitos
(LIMA et al., 2009) e atividade antitumoral em células de cancer de prdstata PC-3M e pulméo
NCI-H358M (FERRAZ et al.,2013) e atividade tripanocida (MENEZES et al.,2013), além de
ter demonstrado potencial efeito espasmolitico no ileo de cobaia por meio da reducao dos niveis
de célcio citosolico (SOUZA et al., 2015) e o extrato etandlico seco da casca do caule

apresentou boa atividade moluscida contra o caramujo B. glabrata (SANTOS et al., 1998).
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3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo geral

Determinar a composi¢do quimica e as atividades bioldgicas dos dleos essenciais de
diferentes 6rgdos de Xylopia frutescens.

3.2 Objetivos especificos

. Caracterizar a composicao quimica e perfil olfatométrico dos 6leos essenciais de
diferentes 6rgdos de X. frutescens;

. Determinar a concentracdo inibitdria minima dos 6leos essenciais de X. frutescens frente
bactérias Gram positivas e leveduras isoladas da cavidade orofaringea;

. Avaliar a capacidade dos 0Oleos essenciais de X. frutescens de inibir a formacdo de
biofilmes e erradicar biofilmes pré-formados por microrganismos causadores de
afeccdes orais;

. Avaliar o efeito sinérgico dos 0leos essenciais de X. frutescens e farmacos de referéncia
frente bactérias Gram positivas e leveduras isoladas da cavidade orofaringea;

« Investigar a citotoxidade dos 6leos essenciais de X. frutescens frente a macrofagos;

« Avaliar a liberacdo de 6xido nitrico em macrofagos estimulados e ndo estimulados com

LPS tratados com os 6leos essenciais de X. frutescens;
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4 METODOLOGIA

4.1 Isolados microbianos

As cepas bacterianas e as leveduras utilizadas no presente estudo estdo apresentadas na
tabela 2 e foram provenientes da colecdo de microrganismos do Departamento de Antibidticos e
da Micoteca URM do Centro de Biociéncias (CB) da UFPE e incluiam isolados clinicos da
cavidade orofaringea humana e ATCC.

Tabela 1.Colecédo de microrganismos do Departamento de Antibiéticos e da Micoteca URM do centro de biociéncias
(CB) / UFPE utilizadas no estudo.

Isolado Origem
S. pyogenes U480 Clinica/DANTI
S. pyogenes U720 Clinica/DANTI
S. pyogenes H620 Clinica/DANTI
S. pyogenes U 670 Clinica/DANTI
S. pyogenes U650 Clinica/DANTI
S. pyogenes U630 Clinica/DANTI
S. pyogenes H640 Clinica/DANTI
S. pyogenes H510 Clinica/DANTI
S. pyogenes U680 Clinica/DANTI
S. pyogenes H494 Clinica/DANTI
S. pyogenes H610 Clinica/DANTI
S. pyogenes H420 Clinica/DANTI
S. pyogenes U635 Clinica/DANTI
S
S
S
C
C
C
C
C
C
C

. pyogenes U560 Padrdo/DANTI
. aureus 25923 Clinica/DANTI
. aureus 2213 Clinica/DANTI
. albicans 6392 Padrdo/DANTI
. albicans 6401 Padrdo/DANTI
. albicans 6395 Padrdo/DANTI
. albicans ATCC 22019 Padrido/URM

. albicans 4388 Clinica’/URM
. albicans 4278 Clinica’/URM

. albicans 90028 Padrdo/URM
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Isolado Origem
C. kruzei 6258 Clinica/URM
C. parapsilosis 4261 ClinicaURM
C. glabrata 9415 Clinica/URM
C. tropicalis 5034 Clinica/URM

As bactérias Gram-positivas foram cultivadas utilizando como meio para o crescimento
das estirpes na fase Agar Mueller-Hinton (HiMedia®) suplementado com 5% de sangue de
carneiro com crescimento a 37°C durante 14-16 h. As leveduras foram mantidas em meio sélido

Agar Sabouraud (Kasvi®) e incubadas a temperatura de 37 °C durante pelo menos dois dias.

4.2 Coleta, extracdo e caracterizacéo dos 6leos essenciais de X. frutescens

Foram coletados casca, folha, flor e frutos de trés individuos localizados no bairro de
Aldeia em Camaragibe PE na coordenadas 7°57'21.6"S 35°00'56.1"W, 7°55'59.4"S
35°00'22.6"W em agosto de 2016 e a partir destes especimes foram confeccionadas exsicatas e
depositadas no Herbario IPA - Dardano de Andrade-Lima sob o nimero de registro: IPA 98.179
ao IPA 98.182. Imediatamente ap0s a coleta os frutos foram agrupados de acordo com seu grau
de maturacdo e 100g das amostras foram trituradas e submetidas a extracdo pelo processo de
hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger utilizando um litro de agua destilada em bal&o de vidro
(capacidade 2,0 L), aquecida em manta aquecedora, mantendo-se temperatura de ebulicdo por 2
horas. O material resultante foi seco com sulfato de sddio anidro, armazenado em frasco ambar,

e mantido em temperatura inferior a 4,0 °C.

As andlises quantitativas dos éleos essenciais foram realizadas por cromatografia gasosa
utilizando um aparelho PerkinElmer Clarus® 580 equipado com um detector de ionizacdo de
chama (FID) e uma coluna ndo polar Rxi®-5ms (Crossbond® 5% difenil / 95%
dimetilpolisiloxano) (10m x 0,10 mm ID x 10um df). A temperatura do forno foi programada de
40 a 250 ° C a uma taxa de 25 ° C / min para fins de integracdo. As temperaturas do injetor e do
detector foram de 260 ° C. O hidrogénio foi utilizado como gas de transporte a um caudal de 1 L
/ min e 30 p.s.i. pressdo de entrada no modo de divisdo (1:30). O volume de injecédo foi de 0,5 pl
de solugdo diluida (1/100) de 6leo em n-hexano. A quantidade de cada composto foi calculada a
partir de areas de pico GC na ordem de eluicdo da coluna DB-5 e expressa como uma

percentagem relativa da area total dos cromatogramas.
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As analises qualitativas de GC-MS foram realizadas utilizando-se utilizando um aparelho
PerkinElmer Clarus® SQ8S com detector seletivo de massa, espectrometro de massas em El 70
eV com intervalo de varredura de 0,5 se fragmentos de 40 a 550 Da. equipado com a mesma
coluna e programa de temperatura que para os experimentos de CG-FID, com o0s seguintes
pardmetros: gas de arraste = hélio; taxa de fluxo = 1 mL / min; modo de divisdo (1:30); volume

injetado = 1 pl de solucdo diluida (1/100) de 6leo em n-hexano.

A identificacdo dos componentes foi baseada nos indices de retencdo de GC com referéncia
a uma série homologa de n-alcanos C8-C40 calculados usando a equacdo de Van den Dool e
Kratz (Van den Dool e Kratz 1963) e por computador comparando com a biblioteca espectral de
massa de o sistema de dados GC / MS (NIST 98 e WILEY) e co-injecdo com padrdes auténticos,
bem como outros espectros de massa publicados (Adams 2007). Os percentuais de area foram
obtidos eletronicamente da resposta GC-FID sem 0 uso de um padrdo interno ou fatores de

corregao.

4.2.1 Analise Olfatométrica

A analise do perfil olfatomeétrico das amostras de 6leos essenciais foi realizada utilizando-
se 0 cromatografo a gas equipado com um sistema de deteccéo por ionizacdo de chama (FID) da
Perkin Elmer Auto System e um olfatdmetro adaptado.

A injecdo das amostras de 6leos essenciais no GC/FID foi realizada diretamente no injetor.
Para cada analise foram injetados 2 pL de 6leo essencial diluido em ciclohexano (2:1) no modo
splitless, sendo que o gas de arraste utilizado foi o nitrogénio a uma vazao de 1 mL/min. O injetor
e o FID foram ajustados a 250°C e o programa de temperatura utilizado foi: 60°C durante 8
minutos, aumentando para 180°C a 3°C/min, 180-250°C a 20°C/min, entdo 250°C por 10 minutos,
e o detector olfatométrico foi mantido constante & 250°C durante toda a analise.

Um painel de quatro avaliadores sensoriais composto por quatro mulheres e dois homens
(idade de 24 a 35 anos, pertencentes ao laboratorio de operacGes unitarias da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul - PUCRS) ficaram responsaveis pela olfacdo dos 6leos
essenciais. Cada um dos avaliadores relatou as seguintes informacdes sobre os aromas durante a
analise:
d tempo, em relagdo ao inicio da analise, em que sentiu um determinado aroma;
b) descri¢do do aroma;

¢) intensidade do aroma, em uma escala de nimeros inteiros, de 1 a 5, sendo 1 a menor
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intensidade e 5 a maior intensidade.
A partir dos dados fornecidos pelos avaliadores foi possivel fazer uma comparacao entre
os resultados obtidos individualmente e gerar uma nova grandeza, que relaciona intensidade e

frequéncia de deteccdo, denominada Frequéncia Modificada (FM), que €é calculada pela Equacgéo:

—

FM(%) =/ (F(%).1(%)

Onde F(%) € a frequéncia, em termos percentuais, de deteccdo de um aroma entre o
universo de avaliadores e 1(%) € a intensidade média de um atributo de aroma em relacdo a escala,
sendo 100% correspondendo a média 5. Se um aroma possui 100% de FM quer dizer que o
mesmo foi detectado por todos os avaliadores e com a méaxima intensidade. Os ensaios foram
realizados em triplicata.

O tempo de olfacédo foi aproximadamente 60 minutos e cada avaliador realizou uma sesséo
por dia. Os aromas tomados como significativas foram aquelas em que pelo menos trés
avaliadores detectaram. Nenhum dos avaliadores era anésmico e todos e tinham experiéncia em

olfatometria.

4.3  Avaliagdo da atividade bioldgica dos 0leos essenciais de X. frutescens

4.3.1 Ensaio de difusdo de disco

O método de disco difusdo foi realizado de acordo com CLSI (2015). Somente as cepas
padrdes listadas na tabela 1 foram utilizadas primeiramente para verificar se 0s 6leos possuiam
atividade antimicrobiana frente a espécies sensiveis. Um inoculo foi preparado a partir das
colbnias até atingir a escala padrdo de 0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL). Este indculo foi
semeado na superficie do meio Agar Mueller Hinton suplementado om 5% de sangue de carneiro
desfibrinado para as bactérias Gram positivas e saboraud para as leveduras com auxilio de um
swabe e em seguida discos de papéis filtros estéreis impregnados com 10 pl dos dleos essenciais
puros de X. frutescens foram colocados na superficie do meio e as placas incubadas por 24 horas
a 37° C. A leitura foi realizada a partir da medicdo dos halos de inibi¢do formados ao redor do
disco empregando os padrées descritos por Ponce et al., (2003) onde os critérios de sensibilidade
foram: ndo sensivel para halos menores que 8 mm (-), sensivel para halos entre 9-14 mm (*),
muito sensivel para didmetros entre 15-19 mm (***) e extremamente sensivel para halos de

inibig&o superior a 20 mm (***).Como controles foram empregados discos de antimicrobianos
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especificos para cada uma das cepas avaliadas. Cada teste realizou-se em triplicata.

4.3.2 Determinagdo da concentragdo inibitéria minima dos dleos essenciais

Os testes foram realizados com base no protocolo CLSI (2015) com algumas modificaces.
Indculos das bactérias e das leveduras que apresentaram sensibilidade ao 6leo foram preparados
a partir de uma cultura de 24 horas do micro-organismo até atingir a escala 0,5 de McFarland.
Em uma placa de 96 pocos, 100 uL do meio caldo Todd Hewitt para as bactérias e RPMI para
leveduras foi adicionado em cada poc¢o da placa. A seguir, uma solu¢do de 100 uL dos éleos
essenciais de X. frutescens a 4,4ul/mL diluidos em agua e 5% de Tween® 80 foi inoculado no
primeiro poco e logo realizadas dilui¢des seriadas de 4,4ul/ml até a concentracdo de 0,06 pl/mL.
Logo, 10 pL do inoculo padronizado foi inserido nos pogos. As microplacas foram incubadas
por 24 horas a 37°C para as bactérias e 48 horas a 30 °C para as leveduras e ap0s esse periodo foi
realizada a leitura visual do crescimento microbiano e a leitura com o revelador resazurina
(100pg/mL) para as bactérias e por densidade Otica para as leveduras foram utilizados como
indicadores de crescimento microbiano. A menor concentracdo do 6leo capaz de inibir 50% o
crescimento microbiano foi considerado a concentracdo inibitoria minima. Controles de
esterilidade do meio e de viabilidade do microrganismo foram utilizados no experimento. Os

experimentos foram realizados em triplicata

4.3.3 Avaliacdo da atividade sinérgica em ensaio de checkerboard

Para avaliar o efeito sinérgico dos éleos essenciais de X. frutescens com farmacos
antimicrobianos de referéncia frente aos microrganismos resistentes, foi realizada a técnica de
microdiluicdo modificado para o ensaio checkerboard de acordo com a metodologia descrita pelo
CLSI 2009/2012.

A suspensdo dos microrganismos foi padronizada a partir de uma cultura de 24 horas, em
THB para bactérias Gram-positivas ou RPMI para as leveduras, adicionando-se PBS pH 7,2
estéreis até atingir turvacdo igual a suspensdo do tubo 0,5 da escala de McFarland
(aproximadamente 1,0 x107 UFC/mL). Em seguida foi verificada a leitura espectrofotométrica

a 620 nm para confirmacao da concentragéo deste micro-organismo.
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Os pocgos das microplacas (96 pogos) foram preenchidos com 80uL de caldo RPMI ou
THB. Na ultima coluna (n° 12) adicionaram-se 100pL de farmacos de referéncia para realizagdo
da diluicdo seriada, transferindo-se sequencialmente 100uL do pogo anterior para o proximo até
a coluna 3. Da mesma maneira, na primeira linha (A) adicionou-se 100uL da solucdo de 6leos
essenciais de X. frutescens a 4,4uL/mL diluidos em agua e 5% de tween® para posterior
realizacdo da diluicdo seriada até a linha G. Portanto, a coluna 1 contém apenas o 6leo essencial
e a linha A apenas o farmaco de referéncia. No poco H6 a4 H12 foi feito o controle de crescimento
bacteriano. Adicionalmente, foram distribuidos 20pL da suspensdo microbiana em cada pogo.

As microplacas foram incubadas por 24 horas a 37°C e ap0s esse periodo a mensuracdo do
crescimento microbiano foi realizada a por meio da leitura da densidade ética. Os experimentos

foram realizados em triplicata.
Para a avaliacdo da interacdo entre os diferentes tratamentos foi calculado o indice de
concentracdo inibitoria fracionada (ICIF) de acordo com a seguinte formula:

CIM do Oleo combinado CIM do farmaco combinado
+
CIM do Oleo CIM do Oleo

ICIF =

A partir do ICIF obtido foi avaliada a interacao seguindo a classificagcdo descrita por Kumar
et al. (2012), na Tabela 3.

Tabela 2. Valores de ICIF correspondentes as diferentes interag@es.

Interacdo ICIF
Sinergismo CIF <05
Aditivo 0,5<CIF<1
Indiferente 1<CIF<2
Antagonismo CIF>2

ICIF: indice de concentracdo inibitdria fracionada; CIF: concentracdo inibitoria fracionada.

4.4  Determinacédo da capacidade do 6leo essencial de inibir a formacéo de

biofilme e remover o biofilme pré-formado

Para avaliar a capacidade de inibi¢do da formacéo de biofilme e de remocédo do biofilme

pré-formado pelo 6leo essencial, foi realizado o protocolo descrito por Jadhav et al., (2013).
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44.1 Ensaio de inibicdo da formag&o do biofilme

Em uma microplaca de poliestireno de fundo chato (TPP; Trasadingen, Suica), contendo
96 pocos (12x8), foi adicionado em cada poco 180 ul de caldo Todd Hewitt (THB) para as
bactérias gram positivas caldo YNB para as leveduras, 20 uL da suspensdo microbiana de
turbidez de 0,5 de McFarland ou 1,5 x 108 UFC / mL e as concentracdes dos dleos essenciais
utilizadas no experimento forama concentracdo minima inibitéria, e o dobro da concentracao
minima inibitoria. A placa foi incubada em estufa bacteriolégica durante 24 horas 37 °C. Passado
o0 periodo de incubacdo, o contetdo liquido da placa foi descartado e trés lavagens com 200 pL
solugdo salina estéril foram realizadas de modo a remover as células microbianas ndo aderidas a
superficie polimérica (células plancténicas). As células bacterianas aderidas foram fixadas com
200 pL de metanol, durante 20 minutos. Entdo, o metanol foi removido por pipetagem a
microplaca foi invertida e submetida a secagem por 30 minutos em temperatura ambiente. Em
seguida, adicionou-se 200 pL de cristal violeta 0,5% por 15 minutos, para corar as celulas
microbianas aderidas a microplaca. Apos isso, removeu-se 0 cristal violeta e procedeu-se
lavagem das microplacas em agua corrente e, depois de secagem a temperatura ambiente, 0
biofilme corado foi eluido com 200 pL de etanol 95%, durante 30 minutos. A absorbancia foi
medida em um comprimento de onda de 590 nm, em aparelho leitor de microplaca (Behring EL
311- HOECHST, Akasaka, Japan). Como controle positivo foi realizado somente o crescimento
microbiano com o meio de cultura realizado com a cepa C. albicans ATCC 90028 e como
controle de esterilidade somente o0 meio de cultura (branco), sem inéculo. Os testes foram
realizados em triplicata. O valor da densidade Optica (DO) utilizado foi o valor médio obtido nas
trés leituras para cada isolado, subtraido do valor medido para o controle branco (controle de
esterilidade); desta forma foi possivel excluir os valores mais discrepantes e controlar a
variabilidade. Considerou-se produtor de biofilme as amostras, cuja média de leitura da DO para
cada isolado, foi maior ao valor do ponto de corte (DOc), definido pela seguinte férmula: [B +
3(s)], onde B é a média da leitura do branco e s é o desvio padrdo das leituras do branco.

Os isolados foram classificados como fortes produtores de biofilme quando 4DOc¢ < DO
moderado quando 2DOc¢ < DO < 4DOc, fraco quando DOc < DO < 2DOc e ndo produtor de
biofilme quando o valor obtido foi igual ou menor ao valor de DOc.

A porcentagem de inibicdo de formacdo do biofilme para cada concentracdo seguiu a

seguinte férmula, de acordo com Jadhav et al. (2013) onde seguiu-se:



47

(DO da amostra tratada)
(DO do controle positivo nao tratado) x 100

% de inibi¢ao do biofilme =

4.4.2  Ensaio da avaliacdo da inibicdo do biofilme pré-formado

Em uma placa de 96 pocos 180 pl de caldo THB ou YNB, 20ul do indculo microbiano
foram misturados e incubados por 6 horas a 37 °C. Apoés esse periodo as concentracdes dos dleos
essenciais de X. frutescens foram adicionadas ao biofilme pré-formado e a placa incubada
novamente por 18 horas a 37 °C. As etapas de lavagem, leitura do biofilme e classificagdo foram
as mesmas descritas no item 4.4.1.

Como controle positivo foi realizado somente o crescimento microbiano com o0 meio de
cultura, um controle para validar o teste realizado com a cepa C. albicans ATCC 90028 e como
controle de esterilidade somente o meio de cultura, sem indculo. Os testes foram realizados em

triplicata.

4.5 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, fémeas, entre 8 e 12 semanas de idade. Os animais
foram mantidos em ambiente com temperatura controlada (22 £ 2 °C) e ciclo claro/escuro de 12
horas, com livre acesso a comida e dgua. Todos os procedimentos experimentais que foram
realizados estdo de acordo com as leis brasileiras para experimentacdo com animais e foram
submetidos & Comissdo de Etica no Uso Animal da Universidade Federal de Pernambuco

(protocolo de submissao n°).

4.6 Cultura de células

4.6.1 Macrofagos peritoniais

Os camundongos receberam injecdo peritoneas de 10ml de tioglicolato 3,8% p/v e apds
3 dias os animais foram eutanasiados camara de CO2 e os macrofagos foram obtidos por lavado
peritoneal com solugdo de PBS (10ml/animal), a suspencgéo celular obtida foi centrifugada a
500G por 10 minutos a 4°C. O sedimento foi ressuspenso em solu¢do de PBS, semeados em
placas de 24 pocos 150pl por pogo, incubadas em estufa de atmosfera de CO2 a 5% e a 37 °C por

1 hora para adesdo a placa. Apds a adesao as células foram lavadas duas vezes e cultivadas em
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meio de cultura Dulbecco Medium Eagle Modified (DMEM) (Sigma), com 10 mM de tampao
Hepes DMEM, na presenca de Soro Fetal Bovino a 10% e 1% de antibidtico
(penicilina/estreptomicina) (Sigma) trocado a cada trés dias. A concentracdo de células é ajustada
para 10° células/mL de meio, plaqueadas em garrafa de cultura e mantidas para conducgio de

procedimentos experimentais.

4.6.2 Ensaio de MTT para avaliacdo de citotoxicidade em células RAW 264.7

A citotoxicidade foi avaliada através do método que se baseia na medida da atividade da
enzima desidrogenase mitocondrial, a qual quando ativa, é capaz de metabolizar o reagente MTT
em um composto colorido denominado formazan. As células de RAW 264.7 foram plaqueadas a
uma densidade de 3x10° células / pogo em uma placa de 96 pocos em meio de cultura de DMEM
suplementado com 10% de FBS e incubadas a 37 ° C, numa atmosfera de CO2 a 5% umidificada.
Apos a incubacéo, de 24h para aderéncia das celulas, 0 DMEM foi substituido por DMEM 10%
de FBS 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,125 pg/ml do éleo essencial diluido em DMSO exceto no
controle, onde o meio de cultura foi substituido por fresco DMEM. As células foram incubadas
durante 24 h e 48 h e 72h a 37 ° C, numa atmosfera umidificada a 5% de CO2. Em seguida, 0
meio de cultura foi substituido por 100 uL. de DMEM fresco juntamente com 10 uL de solugéo
de brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltétrazolio (MTT) (5 mg / mL em PBS) e
incubado no escuro, durante 3 h, a 37 ° C, numa atmosfera de CO2 a 5% umidificada. Foi
necessario um controle negativo sem células com 100 uL. de DMEM e 10 uL de solugdo MTT.
Posteriormente, removeu-se 85 uL de meio de cultura e adicionou-se 50 uL de DMSO a cada
poco e incubou-se durante mais 10 min, a 37 °C, numa atmosfera umidificada a 5% de CO2.
Apdbs a homogeneizacdo dos cristais de formazan, a absorvancia a 540 nm foi determinada por
um leitor de placas ELISA. A porcentagem de proliferacdo / viabilidade celular foi calculada e

comparada ao controle (100% da viabilidade).

4.6.3 Dosagem de oxido nitrico por estimulacio de macrofagos com

lipopolissacarideo (LPS)

As células da cavidade peritoneal de camundongos (10°/pogo) em placas de 24 pogos serdo
estimuladas com LPS (5ug/ml) por um periodo de 1 h de exposi¢do. Posteriormente, serdo
incubados com os Oleos essenciais (nas concentragdes vidveis a partir do ensaio de
citotoxicidade) durante 24 h. Dexametasona (DEX, 10* mol/L), L-NAME (25 uM) e LPS (5
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ug/mL) que apds o periodo de incubagdo as placas receberdo o reagente de griess e apds 10
minutos submetidas a leitura de absorbancia por um leitor de placas ELISA a 540 nm sendo 0s
dados obtidos comparados com a curva padréo do reagente de griees com nitrato.

4.7 Anélise estatistica

Para as analises dos resultados do efeito citotoxico sobre células RAW 267.4 e dos
resultados da influéncia dos 6leos essenciais de X. frutescens na producdo de células peritoneais
de camundongos celular foi utilizado o programa GraphPad Prism7 sendo os resultados
expressos em média + SEM e analisados por ANOVA com pds-teste Dunnet’s com significancia
de p<0.01.
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5 RESULTADOS
5.1 Rendimento e caracterizacdo dos 6leos essenciais de X. frutescens

Na extracdo dos 6Oleos essenciais dos diferentes érgdos por hidrodestilagdo , os maiores
rendimentos obtidos foram para os frutos verdes, maduros e secos como demonstrado na tabela

4 em que entre 0s Gleos obtidos dos frutos ndo obtiveram diferencas de rendimento significantes

entre os estados de maturacao.

Tabela 3. Rendimento percentual da extragdo dos 6leos essenciais de X. frutescens

Individuos Casca Folha Flor fruto fruto verde fruto seco
maduro
1 0,69% 0,68% 0,25% 2,04% 1,82% 1,58%
2 1,28% 0,83% 0,20% 2,14% 2,17% 2%
3 0,55% 0,44% 0,21% 1,63% 2,93% 2,35%
Meédia 0,84% 0,65% 0,22% 1,937%  2,307% 1,977%
bP +0,3874 +0,1967 +0,02646  +0,2702  +0,5675 +0,3855

Os rendimentos foram calculados levando em consideracdo massa seca das amostras.

Os resultados da caracterizacdo dos 6leos essenciais de X. frutescens. estdo representados na
Tabela 5. As analise dos 0leos essenciais de X. frutescens identificaram 52 compostos, onde 0s
Oleos obtidos das cascas apresentaram principalmente monoterpenos (83.46+0.90%) compostos
majoritariamente por p-pineno (46.96+1.01%), o-pineno (23.19£1.1%) e p-longifoleno
(6.44+0.13%). As flores apresentaram principalmente monoterpenos (61.74+0.34%) compostas
majoritariamente por pB-pineno (26.58+1.09%), B-cariofileno (16.74+1.43%) e o-pineno
(12.88+0.67%). Os 06leos das folhas apresentaram em sua composi¢cdo maior proporcdo de
sesquiterpenos (72.38+0.66%) onde foram identificados p-cariofileno (19.28+0.82%),
aromadendreno (17.30+0.58%) e p-cimeno (17.96+0.71%) como compostos majoritarios. Os
6leos essenciais dos frutos maduros, secos e verdes de X. frutescens apresentaram principalmente
monoterpenos (85.59+0.72%, 84.45+0.54% e 79.76+1.02%) sendo identificados como
compostos majoritarios : mirceno (29.17+0.99%, 30.09+0.78% e 27.20+1.22%), B-pineno
(14.95+0.78%, 13.29+0.48% e 13.63+0.79%), e B-cariofileno (8.75+0.23%, 9.13+0.53% e
10.01+0.37%) respectivamente.
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Tabela 4. Resultados da técnica da cromatografia gasosa associada a um detector de massas para identificagdo dos constituintes presentes nos 6leos essenciais X. frutescens

Compostos R °IR Cascas Flores Folhas Frutos Maduros  Frutos Secos 'j;tjo:s Métodos de identificacdo
0,48 0,27 2,37 2,07 1,92
a-thujeno 920 924 + + - + + + RI, MS
0,05 0,01 0,12 0,03 0,20
23,19 12,88 0,87 7,79 7,64 6,91
a-pineno 928 932 + + + + + + RI, MS,CI
1,10 0,6/ 0,07 0,08 0,04 0,36
1,00 0,35 0,32 0,14 0,19 0,19
a-fencheno 944 945 + + + + + + RI, MS
0,08 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00
1,62 0,05 6,86 5,30 5,87
Sabineno 969 969 - t + + + + RI, MS
0,04 0,00 0,27 0,19 0,35
46,96 26,58 0,19 14,95 13,29 13,63
p-pineno 970 974 t t t t t t RI, MS,ClI
1,01 1,09 0,00 0,78 0,48 0,79
4,16 4,72 0,30 29,17 30,09 27,20
Mirceno 981 988 t t t t t t RI, MS,ClI
0,17 0,10 0,00 0,99 0,78 1,22
3,12 2,49 2,34
Oxido de linalol 985 901 - - - + + + RI, MS
0,08 0,09 0,19
0,64 0,14 0,12 0,24 0,21 0,19
0-2-careno 1000 1001 * * * * * * RI, MS
0,04 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00
2,14 1,42 0,10 1,23 1,97 2,02
a-felandreno 1001 1002 * * * * * * RI, MS
0,14 0,11 0,00 0,09 0,03 0,14
2,03 3,21
iso-silvestreno 1003 1007 * * - - - - RI, MS
0,08 0,06
0,12 2,92 0,30 8,59 11,61 7,96
o0-3-careno 1006 1008 * * * * * * RI, MS
0,0 0,U8 0,0 0,39 0,45 u,4/
a-terpineno 1014 - - - 3,29 2,37 2,88 RI, MS,CI
1014 t t t
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Compostos 4R °IR Cascas Flores Folhas Frutos Maduros  Frutos Secos 'i/r;?:s Meétodos de identificacdo
0,17 0,01 0,08
0,81 4,53 17,96 3,33 3,44 3,14
p-cimeno 1017 1020 * * * * * * RI, MS
0,0/ 0,16 0,71 0,21 0,11 0,48
0,38 0,38 0,06 0,76 0,47 0,44
0-cimeno 1019 1022 * * * * * * RI, MS
0,03 0,04 0,00 0,02 0,00 0,00
0,20 0,05 0,16 0,17 0,18
Limoneno 1020 1024 - * * * * * RI, MS,CI
0,03 0,00 0,00 0,00 0,00
0,19 0,54 0,12 1,65 1,30 1,36
p-felandreno 1023 1025 * * * * * * RI, MS
0,02 0,02 0,01 0,11 0,01 0,05
0,39 0,12 0,07 0,16 0,30 0,34
Silvestreno 1024 1025 * +0,00 * * * * RI, MS
0,02 0,00 0,00 0,02 0,03
0,46 0,36 0,10 0,93 1,29 1,46
1,8-cineol 1026 1026 * * * * * * RI, MS,CI
0,04 0,00 0,01 0,04 0,05 0,16
0,35
Z-B3-ocimeno 1018 1032 - - * - - - RI, MS
0,00
2,76
E-f-ocimeno 1040 1044 - - * - - - RI, MS
0,11
0,62 0,84 0,54 0,76 0,89
y-terpineno 1049 1054 * * * * * RI, MS
0,04 0,00 0,00 0,01 0,04
0,22 0,67 0,07 0,31 0,39 0,45
m-cimeneno 1082 1082 * * * * * * RI, MS
0,00 0,0/ 0,00 0,00 0,01 0,02
0,18 0,28
Terpinoleno 1085 1086 - - - - * * RI, MS,CI
0,00 0,04
a-ilangeno 1373 0,50 0,51 0,51 0,31 0,43 0,56 RI, MS
+

1368
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Compostos 4R °IR Cascas Flores Folhas Frutos Maduros ~ Frutos Secos 'i/r;?:s Métodos de identificacéo
0,02 0,02 0,00 0,00 0,03 0,02
2,10 1,84 2,60 1,21 1,70 2,08
a-copaeno 1371 1374 * * * * * * MS,CI
0,06 0,16 0,01 0,09 0,12 0,11
2,20 1,33 0,31 0,53 0,70
p-cubebeno 1385 1387 - + + + + + RI, MS
0,05 0,08 0,00 0,03 0,00
0,68
iso-longifoleno 1387 1389 - - + - - - RI, MS
0,02
0,47
p-elemeno 1389 1389 - - + - - - RI, MS
0,01
0,52
Sibereno 1395 1400 - - + - - - RI, MS
0,0/
6,44 1,97 14,23 0,50 0,70 0,93
p-longifoleno 1401 1407 * * * + * * RI, MS
0,13 0,04 1,03 0,02 0,00 0,00
0,30 0,29 0,21 0,10 0,17
a-gurjuneno 1405 1409 * * * £ * RI, MS
0,03 0,00 0,02 0,00 0,00
0,68 0,51 1,82 0,11 0,13 0,18
p-ionol 1411 1412 + + + + + + RI, MS
0,06 0,00 0,09 0,00 0,01 0,00
1,84 0,19
p-funebreno 1413 1413 * * - - - - RI, MS
0,14 0,00
2,39 16,74 19,28 8,75 9,13 10,01
p-cariofileno 1415 1417 * * * * * * RI, MS,CI
0,11 1,43 0,82 0,23 0,93 0,3/
0,61
p-cedreno 1418 1419 - - - - * - RI, MS
0,02
y-elemeno 1434 0,36 - 0,49 - 0,81 RI, MS

1430
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Compostos 3R °IR Cascas Flores Folhas Frutos Maduros  Frutos Secos 'i/r;?:s Métodos de identificacdo
0,04 0,03 0,03
0,20 1,96 17,30 0,23 0,28
Aromadendreno 1435 1439 + + + + - + RI, MS,ClI
0,01 0,09 0,58 0,02 0,00
0,53
6,9- guaiadieno 1442 - - + - - - RI, MS
1440 0,03
. 1,74 0,21 0,17 0,09
gi';':)/'””m'a's’5' 1446 1448 - + + - + + RI, MS
0,08 0,00 0,02 0,00
0,67 1,13
a-humuleno 1452 - + + - - - RI, MS,CI
1448 0,06 0,03
1,05 0,44 0,48 0,15 0,21
alo aromadendreno 1451 1458 - + + + + + RI, MS
0,03 0,04 0,03 0,00 0,01
. 0,34 0,97 0,49
al:t)rgrr]r:gcrjce;dreno 1456 1460 * * * ) ) ) RI, MS
0,00 0,45 0,00
0,32
a-acoradieno 1466 - - + - - - RI, MS
1462 0,01
. 0,69 5,31 0,12 0,20
9_ep|_(E)_ H b 1 1
ot 1466 - + + - + + RI, MS
cariofileno 1465 0,11 0,18 0,00 0,00
1,02
p-acoradieno 1466 1469 - - * - - - RI, MS
0,03
0,39
Cumacreno 1470 - - * - - - RI, MS
1468 0,01
. 0,77 0,20
10-epi-p- ' '
! 1474 - + + - - - RI, MS
acoradieno 1472 0.11 0,01
y-Gurjuneno 1475 - 0,28 0,11 - - - RI, MS

1475

+
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Compostos R °IR Cascas Flores Folhas Frutos Maduros  Frutos Secos I?,réurtj%ss Meétodos de identificagdo
0,04 0,00
0,99 0,66 0,28
D-Germacreno 1483 1484 - * s - - s RI, MS
0,04 0,11 0,00
0,26 1,30
Viridifloreno 1491 1496 - * * - - - RI, MS
0,02 0,10
1,29 0,16 0,35 0,18 0,27
Biciclogermacreno 1496 1500 - + + + + + RI, MS,CI
0,14 0,00 0,00 0,01 0,00
0,37 0,71 0,10
Germacrene A 1502 1508 - * * - * - RI, MS
0,01 0,01 0,00
0,09
a-cadinol 1647 1652 - - + - - - RI, MS
,UU
98,39 97,02 96,16 98,43 98,40 97,55
Total + * + + + +
0,97 0,59 0,98 0,97 0,72 1,06
83,46 61,74 23,78 85,59 84,45 79,76
Monoterpenos + +. + + + +
0,90 0,34 0,57 0,72 0,54 1,02
14,93 35,28 72,38 12,84 13,95 17,76
Sesquiterpenes + + + + + +
0,12 1,11 0,66 0,23 0,43 0,30

a:indices de retencdo calculados a partir dos tempos de retencio em relacio aos de uma série de n-alcanos em uma coluna capilar DB-5 de 30m. b:indices de retencéo linear da
literatura. IR = indice de retencéo, DP = desvio padrdo, MS = espectro de massa, IC = co-injecdo com padrdes auténticos.
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5.2 Analise olfatométrica

A andlise descritiva dos compostos aromaticos dos 6leos essenciais de X. frutescens foi
baseada na deteccdo e descricdo dos aspectos sensoriais da analise qualitativa e semi-

quantitativa pelo painel previamente definido.

Tabela 5.Analise de cromatografia gasosa acoplada a olfatometria dos 6leos essenciais das cascas de Xylopia
frutescens

Compostos IR Aroma FM%
- 918  Planta/citrica/limpeza 60
- 1147 P&o/camomila 42

Foram encontrados 2 aromas significativos no 0leo essencial das cascas de Xylopia
frutescens, destacando-se o aroma de planta/citrico/limpeza com FM de 60% como apresentado

na tabela 6

Tabela 6.Analise de cromatografia gasosa acoplada a olfatometria dos éleos essenciais das flores de Xylopia
frutescens

Compostos IR Aroma FM%
- 920  Gramado verde/floral 63
- 988  Folhagem/queimado 56
- 1021 Naftalina/menta/citrico 77

Foram detectados 3 aromas significativos no Oleo essencial das flores de Xylopia
frutescens. Apresentacdo como principal aroma de naftalina/menta/citrico com FM de 77%

como apresentado na tabela 7

Tabela 7.Analise de cromatografia gasosa acoplada a olfatometria dos 6leos essenciais das folhas de Xylopia
frutescens

Compostos IR Aroma FM%
- 924 Folhas verdes/doce 82
- 1013 Mato/queimado 52
- 1392 Margarida/talco de bebé 63

Foram detectados 3 aromas significativos no 6leo essencial das folhas de Xylopia
frutescens, apresentado como principal aroma o de folhas verdes/doce com FM de 82% como

apresentado na tabela 8
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Tabela 8.Analise de cromatografia gasosa acoplada a olfatometria dos 6leos essenciais dos frutos maduros de
Xylopia frutescens

Compostos IR Aroma FM%
- 808 Planta/mato 86
- 813 Quinina/erva/refrescante 63
- 982 Planta seca/eucalipto 56
- 990 Barata/gas 42
- 1063 Racé&o pra céo/ferrugem 52
- 1125 Chéa de camomila/refrescante 56
- 1161 Rosa vermelha/flor/perfume 60
- 1488 Doce/esséncia fresca 42

Foram detectados 8 aromas significativos no 6leo essencial dos frutos maduros de
Xylopia frutescens. Podem-se destacar os aromas Planta/Mato com FM de 86% e
Quinina/Erva/refrescante com FM de 63% como apresentado na tabela 9

Tabela 9.Analise de cromatografia gasosa acoplada a olfatometria dos 6leos essenciais dos frutos secos de Xylopia
frutescens

Compostos IR Aroma FM%
i 816  Matofcitrico 82
) 919  planta/folha/citrico 56
i 921  Ruim/capim 89
) 966 Grama/menta/mato 86
i 983  Cogumelof/tinta 60
) 1025  Planta 63
) 1142 Doce/borracha de mamadeira 52
) 1086  Flor molhada/sabonete 56
) 1122 Suave/refrescante/esséncia 82
) 1250  Citrico/amendoim 42

Foram detectados 9 aromas significativos no dleo essencial dos frutos secos de Xylopia
frutescens. Podem-se destacar os aromas mato/citrico e Suave/refrescante/esséncia ambos
com FM de 85%, Ruim/capim com FM de 89% e Suave/refrescante/esséncia com FM de

82% como apresentado na tabela 10
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Tabela 10. analise de cromatografia gasosa acoplada a olfatometria dos 6leos essenciais verdes de Xylopia
frutescens

compostos IR Aroma FM%
- 808 Cidreiro/eucalipto 82
- 980 Oleo de pétalas/citrico 56
- 918 Folhas verdes/queimado 67
- 1182 Menta/Doce/cheiro de limpeza 56
- 816 Medicamento/mato 56
- 1492 Samambaia/esséncia frutada 56
- 1122 Doce/Agradavel 60

Foram detectados 7 compostos volateis com aromas significativos no 6leo essencial
dos frutos verdes de xylopia frutescens. Podem-se destacar os aromas cidreiro/eucalipto com

FM de 82% e folhas verdes/queimado de limpeza com FM de 67%.

5.3 Resultados das atividades biologicas dos 6leos essenciais de X. frutescens

5.3.1 Atividade do 6leo essencial dos frutos secos de X. frutescens frente bactérias gram-

positivas e leveduras isoladas da cavidade orofaringea

Os resultados do ensaio de disco difusdo do 6leo essencial dos frutos de X. frutescens
estdo listados na Tabela 12 onde foram observados halos de inibicdo que variaram de 10 a >27
mm, sendo o maior detectado na cepa de C. albicans 6401 e o menor para S. pyogenes U720 e

maiores halos de inibi¢do do 6leo essencial dos frutos secos.

Tabela 11. Resultados do ensaio de difusdo de disco do 6leo essencial de frutos de X. frutescens.

Micro-organismos Diametro do halo em mm

(critério de sensibilidade)

Oleos testados

Frutos secos Frutos Maduros Frutos Verdes
S. pyogenes U480 2021x* 1241* 1621+
S. pyogenes U720 20+ *** 14+1* 19+1**
S. pyogenes H620 20+]*** 14+1* 19+1%*
S. pyogenes U 670 18+1** 12+1* 16+1**
S. pyogenes U650 20+]*** 12+1* 14+1%*

S. pyogenes U630 20+1%** 14%0,57* 19+1,52**
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Micro-organismos Diametro do halo em mm

(critério de sensibilidade)

Oleos testados

Frutos secos Frutos Maduros Frutos Verdes
S. pyogenes H640 2041 *** 14+1* 1941**
S. pyogenes H510 18+1%* 12+1* 14+1**
S. pyogenes U680 19+1%* 12+1* 17+1%*
S. pyogenes H494 18+0,57** 12+1* 16+1**
S. pyogenes H610 20+1,52%** 14+1* 16+1,5%*
S. pyogenes H420 27+ *** 15+1%* 15+1**
S. pyogenes U635 DG4 *** 10+1* 1941**
S. pyogenes U560 234 *** 14+1* 17+1%*
S. aureus 25923 234 *** 15+1%* 17+1%*
S. aureus 2213 20+ *** 13+1* 16+1**
C. albicans 6392 18+1** 15+1** 18+1**
C. albicans 6401 17+1** 15+1** 17+1**
C. albicans 6395 14+1* 12+1** 12+1**
C. albicans ATCC 22019 16£1** 14+1* 15+1**
C. albicans 4388 18+1** 14+1* 17+1**
C. albicans 4278 20+1** 12+1* 16+1**
C. albicans 90028 20+1*** 14+1* 19+1%*
C. cruzei 6258 20£1*** 14+1* 19+1**
C. parapsilosis 4261 18+1** 12+1* 16+1**
C. glabrata 9415 20 1%** 12+1* 1421%*
C. tropicalis 5034 2041 %% 140,57* 10+1,2%*

(-): ndo sensivel, (*): senvivel. (**): muito sensivel e (***): extremamente sensivel. CLSI (2015)

5.3.2 Determinacdo da Concentracao inibitéria minima do 6leo essencial

O resultado do ensaio para determinacdo da concentracdo inibitoria do déleo essencial
frente aos microrganismos listado na Tabela 13. As concentracdes variaram de 0,13 pl/ml a 2,2
pI/ml onde a menor concentragdo necessaria para inibir o crescimento microbiano foi para S.

pyogenes U560 e a maior concentracdo C. parapsillosis 4261.
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Tabela 12. Resultados da determinagéo da concentragdo inibitoria minima dos 6leos essenciais de X. frutescens

Micro-organismos

Concentracdo minima inibitéria ( pl/ml)

O O O O O O O O O O O »v u u u u u u unu u u unuo nuo unuo nu u m

. pyogenes U480
. pyogenes U720
. pyogenes H620
. pyogenes U 670
. pyogenes U650

. pyogenes U630
. pyogenes H640

. pyogenes H510
. pyogenes U680
. pyogenes H494
. pyogenes H610
. pyogenes H420
. pyogenes U635
. pyogenes U560
. aureus 25923

. aureus 2213

. albicans 6392
. albicans 6401
. albicans 6395

. albicans ATCC 22019

. albicans 4388

. albicans 4278

. albicans 90028

. Cruzei 6258

. parapsilosis 4261

. glabrata 9415

. tropicalis 5034

Oleos testados

Frutos secos

Frutos Maduros

Frutos Verdes

0,275
0,275
0,275
0,275
0,275
0,275
0,275
0,275
0,275
0,275
0,275
0,13
0,13
0,13
0,55
0,55
0,55
2,2
0,275
0,13
0,13

2,2
0,55

0,55
0,275

0,275

0,275

0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,275
0,275
0,275
11
11
11
2,2
0,55
0,275
0,275

2,2
0,55
0,55

1,1
0,55

0,55

0,55
0,55
0,55
0,275
0,275
0,275
0,55
0,55
0,55
0,275
0,275
0,275
0,13
0,13
0,55
0,55
0,55
2,2
0,275
0,275
0,275

2,2
0,55
0,55

11
0,55

0,55

5.3.3 Ensaio de Checkerboarder



61

Para o teste de sinergismo pelo modelo de checkerboard foram selecionados
microrganismos resistentes a agente antimicrobianos de referéncia onde duas leveduras
apresentaram resisténcia ao fluconazol: C. albicans 4388 e C parapsilosis 4261 e ndo foram
observadas bactérias resistentes.

Tabela 13.Efeito sinérgico do 6leo essencial dos frutos secos de Xylopia futescens.

Substancias Microrganismo CIM (ug/mL) CIF ICIF Resultado
Teste

Sozinho  Combinado

Oleo essencial dos frutos 78,57 39,285 0,5
secos de X.frutescens  C albicans 4388 .
" 64 05 0,007 0,507 Aditivo
FLUCONAZOL
78,571 4,910 0,062
C. parapsilosis 4261 0,187 Sinérgico
64 8 0,125
"""""""""""""""""""""""""""" 31428 314,28 1,0
! . C albicans 4388 15 Indiferente
Oleo essencial dos frutos 64 32 05
maduros de X.frutescens
+
157,142 39,28 0,249
FLUCONAZOL C parapsilosis 4261 0,749 Aditivo
64 32 0,5
"""""""""""""""""""""""""""" 157,14 78,57 05
C albicans 4388 0,725 Aditivo

Oleo essencial dos frutos

verdes de X.frutescens 64 16 0,25
+
FLUCONAZOL o 78571 982 0,124 o
C parapsilosis 4261 0,37 Sinérgico
64 16 0,25

CIM: Concentragdo Inibitoria Minima; CIF: Concentracdo Inibitria Fracionada; ICIF: indice de Concentrago
Inibitéria Fracionada;

5.4 Inibicdo da formacdo de biofilme pelo 6leo essencial dos frutos de X. frutescens

Para avaliacdo do efeito dos Gleos essenciais de X. frutescens sob o biofilme foram
inicialmente selecionados os microrganismos com maior capacidade produzir biofilme. A partir
destes resultados, foram realizados os ensaios de inibi¢do da formacéo do biofilme pelo 6leos
essenciais com o resultados expressos na forma de percentual de crescimento residual de
biofilme na Tabela 15. Todos 0s microrganismos selecionados para 0 ensaio apresentaram uma
reducdo significativa da formagéo do biofilme em relagéo ao controle ndo tratado para todas as

concentragdes testadas dos 0leos essenciais.
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Tabela 14. Efeito dos 6leos essenciais dos frutos de Xylopia frutescens na formacéo de biofilmes de isolados da
cavidade orofaringea.

&\ CcMmI CMmI CMmI 2CMI 2CMI 2CMI
Micro- Frutos Frutos Frutos  Farmaco Frutos Frutos Frutos
organismos Maduros  Verdes Secos padrdo Maduros Verdes Secos
S. pyogenes 28,13%  21,20% 12,00% 14,01% 16,72% 12,06% 12,06%
U480 10,51 +1,56 0,93 0,24 +0,69 +0,64 +0,64
S. pyogenes 2758%  26,53% 11,18% 12,94% 17,51% 17,54% 18,34%
U720 10,51 +0,75 +1,09 +0,54 +0,95 +0,40 +0,40
S. pyogenes 26,90%  28,01% 12,09% 13,40% 18,19% 13,48% 10,48%
H620 +0,55 +0,72 +1,14 +0,66 10,61 +0,78 +0,78
S. pyogenes 20,14% 21,45% 11,86% 15,47% 19,05% 13,14% 13,14%
U670 11,10 10,29 1,95 10,27 1,01 0,20 0,20
S. aureus 3743%  37,11% 12,41% 18,22% 20,25% 20,09% 20,19%
25923 10,45 14,86 13,16 10,76 10,58 0,05 0,14
S. aureus 35,00  32,90% 14,03% 20,09% 21,79% 24,11% 24,11%
2213 11,00 10,04 13,73 10,61 10,51 0,52 +0,52

28,1%  31,20% 24,12% 25,00% 14,01% 14,01% 12,06%
C. Krusei 6258 +0,51 +1,56 +0,52 15,62 0,24 10,24 +0,64

C. Parapsilosis 47,6%  46,53% 44,01%  44,42% 22,94% 22,94% 17,54%

4261 +0,51 +0,75 +0,97 +10,73 0,54 0,54 0,40
C.albicans 26,9% 38,01% 29,87% 35,07% 13,40% 13,40% 13,48%
4388 +0,55 +0,72 +0,28 +10,32 +0,66 +0,66 +0,78
C .albicans 10,1%  41,45% 27,94% 21,85% 5,47% 577% 5,14%
90028 +1,10 +0,29 +0,70 8,11 0,27 +0,27 +0,20
C. glabratta 17,45% 37,88% 20,16% 6,91% 8,22% 8,22% 20,09%

9415 +0,45 +1,01 +1,00 +1,13 +0,76 +0,76 +0,05




&\ CMmI CcMmI CcMmI 2CMI 2CMI 2CMI
Micro- Frutos Frutos Frutos  Farmaco Frutos Frutos Frutos
organismos Maduros  Verdes Secos padrdo Maduros Verdes Secos
C .albicans 35,0%  42,90% 42,0006  24,03% 20,09% 20,17% 21,11%
ATCC 22019 11,00 10,04 1,01 +1,91 10,61 0,61 0,52

%Crescimento residual de biofilme.

5.5 Efeito dos 6leos essenciais e Xylopia frutescens sobre o biofilme pré-formado
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Os resultados do ensaio de remocdo do biofilme pré-formado estdo apresentados na

Tabela 16. Neste experimento, os 6leos essenciais dos frutos demonstraram pouca atividade de

remocdo do biofilme pré-formado para as bactérias Gram-positivas, para as quais as

concentracdes dos 6leos de X. frutescens apresentaram um percentual residual de biofilme entre

57% a 42% quando comparados com o controle. Contudo, os 6leos essenciais testados frente

as leveduras apresentaram percentuais residuais abaixo de 50% onde o 6leo dos frutos secos

apresentaram maior capacidade de remo¢do em ambas as concentragdes testadas .

Tabela 15. Efeito do 6leo essencial dos frutos de Xylopia frutescens na remocéo de biofilmes produzidos por

isolados da cavidade orofaringea.

CMI CMI CMI CMmI 2CMI 2CMI 2CMI
Micro- Frutos Frutos Frutos Farmaco Frutos Frutos Frutos
organismos Maduros  Verdes Secos Padrdo Maduros  Verdes Secos
52,43% 53,24% 54,12% 32,00% 55,32% 52,16% 44,01%
S. pyogenes
U480 10,64 0,69 0,24 15,62 +1,56 +0,51 +0,52
S 57,88% 56,53% 54,07% 30,42% 52,00% 57,54% 42,04%
. pyogenes
U720 10,40 10,95 0,54 +1,73 0,75 +0,51 +0,97
S 56,90% 58,01% 58,01% 30,07% 57,51% 53,08% 43,40%
. pyogenes
H620 10,78 0,61 0,66 +1,32 0,72 +0,55 0,28
51,94% 51,95% 57,94% 31,86% 50,23% 52,92% 45,68%
S. pyogenes
U670 10,20 +1,01 0,27 0,81 0,29 +1,10 +0,70




64

&\ CMmI CcMmI CMI 2CMI 2CMI 2CMI
Micro- Frutos Frutos Frutos Farmaco Frutos Frutos Frutos
organismos Maduros  Verdes Secos Padréo Maduros  Verdes Secos
57,83%  69,10% 60,16% 32,91% 58,05% 50,00% 47,22%
S. aureus
25923 10,14 10,58 10,76 +1,13 1,01 0,45 +1,00
56,17%  62,97% 62,88% 35,53% 51,42% 54,91% 39,99%
S. aureus
2213 +0,52 10,51 10,61 +1,91 10,04 +1,00 +1,01

28,43%  33,10% 24,12% 25,25% 16,55% 12,06% 14,22%
C. krusei 6258  +0,64 +0,69 10,24 +0,93 +1,56 0,51 +0,52
C.
parapsilosis  37,88%  42,53% 39,07% 54,18% 33,88% 27,54% 23,94%

4261 +0,40 +0,95 10,54 +1,09 +0,75 0,51 0,97

C. albicans 26,80%  37,01% 29,17% 65,07% 18,51% 14,58% 13,40%

4388 +0,78 10,61 +0,66 1,14 +0,72 0,55 +0,98

C .albicans 23,94%  30,45% 27,84% 21,06% 19,23% 13,92% 10,47%

90028 +0,20 +1,01 +0,27 +1,95 +0,29 +1,10 %0,70

C.glabratta  17,43%  25,10% 20,18% 6,91% 19,05% 10,09% 8,72%

9415 +0,05 +0,58 +0,76 +3,16 +4,86 0,45 +1,00

C. albicans 32,18%  36,87% 34,88% 25,53% 28,43% 24,94% 21,09%

ATCC 22019 +0,52 +0,51 +0,61 +3,73 0,04 +1,00 +1,01

% residual de biofilme

5.6 Avaliacdo da atividade citotoxica em células RAW 264.7

Na avaliacdo da citotoxicidade dos éleos essenciais em células RAW 264.7 foi observado
que a concentracdo acima de 6ug/ml do 6leo essencial dos frutos secos de X. frutscens

apresentaram percentuais significantes de reducdo da viabilidade celular.
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Figura 5. Efeito do 6leo essencial dos frutos secos de X. frutescens na viabilidade dos macréfagos RAW 264.7 de
linhagem de macréfagos. Os resultados foram expressos em média + SEM e analisados por ANOVA com p6s-
teste Dunnet’s com significancia de *p<0.01 ****p<0,0001

5.7 Dosagem de oxido nitrico em macrofagos estimuladas por LPS

Na avaliacdo de producdo de oxido nitricos em macrofagos estimulados por LPS foi
observado que a concentracdo de 6g/ml do 6leo essencial dos frutos secos de X. frutescens foi

capas de reduzir significativamente a producéo de 6xido nitrico quando comparado ao controle

negativo.
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Figura 6. Efeito do 6leo essencial dos frutos de secos de X.frutescens sobre a producdo 6xido nitrico em células
macréfagos estimuladas por LPS. Os resultados foram expressos em média + SEM e analisados por ANOVA com
pos-teste Dunnet’s com significancia de *p<0.01 ****
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6 DISCUSSAO

6.1 Caracterizacdo dos 6leos essenciais de X.frutescens

Na anélise de cromatografia gasosa foram identificados um total de 34 compostos comuns
aos Oleos extraidos das cascas, folhas, flores e frutos verdes, maduros e secos.

Nos Oleos das cascas foram identificados 43 componentes sendo 0s principais
componentes a-pineno (23.19%), B-pineno (46.96%) e B-longifoleno (6.44%) estes resultados
diferem dos resultados obtidos por Fouriner et al., (1994) em que foram identificados a-
cubebeno (25,2%) e &-cadinol (27,4%) como compostos majoritarios de Oleos extraidos por
hidrodestilacao por 3 horas.

Dos oleos das folhas foram identificados 54 componentes sendo 0s principais
componentes p-cymeno (17.96%), B-longifoleno (14.23%) e B-caryophylleno (19.28%) estes
resultados diferem dos resultados obtidos por Ferraz et al., (2013) em que foram identificados
( E ) - cariofileno (31,48%), biciclogermacreno (15,13%), germacreno D (9,66%) como
compostos majoritarios sob o processo de hidrodestilagdo por periodo de 4 horas. Entretanto
os resultados sdo semelhantes aos obtidos por analises de 6leos extraidos de outros espécies
do genero Xylopia como os estudos de Kariot et al.,(2004) que identificaram a-pineno (7.3%)
e B-pineno (5.8.%) como parte dos compostos majoritarios.

Para os 6leos das flores foram identificados 53 componentes sendo 0s principais
componentes B-pineno (17.96%), a-pineno (14.23%) e B-cariofileno (19.28%).

Na analise da composicdo dos 6leos essenciais dos frutos de X frutescens no estagios de
maturacao seco, maduro e verde foram identificados 52 compostos comuns sendo 0 mirceno
(30.09%), pB-pineno (14.95%), o-pineno (7,79%) com variacbes menores de 1% na
concentracdo destes compostos, a respeito da constituicdo quimica dos Oleos essenciais de
Xylopia frutescens na literatura ndo foram encontrados relatos da composicdo quimica dos
frutos de X. frutescens , contudo 6leos essenciais extraidos dos frutos de outras espécies do
género Xylopia apresentam composi¢do semelhante, apresentando o B-pineno como um dos
compostos majoritarios como 0s resultados obtidos por Kariot et al.,(2004) que analisando a
composicao dos frutos frescos e seco de Xylopia aethiopica identificou -pineno em (25.1%)
e (21.1%) de suas composicOes respectivamente, bem como Andrade et al., (2004) que ao

analisar os frutos de Xylopia aromatica identificou como compostos majoritarios p-pineno
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(14,95%), a-pineno (7,79%).

A composicao e a producdo dos 6leos essenciais esta sujeita a interferéncia de diversas
variaveis como o tempo de colheita, sazonalidade e o estagio de desenvolvimento sendo estes
fatores responsaveis por dificultarem a criagdo de modelos de producdo de compostos sob a
variabilidade de condi¢gdes ambientais. Bem como, ja foi observada que fatores no processo de
extragdo como: temperatura de extracdo, tempo, agitacdo e propriedades fisico-quimicas do
solvente de extracdo exercem influéncia na composicao dos éleos essenciais (PAOLINI et al.,
2010; WANG et al., 2012).

6.2 Analise olfatometrica

Com o uso da técnica de cromatografia gasosa acoplada olfatomeétria foi possivel
identificar uma variedade de aromas em todas as amostras exceto para o 0leo das cascas que
apresentou uma menor gama de aromas significativos com apenas dois aromas. As tabelas 6 &
11 apresentam os aromas identificados que obtiveram FM maior ou igual a 40. Os resultados
mostram que 0S compostos majoritarios em composicdo quimica ndo necessariamente
apresentam as maiores FM. Os resultados das analises cromatograficas nos 0leos essenciais
estudados apresentaram compostos com aromas distintos, e diversos entre si. Embora quando
comparada os aromas dos 6leos essenciais dos diversos 0rgdos estudados seja possivel tracar
um paralelo entre a diferenca de composicdo bem como 0s componentes majoritarios dos
orgaos distintos podendo atribuir a isso a diferenca nos aromas obtidos tendo sido observado a
prevaléncia de notas aromaticas nas regifes do cromatagrama correspondente a monoterpenos,
no entanto nos dleos essenciais dos frutos extraidos quando maduro, verde seco a técnica de
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometria de massa ndo apresentou diferencas
acentuadas em sua composicdo principalmente entre 0s compostos majoritarios o que pode
indicar que a grande maioria dos aromas encontrados sdo oriundos de constituintes minoritarios,
com alteracBes de suas concentracbes ao longo do processo de amadurecimento como
apresentados nos 6leos essenciais dos frutos secos que apresentaram maior variedade de notas
aromaticas nas areas correspondentes a monoterpenos oxigenados bem como observado a
auséncia de aromas desagradaveis, os resultados obtidos indicam similaridade com o uso
tradicional que prioriza o uso dos frutos secos em detrimento dos demais (BRAGA 2000). as
como observado por Lihua (2004) ao avaliar a composicdo e os perfis aromaticos de frutos
verdes , maduros e secos de Xanthoxylum piperitum DC, onde foi possivel observar que

alteracdes nas proporcoes de terpenoides oxigenados e hidrocarbonetos monoterpenicos
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minoritarios ao longo do processo de amadurecimento correspondem ao surgimento de nova
notas olfativas de teor mais suaves nos frutos secos, logo os aromas mais perceptiveis nao
correspondem necessariamente aos compostos majoritarios presentes nos 0leos essenciais
analisados (XAVIER et al., 2013; ASIKIN et al., 2015; BAIETTO; BEM BRAHIM et al., 2018

).

6.3 Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais dos frutos de X. frutescens

Para os testes foram selecionados os 6leos das partes que obtiveram maior rendimento,
os resultados observados pela técnica de difusdo de disco do 6leo essencial dos frutos maduros,
secos e verdes de X frutescens de todos microrganismos testados mostraram-se sensiveis, com
destaque para o dleo dos frutos secos com halos superiores a 14 mm, resultados semelhantes
foram observados em outras espécies do género Xylopia, como X. aethiopica que segundo
Fleischer et., (2008) os 0leos essenciais dos frutos apresentaram halos de inibicdo de 17 a 18
mm. Na determinacdo da concentragdo inibitdria minima, para as bactérias gram positivas, as
concentracdes foram 0,13 e para as leveduras 0,13 apresentando uma menor concentracao para
as cepas Gram positivas de S. pyogenes U560 para a leveduras a menor concentragdo foi
observada frente Candida albicans ATCC 90028. Observando-se concentracdes
significativamente menores para 0s 0leos essenciais dos frutos secos. Nado foram encontrados
relatos na literatura de ensaios de determinacdo da concentragéo inibitéria minima envolvendo
0 6leo essencial dos frutos de Xylopia frutescens. Entretanto, pesquisas com 6leos essenciais
frente microrganismos com a capacidade de causar patologias orais vem sendo relatadas na
literatura como a de Costa et al.,, (2013) ao investigar atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais das folhas de Xylopia laevigata frente cepas de bactérias Gram-posistivas de
Staphylococcus aureus ATCC(14458) , Staphylococcus epidermidis ATCC (1228) e leveduras
Candida tropicalis ATCC(157) observou atividades antimicrobiana com concentracfes
minimas inibitérias de + 0,14 ul/ml para todas os microorganismos. Sfeir et al., (2013) ao
avaliar a atividade de 18 6leos essenciais de diferentes espécies de frente cepas de S. pyogenes
observou que 14 dos 0leos essenciais apresentaram concentracfes minimas inibitdrias entre
1,9 e 9,9 (v/v) valores superiores aos obtidos neste estudo onde a concentracdo méaxima
avaliada foi de 0,44%(v/v).

A composicdo dos 6leos essenciais testados assemelha-se com o de outros 6leos com
atividades antimicrobianas como os 0leos essenciais de Rosemary que apresenta B-pineno em

sua composicgdo que demonstrou se eficaz frente S.aureus e Candida (JIANG et al ., 2011),
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bem como os 6leos esséncias de Hypericum rumeliacum que assim como os 6leos extraidos
dos frutos de X. frutescens apresentam como Seu compostos majoritarios 0s B-pineno e o-
pineno, que no estudo demonstrou atividades antimicrobianas frente bactérias Gram positivas
e leveduras do género Candida , tendo ainda observado que as concentracdes minimas
inibitérias dos 6leo de H. rumeliacum essenciais séo menores que a dos compostos majoritarios
isolados, indicando que que 0s compostos majoritarios em associacdo sdo responsaveis pela
atividade antimicrobiana (COULADIS et al., 2013)

Contudo os mecanismos antimicrobianos e seus componentes dos dleos essenciais sdo
diversos dada variedade de compostos presentes em sua composicdo, sendo que no geral os
6leos essenciais exercem seu efeito antimicrobiano alterando a composicdo da parede celular
desnaturando proteinas ou alterando a permeabilidade da membrana interrompendo processo
metabolicos, como alteracbes no transporte de elétrons translocacbes de proteinas,
fosforilacdo e outras reacdes que interferem no equilibrio quimiosmoético (SWAMY et
al.,2016).

6.4 Efeito dos 0Oleos essenciais de Xylopia frutescens na inibicdo da formacéo de

biofilme e remocéo do biofilme pré-formado

A prevencdo da formacéo de biofilmes obtido de compostos de plantas tem sido relatada
por diversos autores contra Streptococcus pyogenes, S. aureus, Candida albicans, entre outros
patogenos (FARISSA et al., 2018;VAILLANCOURT et al.,2018; SHIRDEL et al., 2017; c et
al.,2018). Os Oleos essenciais sdo compostos majoritariamente por monoterpenos, estes
compostos ja tiveram demonstrada a capacidade de inibir a formac&o e remover o biofilme pré-
formado por microrganismos resistentes agentes antimicrobianos (KIFER et al., 2016). Na
avaliacdo do efeito dos dleos essenciais dos frutos maduros, secos e verdes foi observado que
as concentracdo minimas inibitérias foram capazes de inibir a formacdo de bactérias Gram
positivas testadas com variacdo de formacdo residual entre 14% a 37% , e para as leveduras
testadas foi observada que as concentracbes minimas inibitoria foram capazes reduzir a

formacdo de biofilme com variacdo de percentual de formacao residual de 10% a 47% .

Bem como foi observado que os 6leos essenciais extraidos dos frutos maduros, secos e
verdes de X. frutescens apresentaram a capacidade de remocdo de biofilme com percentuais
residuais de biofilmes abaixo dos 50% frente bactérias Gram positivas apenas com duas vezes

a concentracdo inibitoria minima, entretanto quando frente as leveduras do género Candida
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foi observado que as concentragdes minimas inibitorias apresentaram capacidade de remocao
com percentual residual que variaram entre 23% e 42%. Semelhante aos Oleos essenciais
extraidos dos frutos maduros, secos e verdes de X. frutescens. Oleos essenciais que apresentam
B-pineno, a-Pineno e mirceno como componentes majoritarios sdo relatados como capazes
atuar inibindo formacdo de biofilme e remover biofilmes ja formados com maior destaque
para os biofilmes formados, como Oleos essenciais extraidos Mutellina purpurea
(SIENIWASKA et al., 2013).Ainda tendo sido observado que B-pineno a-Pineno exercem seu
efeito antimicrobiana por meio da inibicdo da fosfolipase e esterases microbianas de espécies
de leveduras do género Candida (SILVA et al., 2012).

6.5 Avaliacdo do efeito sinérgico pelo método de checkerboarder

A associacdo dos 0leos essenciais dos frutos de Xylopia frutescens e o fluconazol foi
avaliada no ensaio de checkboarder para verificagdo de possivel sinergismo entre estes
compostos. Para o teste foram selecionas cepas tomando como parametro a resisténcia frente
e antimicrobianos de referéncia através do teste de difusdo em disco utilizando discos de
antibioticos onde ndo foram observados halos que indicassem resisténcia para as bactérias
apenas paras as leveduras testadas onde foi observada resisténcia ao fluconazol em duas
leveduras a Candida parapsilosis 4261 e a Candida albicans. Os indices de inibicdo fracionada
combinada observadas nos testes de checkerboarder para os dleos essenciais dos frutos secos
associados ao fluconazol demonstraram efeito sinérgico para C. parapsilosis 4261 e aditivo
para C. albicans 4388 bem como 0s 0Oleos essenciais dos frutos verdes, contudo os 6leos
essenciais dos frutos maduros mostraram se indiferente frente a C. albicans e aditivo frente C.
parapsilosis. O fluconazol quando combinado aos 6leos essenciais dos frutos verdes e secos
frente as leveduras testadas apresentou reducéo significativa na concentracdo minima inibitéria
frente as leveduras testadas tendo sido reduzida em sete vezes para C. albicans e trés vezes para
C. parapsilosis esses dados sugerem que 0s 6leos essenciais testados exercam mecanismo que
sejam capazes de atenuar caracteres de resisténcia fluconazol (KHAN et al., 2011). Os 6leos
quando combinados ao farmaco apresentaram alteracdes significativas de suas CMI o que pode
significar que os mecanismos da acdo antimicrobiana dos Oleos essenciais ou de seus
constituintes diferem do fluconazol que atua inibindo a enzima lanosterol 14-a-desmetilase

fungica dependente do citocromo P450. Blogueando a biossintese do ergosterol, bem como
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inibindo as enzimas dependentes do P450 envolvidas na respiracao fungica (ONYEWU et al.,
2007). Podendo promover os efeitos de drogas antifingicas, principalmente sob a parede
celular, membrana plasmatica e outras estruturas da membrana da células de leveduras podendo
ser capazes de danifica-las facilitando a entrada na célula promovendo maior inibicdo da sintese
de ergosterol, O que pode tornar a atividade fungistatica do fluconazol em atividade fungicida
(ISHIDA et al., 2006).Diante do surgimento crescente de fungo resistentes, o uso de compostos
antifungicos em combinacdo como Oleos essenciais podem apresentar eficAcia melhorada
diminuindo as concentracbes necessarias para efeitos fungicidas, o que pode conferir um
espectro mais amplo de acdo frente multiplas infec¢Ges por diferentes patdégenos e uma duragdo
reduzida da terapia, resultando na diminuicdo da probabilidade de desenvolver resisténcia
(VASQUEZ et al ., 2013)

6.6 Avaliacdo de citotoxicidade em macrdfagos peritoneais

Para a avaliagdo da citotoxicidade do 6leo essencial dos foram selecionados os frutos
secos de Xylopia frutescens, que obteve os resultados mais significativos nos testes
antimicrobianos, frente a linhagem celular de macrdfagos macrofagos peritoniais com o
objetivo de identificar concentracdes bioativas seguras de X.frutescens, que obteve os melhores
resultados na analise olfatometrica bem como nos testes de sinergismo, com isto foi observado
que nas concentracBes acima de 6ug/ml semelhante acausou reducdo significativa das
viabilidade celular das linhagens testadas isso deve-se aos 0leos essenciais serem constituido
por varias moléculas ativas, portanto, afetam mdaltiplos alvos em uma célula (CARSON E
HAMMER, 2011). Geralmente o principal alvo é membrana citoplasmética geralmente por
meio da ruptura e permeabilizacdo membrana celular levando a perda de importantes funcdes
celulares, tais como homeostase de ions e cadeia de transporte de elétrons (BAKKALI et al.,
2008). Os oleos essenciais podem exercer efeitos citotoxicos nas células eucarioticas. Através
da permeabilizacdo de membranas mitocondriais externas e internas causa a morte celular por
necrose e apoptose (ARMSTRONG, 2006). Geralmente alcool, aldeidos e constituintes
fendlicos séo responsaveis para a citotoxicidade dos 6leos essenciais (BRUNI et al., 2004). Este
efeito citotdxico é importante para as aplica¢des quimioterapéuticas dos 6leos essenciais contra
uma variedade de virus, bactérias e fungos (RAUT et., 2014). No entanto, a toxicidade para

células eucaridticas também é responsavel pelos efeitos colaterais indesejaveis hospedeiro. O
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risco de vérios efeitos toxicos, como irritagdo e corrosdo, sensibilizacdo das células, absor¢éo
percutanea, toxicidade aguda ao sistema orgénico, fototoxicidade, carcinogenicidade e
teratogenicidade tendem limitar o uso medicinal de 6leos essenciais. Contudo ndo ha muitos
relatérios disponiveis para resolver esta questdo complexa, para isso faz necessario analisar o
perfil de toxicidade para cada 6leo essencial, entretanto torna-se dificil, uma vez que a
toxicidade de um 6leo essencial em particular pode variar de acordo com a composicao, que é

influenciado por muitos fatores interdependentes (VIGAN, 2010).

6.7 Efeito do 6leo essencial de Xylopia frutescens na dosagem éxido nitrico em
macradfagos peritoniais estimuladas por LPS

A infeccdo por microrganismos é responsavel por uma série de fendmenos relacionados
aos mecanismos de defesa do organismo hospedeiro, que ao identificar um agente patogénico
inicia fendmenos fisiologicos para remocao deste agente, principalmente por meio da reposta
inflamatdria que € um processo imunologico complexo mediado pela ativagdo das células da
imunidade inata, como os macréfagos. Os resultados obtidos nos testes deste estudo efetuados
na linha celular de macrofagos com o dleo essencial dos frutos de secos X.frutescens
evidenciaram a diminuicdo de nitritos induzida por LPS na concentracdo de 6ug/ml esta
concentracdo nao apresentou citotoxicidade, o que demonstra uma boa atividade anti-
inflamatéria. Oleos essenciais sd0 compostos que sdo capazes de interferir nas vias de
transducdo de sinal e que interrompem a cascata de producdo de mediadores inflamatorios,
dentre eles o 6xido nitrico, e possuem um elevado potencial anti-inflamatério (VERGIS et al.,
2015; SILVEIRA E SA et al., 2014) como no estudo de Ko et al. (2017) onde foi observado
que o Oleo essencial de Lindera erythrocarpa assim como X. frutescens possue como
compostos majoritarios a-pineno e B-pineno, inibiu significativamente a expressao de oxido
nitrico sintetase (NO) indutivel e ciclooxigenase-2, e subsequente producdo de NO e
prostaglandina E 2. Além disso, reduziu a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias em células
macrofagos peritoneais de camundongos ativadas por LPS. O mecanismo molecular subjacente
ao efeito do oOleo foi associado a inibicdo da fosforilacdo da proteina quinase ativada por
mitégeno (MAPK). Além disso,o0 6leo inibiu a fosforilagdo e a degradagéo induzidas por LPS
do inibidor de kappa B-a, 0 que é necessario para a ativacdo das subunidades do fator nuclear
p50 e p65 (NF) -kB em macrofagos (MIGUEL, 2010; BAKKALI et al., 2008).
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7 CONCLUSOES

Os 0leos essenciais extraidos das cascas, folhas, flores, e frutos verdes, maduros e secos
de X. frutescens apresentaram composicdo com significativa similaridade, entretanto com
proporcao e propriedades olfativas diferentes com destaque para os frutos secos com maior
complexidade. Os 0leos essenciais dos frutos maduros, secos e verdes frente cepas padrao
gram-positiva e isolados clinicos de leveduras obtidos da cavidade orofaringea apresentaram
resultados que demonstraram que concentragcdes muito baixas dos dleos foram capazes de inibir
0 crescimento microbiano. A analise dos resultados de inibicdo da formagé&o do biofilme pelos
0Oleos essenciais dos frutos maduro, verdes e secos, demonstrou que em todas as concentracdes
testadas foram capazes de reduzir significativamente a formacdo do biofilme e remover o
biofilme ja formado entretanto com maior eficiéncia frente as leveduras, o efeito sinérgico dos
0Oleos essenciais dos frutos secos e verdes associados a fluconazol apresentaram efeito sinérgico
para Candida parapsilosis e aditivo para Candida albicans sendo o 6leo dos frutos secos a
apresentar menores indices enquanto os frutos maduros apresentaram efeito aditivo e
indiferente respectivamente. O 6leo dos frutos secos foi capaz reduzir a producdo de oxido
nitrico em células RAW 264.7 na concentracao 6ug/ml onde ndo foi observada citoxicidade
no ensaio de MTT. Diante disto foi observado que o 6leo essencial extraido dos frutos secos de
X. frutescens possui atividades anti-inflamatéria, antimicrobiana frente microrganismos
isoladas da orofaringe, mesmo em microrganismos resistentes. Apresentando a maior
complexidade de aromas ,sendo ainda necessarios estudo para elucidar os mecanismo de acédo
responsaveis por suas atividades biolégicas, oque pode possibilitar o emprego em formulacGes

orais para o tratamento de afeccBes orofaringeas.
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