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RESUMO

SILVA, VANESSA PAULA DA. Instituto Federal de Educacédo, Ciéncia e Tecnologia
Goiano Campus Rio Verde -GO, fevereiro de 2017. Atividades bioldgicas de oOleos
essenciais de espécies da familia Myrtaceae. Mariana Buranelo Egea “Orientadora”;
Cassia Cristina Fernandes Alves “Coorientadora”.

Pesquisas relacionadas aos Oleos essenciais vém crescendo significativamente,
principalmente por apresentarem importantes propriedades biologicas contra micro-
organismos patogénicos e fitopatogénicos, sendo potenciais substitutos dos produtos
sintéticos, que tém demonstrado efeitos colaterais a saide humana e ao meio ambiente.
Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar a composicdo quimica e as atividades
biologicas, quanto as acles antibacteriana, antiflngica e antiparasitaria, de &leos
essenciais extraidos das folhas de Eugenia uniflora, Plinia cauliflora e Syzygium cumini,
espécies da familia Myrtaceae. Os Oleos essenciais foram obtidos através de
hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger por 3 horas. Os componentes dos 6leos
essenciais foram identificados por meio de Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM). Foi avaliada a atividade antibacteriana dos 6leos
essenciais das espécies, E. uniflora, P. cauliflora e S. cumini sobre bactérias orais através
do método de microdiluicdo em microplacas com 96 poc¢os, determinando a concentragao
inibitéria minima (CIM). Os 0leos essenciais de E. uniflora, P. cauliflora e S. cumini,
foram testados contra as formas promastigotas de Leishmania amazonensis, avaliando a
viabilidade, crescimento do protozoario e determinando a concentragdo inibitéria 50%
(Clsp). A atividade antifungica dos 6leos essenciais de E.uniflora e S. cumini foi avaliada

sobre dois tipos de fungos, Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia solani, determinando



Xii

0 Percentual de Inibicdo do Crescimento Micelial (PIC). Foram identificados 34
compostos para o Oleo essencial de E. uniflora, sendo os compostos majoritarios
encontrados, 0 germacrona (8,52%), o espatulenol (8,20%), o a-selineno (7,50%) e o (Z2)-
B-elemenona (4,88%). Para o Oleo essencial de P. cauliflora foram identificados 38
compostos, sendo 0s compostos majoritarios encontrados, o (E)-cariofileno (14,69%), B-
bisaboleno, (E,E)-a-farneceno (8,07%) e o globulol (7,86%). J& para o 6leo essencial de
S. cumini foram identificados 52 compostos, sendo 0s compostos majoritarios
encontrados o a-pineno (21,20%), globulol (15,30%), o eugenol (11,20%), e o a-terpineol
(8,88%). Os Oleos essenciais das trés espécies Myrtaceae apresentaram atividade
antibacteriana moderada sobre as bactérias orais testadas com CIM de 100 a 400 pg.mL"
!, A acdo leishmanicida dos 6leos essenciais testados foi bastante promissora, sendo que
a espécie P. cauliflora apresentou melhor resultado com Clso de 0,46 pg.mL™?, a espécie
E. uniflora apresentou Clso de 0,99 pug.mL?, e a espécie S. cumini obteve menor atividade
com Clso de 8,78 pug.mL™. Em relacdo a acdo antifiingica, os 6leos essenciais de E.
uniflora e S. cumini reduziram o crescimento micelial dos fungos consideravelmente,
apresentando PIC de 0 a 92% (E. uniflora) e 30 a 100% (S. cumini) sobre o fungo S.
sclerotiorum, e PIC de 33 a 100% (E. uniflora) e 52 a 100% (S. cumini) sobre o fungo R.
solani. Os resultados observados enfatizam as atividades bioldgicas apresentadas por
Oleos essenciais e 0s potencializam como possiveis agentes bactericidas, fungicidas e

parasiticidas naturais.

Palavras-chaves: Familia Myrtaceae, 6leos essenciais, leishmanicidas, bactericidas,
fungicidas.



ABSTRACT

SILVA, VANESSA PAULA DA. Instituto Federal de Educacédo, Ciéncia e Tecnologia
Goiano Campus Rio Verde-GO, February 2017. Biological activities of essential oils of
Myrtaceae family species. Mariana Buranelo Egea "Adviser"; Céassia Cristina Fernandes
Alves "Co-Adviser".

Researches related to essential oils have been growing significantly, mainly because they
have important biological properties against pathogenic and phytopathogenic
microorganisms, being a potential substitutes for synthetic products, which have
demonstrated side effects on human health and the environment. The objective of this
work was to evaluate the chemical and biological activities of the essential oils extracted
from the leaves of Eugenia uniflora, Plinia cauliflora and Syzygium cumini, species of
the family Myrtaceae, as well as its antifungal and antiparasitic actions. The essential oils
were obtained by hydrodistillation in one type of Clevenger device for 3 hours. The
components of the oils were identified by Gas Chromatography coupled to Mass
Spectrometry (GC-MS). The antibacterial activity of the essential oils of the species, E.
uniflora, P. cauliflora and S. cumini, on oral bacteria was evaluated by means of the
microdilution method in 96 well microplates, determining the minimum inhibitory
concentration (MIC). The essential oils of E. uniflora, P. cauliflora and S. cumini, were
tested as promastigotes of Leishmania amazonensis, evaluating a viability, protozoan
growth and determining a 50% inhibitory concentration (IC50). The antifungal activity
of the essential oils of E. uniflora and S. cumini was evaluated on two types of fungi,
Sclerotinia sclerotiorum and Rhizoctonia solani, determining the percentage of inhibition
of mycelial growth (PIC). A total of 34 compounds were identified for the essential oil of
E. uniflora, the major compounds found were germacrone (8.52%), spathulenol (8.20%),



Xiv

a-selinene (7.50%) and (Z)-p-elemenone (4.88%). For the essential oil of P. cauliflora
were identified 38 compounds, being the major compounds found, (E)-caryophyllene
(14.69%), B-bisabolene, (E,E)-o-farnecene (8.07%) and globulol (7.86%). For the S.
cumini essential oil were identified 52 compounds, the major compounds found being a-
pinene (21.20%), globulol (15.30%), eugenol (11.20%), o and a-terpineol (8.88%). The
essential oils of the three species Myrtaceae presented moderate antibacterial activity on
the oral bacteria tested with MICs of 100 to 400 pg.mL™. The leishmanicidal action of
the essential oils tested was very promising, and the P. cauliflora species had the best
IC50 result of 0.46 ug.mL?, E. uniflora had IC50 of 0.99 ug.mL*, and the S. cumini
species obtained lower IC50 activity of 8.78 pg.mL-1. In relation to the antifungal action,
the essential oils of E. uniflora and S. cumini reduced the fungal mycelial growth
considerably, presenting PIC from 0 to 92% (E. uniflora) and 30 to 100% (S. cumini) on
the fungus S. sclerotiorum, and PIC of 33 to 100% (E. uniflora) and 52 to 100% (S.
cumini) on fungus R. solani. The observed results emphasize how biological activities are
presented by essential oils and potentiators them like bactericidal agents, fungicides and

natural parasiticides.

Key words: Family Myrtaceae, essential oil, leishmanicides, bactericides, fungicides.



1. INTRODUCAO

1.1 Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae, em todo o mundo, inclui aproximadamente 3.100 espécies
em aproximadamente 140 géneros, divididos em duas subfamilias, Leptospermoideae e
Myrtoideae. No Brasil, a subfamilia Myrtoideae compreende 23 géneros e
aproximadamente 1.000 espécies (Morais et al., 2014).

Muitas espécies da familia Myrtaceae além de apresentarem um potencial ja
consagrado para serem utilizadas na producdo de frutas, podem, no médio e longo prazo
constituirem em espécies de importancia cientifica, principalmente pela diversidade de
compostos naturais com propriedades benéficas a salde, que estdo sendo descobertos e
estudados cada vez mais recentemente (Franzon et al., 2009). Assim, ao mesmo tempo,
espeécies dessa grande familia botanica, poderdo trazer beneficios para os consumidores,
tanto na area alimenticia e comercial como na area da saude, de forma natural e saudavel.
Além disso, 0 uso de espécies nativas pode ser uma alternativa para a exploracao
sustentavel nas diversas regifes do pais ( Bajalan e Pirbalouti, 2014).

Algumas espécies desta familia também sdo empregadas principalmente em
disturbios gastrintestinais, hemorragias e infecgdes, cuja acdo pode estar relacionada as
propriedades adstringentes das plantas. Geralmente, as partes mais usadas no tratamento
de enfermidades séo as folhas e cascas ja que os frutos comumente sdo comestiveis. As
cascas sdo ricas em taninos, presentes também nas folhas, que ainda apresentam
flavonoides, saponinas e 6leos essenciais nas cavidades secretoras (Ishikawa et al., 2008;
Moreira, 2010).

A presenca de terpenos é uma caracteristica definidora da familia Myrtaceae,

famosa por ter algumas das mais altas concentragdes de terpenos foliares no reino vegetal



(Keszei et al., 2008). Muitas industrias tém grande interesse nos compostos terpénicos
presentes nos Gleos essenciais devido as propriedades medicinais que eles apresentam.
Portanto, espécies da familia Myrtaceae se tornam Otimas fontes de dleos essenciais
devido a alta concentracdo de terpenos encontrados predominantemente em suas folhas
(Padovan et al., 2014).

1.1.1 O género Eugenia e a espécie Eugenia uniflora (Pitangueira)

O género Eugenia compbe um dos maiores géneros da familia Myrtaceae,
apresentando cerca de 1.115 espécies, distribuidas, principalmente, nas regides tropicais
das Américas. Muitas de suas espécies sdo usadas na medicina popular e outras
submetidas a estudos quimicos e avaliacGes de a¢Ges farmacoldgicas (Dias et al., 2013).
Dentre as espécies desse género, destacam-se como frutiferas a pitangueira (Eugenia
uniflora), cagaiteira (Eugenia dysenterica), cerejeira (Eugenia cerasiflora) e uvaieira
(Eugenia pyriformis) (Vieira et al., 2006).

A espécie Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) (Figura 1), conhecida como cerejeira
brasileira ou pitangueira, € uma arvore frutifera amplamente distribuida em todo o Brasil.
Seus frutos sdo comestiveis e suas folhas sdo utilizadas na medicina popular como
diurético, antireumaticos, antifebril, anti-inflamat6rio e como agente terapéutico para
doengas do estdbmago (Ogunwande et al., 2005; Victoria et al., 2012). A composi¢do
quimica variada e as propriedades bioldgicas do 6éleo essencial das folhas de pitangueira,
cultivadas em diferentes regides do Brasil e de outros paises, tém demonstrando que E.
uniflora apresenta elevado potencial para exploracdo medicinal e cosmética (Santos et
al., 2015).

Os 0leos essenciais de pitanga sdo usados pela indudstria brasileira de cosméticos
por apresentarem propriedades adstringentes e pela presenca de diversos compostos
volateis, como terpenos, alcoois, ésteres, cetonas, dentre outros, que estdo associados com
0 seu cheiro agradavel (May et al., 2007). As principais aplicacfes dos 0leos essenciais
sdo em shampoos, condicionadores de cabelo, sabonetes, 6leos corporais e perfumes
(Amorim et al., 2009). Os 6leos essenciais obtidos a partir das folhas de E. uniflora tém
potencial antifungico (Costa et al., 2010), antibacteriano, citotdxico, antinociceptivo e
propriedades hipotermicas (Amorim et al. , 2009). De acordo com Victoria et al. (2012)

o0s Oleos essenciais de E. uniflora apresentaram atividade antimicrobiana contra duas



bactérias patogénicas importantes, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes, e
contra dois fungos da espécie Candida, C. lipolytica e C. Guilliermondii, sendo que a
administracdo de Oleos essenciais por via oral ndo causou letalidade ou efeitos

toxicoldgicos em ratos. Estes resultados sugerem que os 0leos essenciais das folhas de E.

uniflora podem ter potencial para uso na industria farmacéutica.

Figura 1: Eugenia uniflora. (A) arvore adulta; (B) folhas; (C) flores; (D) frutos. Fonte:
(A) e (B) arquivo pessoal; (C) Alves, 2012; (D) Ramalho, 2015.

1.1.2 O género Plinia e a espécie Plinia cauliflora (Jabuticabeira)

O género inicialmente chamado de Myrciaria por Berg em 1857 foi alterado para
0 género Plinia pela proposta de Sobral em 1985 (Sobral, 1985). Plinia é um género
pertencente familia Myrtaceae, com cerca de 20 espécies que vao desde a Ameérica
Central até o Brasil. Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg, Myrtus cauliflora Mart.,
Myrciaria cauliflora (DC.) Berg, Myrciaria jabuticaba (Vell.) Berg, Eugenia cauliflora



DC e Myrciaria jaboticaba Berg, Myrciaria tenella Berg e Myrciaria trunciflora Berg,
sdo nomes cientificos atribuidos as jabuticabeiras em geral, mas alguns correspondem a
diferentes espécies e ndo a sinonimias de Plinia cauliflora (Apel et al., 2006).

A espécie Plinia cauliflora (Mart.) Kausel (Figura 2), conhecida popularmente
como jabuticabeira, com origem desconhecida, € uma Myrtaceae pertencente ao género
Plinia e nativa da Mata Atlantica. S&o conhecidas nove espécies de jabuticabeira aqui
descritas: jabuticaba de cabinho (P. trunciflora O. Berg), jabuticaba paulista ou
jabuticaba-acu (P. cauliflora (DC) Berg), jabuticaba Sabara (P. jaboticaba (Vell.) Berg),

e esta Ultima é a espécie mais comercializada no Brasil (Mattos, 1983).

Figura 2: Plinia cauliflora. (A) arvore adulta; (B) folhas; (C) flores; (D) frutos. Fonte:
(A) e (B) arquivo pessoal, (C) Danner, 2009, (D) Temporada, 2012.

Morfologicamente, a espécie Plinia cauliflora € uma arvore de altura entre 10-
15 m, com tronco liso de 30-40 cm de didmetro, cuja casca descama anualmente. As
folhas sé@o simples, de 6-7 cm de comprimento por 2-3 cm de largura e as flores e frutos



sdo afixados ao caule, caracteristica pela qual se atribui seu nome. Ocorre,
preferencialmente, em planicies aluviais e matas abertas do litoral e nas submatas do
planalto, situadas em baixadas e beira de rios, sendo encontrada nas formacdes florestais
do complexo atlantico e das florestas estacionais sem deciduais do Brasil, Argentina e
Paraguai (Lorenzi, 2002; Moreira, 2010).

Além do interesse pelo consumo dos frutos, existe o interesse da industria
farmacéutica e alimenticia, essa fruteira contém 6leos essenciais nas folhas (Apel et al.,
2006) e antocianinas na casca dos frutos (Teixeira et al., 2008). Lima et al. (2008)
caracterizaram duas variedades de jabuticaba no que diz respeito a composi¢cdo
centesimal, sélidos sollveis, acidez titulavel total e pH, do fruto inteiro e de suas
respectivas fraccdes, e relataram a presenca de diversos compostos bioativos e
nutricionais, como saponinas, acido oxalico, inibidor de tripsina, polifendis e lectinas. Em
relagdo aos 6leos essenciais, poucos estudos tém sido relatados na literatura, no entanto,
recentemente, o interesse e as pesquisas em torno de 6leos essenciais e suas propriedades,
para esta espécie, tém crescido bastante.

Lago et al. (2011) avaliaram a composi¢cdo quimica e atividade antimicrobiana
do 6leo essencial obtido de folhas de Plinia trunciflora (O. Berg). A anélise por CG-EM,
bem como a determinacéo dos indices Kovats, determinaram os compostos, a-cadinol
(19,15%), apiole (11,15%) e cubenol (5,43 %) como componentes principais do 6leo
essencial. Quanto a atividade antimicrobiana, o 6leo essencial de P. trunciflora foi testado
contra bactérias e leveduras e foi ativo no sentido de duas bactérias Gram-positivas,
Streptococcus equi e Staphylococcus epiderme. Além disso, a atividade biolégica do 6leo

essencial foi detectada sobre leveduras patogénicas do género Candida e Cryptococcus.

1.1.3 O género Syzygium e a espécie Syzygium cumini (Jamboleira)

O género Syzygium (familia Myrtaceae) compreende cerca de 500 espécies,
distribuidas principalmente em regifes de tropicos do mundo. Estudos sobre a
composi¢do quimica desse género, demonstraram a presencga de triterpenos, taninos
hidrolisaveis, antocianinas, flavonoides, derivados de cromona, fenilpropanoides, e
derivados floroglucindis (Tian et al., 2011).

Syzygium cumini (L.) Skeels, também conhecida como Syzygium jambolanum e

Eugenia cumini (Figura 3), é uma planta medicinal importante em varios sistemas



tradicionais da medicina. Os frutos maduros sdo utilizados em bebidas, conservas, polpas,
geleias e vinhos. Em associagdo a sua utilizagdo alimentar, todas as partes da arvore como,
folhas, frutos, e mais importante, as sementes, séo usadas para tratar uma série de doencas
como, o diabetes mellitus, inflamacGes, Ulceras e diarreia (Sagrawat et al., 2006; Swami
et al., 2012). Também, estudos pré-clinicos demonstraram que esta espécie, possui
propriedades quimiopreventivas, radioprotetoras e propriedades antineoplésicas (Goyal
et al., 2010; Arun et al., 2010). Diferentes partes da planta jamboleira (folhas, cascas,
frutos, sementes e raizes) também foram relatados por suas propriedades antioxidantes,
anti-inflamatorias, antimicrobianas, antifingicas, antibacterianas, anti-HIV, dentre
outras, sendo encontrados diversos compostos como, antocianinas, glicosideo, &cido

elagico, isoquercetina, canferol e miricetina (Swami et al., 2012).

Figura 3: Syzygium cumini. (A) arvore adulta; (B) folhas; (C) flores; (D) frutos. Fonte:
arquivo pessoal.

Essa espécie conhecida popularmente como jamboldo, jambo, jameldo, dentre
outros se destaca por seu potencial antioxidante, apresentando, aproximadamente, 79 mg



de antocianina por 100g de fruto (Brito et al., 2007). Também possui importantes
propriedades bioldgicas, como hipolipemiante e hipoglicemiantes (Baliga et al., 2011). O
extrato de polifendis obtido de folhas do jambol&o pode ser utilizado no tratamento de
Diabetes mellitus tipo 2 (De Bona et al., 2011; Constancio, 2015).

Estudos em torno das propriedades bioldgicas desta espécie, também tém
crescido constantemente. Dias et al. (2013) avaliaram a composigdo quimica e o potencial
bioldgico do 6leo essencial das folhas de S. cumini coletadas no Brasil. Onze compostos
foram identificados, com os componentes principais sendo, a-pineno (31,85%), (Z2)-B-
ocimeno (28,98%) e (E)-B-ocimeno (11,71%). Foi avaliado o efeito moluscicida do 6leo,
contra Biomphalaria glabrata e o Clso obtido foi de 90 mg.L™. O 6leo essencial também
mostrou uma atividade significativa contra Leishmania amazonensis, com valor de Clso
de igual 60 mg.L? e também contra Artemia salina com Clso de 175 mg.L ™.

A atividade antifungica de S. cumini foi avalidada por Saroj et al. (2015), sobre
dois tipos de fungos fitopatogénicos, Rhizoctonia solani e Choanephora cucurbitarum.
Os compostos quimicos presentes no 6leo essencial desta espécie,7-hidroxicalameneno,
7-acetoxicalameneno, 1-epi-cubenol, o—terpineol mostraram a inibicdo de 95, 80, 76, e
82%, respectivamente, contra R. solani enquanto 95, 70, 92, e 100% contra C.
cucurbitarum. Os resultados sugerem que o 6leo essencial de S. cumini tem potencial de

ser utilizado como agente antifungico no controle de doencas fungicas em plantas.

1.2 Oleos essenciais e suas propriedades

Os produtos do metabolismo secundario vegetal podem ser divididos em trés
grandes grupos segundo a sua biossintese: terpenos, compostos fenélicos e compostos
nitrogenados (Figura 4). Os terpenos produzidos pelo metabolismo secundario podem ser
sintetizados por via do &cido mevalbnico e via do metileritritol fosfato (MEP). Os
compostos fendlicos conhecidos podem ser sintetizados pela via do &cido chiquimico ou
pela via do &cido malénico. Os produtos nitrogenados séo sintetizados atraves da via do
acido chiquimico ou a partir do ciclo dos acidos tricaborxilicos (Taiz e Zeiger, 2013).

As plantas medicinais produzem uma variedade de metabdlitos secundarios,
como os Oleos essenciais (Martins et al., 2010), que sdo utilizados como antibacterianos,
analgesicos, antioxidantes, inseticidas, antiviral, na composicdo de diversos

medicamentos (Pelissari et al., 2010).



CO3
Fotossintese

METABOLISMO PRIMARIO DO CARBONO

Eritrose-4-fosfato \ 3-Fosfoglicerato
Fosfoenolpiruvato Piruvato (3-PGA)

Ciclo dos acidos Acetil-CoA
tricaborxilicos

v

Aminodacidos alifaticos

v v

Via do acido Via do acido Via do acido Via MEP
chiquimico malbnico mevaldnico

|

Aminoacidos

aromaticos -

Produtos secundarios
nitrogenados

v v b4 hd

—» | Compostos
» | fendlicos

Terpenos

METABOLISMO SECUNDARIO DO CARBONO

Figura 4: Biossintese simplificada de produtos do metabolismo secundario vegetal.
Fonte: Taiz e Zeiger (2013).

Os 6leos essenciais sdo constituidos de uma grande variedade de substancias,
como hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres,
éteres, Oxidos, perdxidos, acidos organicos, cumarinas e até compostos com enxofre
(Simdes et al., 2010). No entanto, 0s constituintes principais sdo 0s terpenoides volateis,
que sdo produzidos pelo metabolismo secundario de plantas aromaticas, derivados da
molécula precursora de cinco carbonos, o isopentenil difosfato (IPP) e classificados de
acordo com numero de unidades isoprénicas, em monoterpenos com 10 carbonos,
sesquiterpenos com 15 carbonos, diterpenos com 20 carbonos, triterpenos com 30
carbonos e tetraterpenos com 40 carbonos (Figura 5) (Santana, 2013; Busato et al., 2014).

Os terpenos representam a maior classe de compostos presentes nos 6leos
essenciais, sendo volateis e contribuindo significativamente para a fragrancia das plantas
que os produzem (Lima et al., 2003). Alem de serem responsaveis pela fragrancia de 6leos
essenciais, 0s compostos terpénicos, podem apresentar atividade inseticida, fungicida,
bactericida, antimicrobiana, antiviral, antioxidante, entre outras, principalmente, por
agirem interrompendo sinteses fundamentais de metabolitos presentes nos micro-

organismos (Azevedo et al., 2014; Souza et al., 2015). Os compostos terpénicos mais



frequentes nos 6leos sdo 0os monoterpenos (cerca de 90%) e os sesquiterpenos, podendo
encontrar os diterpenos quando extraidos com solventes organicos (Simdes et al., 2010).
Entretanto, essas substancias tém sua producao, concentracdo e composi¢éao influenciadas
por fatores ambientais e fisioldgicos, que representa um dos principais obstaculos para a
indUstria (Zaroni et al., 2004). Assim, faz-se necessario o estudo da composicao quimica
dos Gleos essenciais de acordo com a época de coleta do material vegetal.
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Figura 5: Esquema simplificado da biossintese de terpenos. Fonte: Peres, 2015.

A composicdo quimica dos 6leos essenciais € determinada por fatores genéticos,
porém, outros fatores podem acarretar alteracbes significativas na producdo dos
metabdlitos secundarios. Os metabdlitos secundarios representam uma interface quimica
entre as plantas e 0 meio ambiente. Os estimulos decorrentes do ambiente, em que a planta
se encontra, podem redirecionar a rota metabolica, ocasionando a biossintese de
diferentes compostos (Morais, 2009). Na dindmica de crescimento, desenvolvimento e
estadios fenologicos das espécies vegetais, ha alteragdes bioquimicas e fisioldgicas
capazes de modificar a elaboracdo de substancias biologicamente ativas, nos aspectos
qualitativos e quantitativos, influenciando diretamente, no teor e na qualidade dos

metabdlitos secundarios (Taiz e Zeiger, 2013).
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Bajalan e Pirbalouti (2014), analisaram a atividade antibacteriana do ¢leo
essencial extraido das folhas de Myrtus communis L., pertencente a familia Myrtaceae,
coletadas em diferentes regides, sobre quatro diferentes tipos de bactérias, pelo método
de difusdo de disco. Os resultados demonstraram que houve variacdo na atividade
antibacteriana de acordo com a regido de coleta do material vegetal para a producéo do
6leo essencial. Esses resultados corroboram com a ideia que a composicao quimica dos
oleos essenciais é modificada por diversos fatores ambientais, modificando assim a sua
atividade.

O local e a época de coleta dos produtos naturais sdo fatores de grande
importancia, que devem ser levados em consideragédo para a coleta de uma planta, uma
vez que sua composicdo e quantidade ndo sdo constantes no decorrer do ano. Assim, a
composicao quimica pode ser influenciada por caracteristicas genotipicas e fenoldgicas
(Figura 6) como, sazonalidade, composi¢do atmosférica, indice pluviométrico,
temperatura, ritmo circadiano, época de coleta, tipo de solo, altitude, entre outros (Gobbo-
Neto e Lopes, 2007; Silva, 2013).

Ritmo circadiano

NN
indice pluviométrico
. Radiagdo UV

/ Compasi¢do CO, SO,
/ atmostérica NO, O,

== Herblvoria e
Ataque de patégenos

Sazonalidade

Figura 6: Principais fatores que podem influenciar a producdo de metabodlitos
secundarios em plantas. Fonte: Gobbo-Neto e Lopes (2007).

Segundo Perini (2011) e Paulus et al. (2013) ao longo do dia ocorrem oscilagdes
de temperatura e umidade, podendo alterar a composicdo quimica e quantidade do 6leo
essencial. Sendo assim, o conhecimento do horério ideal de coleta do material vegetal,
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visando obter maiores teores do principio ativo desejado, é de extrema importancia para
0s tratos e manejos de cultivo destas plantas, reafirmando a importancia do ambiente em
resposta ao metabolismo secundario da planta.

Quanto as propriedades, os 6leos essenciais tém demonstrado importante
potencial como agentes bioldgicos naturais, no combate de diversas doencas causadas por
micro-organismos, patogénicos e fitopatogénicos (Hamini-Kadar et al., 2014; Souza et
al., 2015). Com variada composicao quimica, os 6leos essenciais atuam contra bactérias,
fungos e protozoarios de forma natural, com menor toxicidade e maior eficacia (Mouna
e Segni, 2014).

Estudos sobre a acdo antibacteriana de 6leos essenciais tém sido relatados na
literatura. Souza et al. (2015) avaliaram a acdo antibacteriana do Oleo essencial de
Eugenia calycina (Myrtaceae) contra bactérias orais, sendo observada forte atividade
contra as bactérias anaerobias Prevotella nigrescens e Porphyromonas gingivalis, e
Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) entre 50 e 100 ug.mL™? para a maioria dos micro-
organismos orais testados. Melo et al. (2015) relatam a a¢éo antibacteriana promissora do
6leo essencial de Tetradenia riparia (Lamiaceae) contra as bactérias orais, Streptococcus
mitis (CIM 31,2 ug.mL™?), S. mutans (CIM 62,5 pg.mL™), S. sobrinus (CIM 31,2 pg.mL"
1, e Lactobacillus casei (CIM 62,5 ug.mL™).

Propriedades antifingicas e antiparasitarias de 0leos essenciais também sédo
demonstradas em varios estudos na literatura. Ma et al. (2015) avaliaram a atividade
antifangica do 6leo essencial de Anethum graveolens L. (Apiaceae) sobre o fungo
fitopatogénico Sclerotinia sclerotiorum. Foi observada boa atividade com inibi¢do de
100% do crescimento micelial do fungo.

Azeredo et al. (2014) avaliaram os 0Oleos essenciais das espécies Myrtaceae,
Eucalyptus globulus e Eugenia uniflora quanto a acdo antiparasitaria contra o protozoario
Trypanosoma cruzi, causador da doenca de Chagas, obtendo resultados de inibigéo
satisfatorios, da ordem de Clso 70 pg.mL? para E. uniflora e 5,05 pg.mL? para E.
globulus. Rodrigues et al. (2015) avaliaram os efeitos do éleo de S. cumini e do seu
principal componente, a-pineno contra o prozotoario Leishmania amazonensis, causador
da leishmaniose. O a-pineno foi eficaz contra L. amazonensis com Clso de 19,7 pg.mL™,
ja o 6leo essencial apresentou Clso de 43,9 pg.mL™.

Assim, pode-se observar que os 6leos essenciais tém demonstram promissoras

atividades bioldgicas como agentes bactericidas, fungicidas e parasiticidas e podem ser
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importantes tanto no combate doencas causadas por bactérias e fungos, quanto no
controle de doencas tropicais negligenciadas como a leishmaniose e a doenca de chagas.

1.2.1. Mecanismos de acdo de 6leos essenciais contra micro-organismos
patogénicos e fitopatogénicos

O potencial antimicrobiano de o6leos essenciais sobre micro-organismos
patogénicos e fitopatogénicos tem sido comprovado por diversos estudos e os 0leos
essenciais tém representado uma fonte promissora de novas drogas naturais, sendo
importante o conhecimento dos mecanismos de acao que eles apresentam sobre 0s micro-
organismos para facilitar a decisdo do modo de aplicacdo em possiveis farmacos (Ma et
al., 2015; Azevedo et al., 2014).

Tariku et al. (2011) associam a atividade parasitaria dos 6leos essenciais de
Artemisia absinthium e Echinops kebericho contra protozoarios do género Leishmania, a
compostos terpénicos volateis que conseguem atravessar facilmente as paredes celulares
e as membranas citoplasmaticas dos protozoarios, perturbando as camadas de
polissacarideos, acidos graxos e fosfolipidios, aumentando a permeabilidade e levando a
lise celular.

Em relacdo a atividade bacteriostatica ou bactericida dos 6leos essenciais, de
acordo com Probst (2012) e Stefanakis et al. (2013) compostos terpenoides, como -
cariofileno, germacreno D, a-humulene, dentre outros, atuam de forma sinérgica,
imitando substancias usadas pela célula bacteriana (metabdlitos) e se ligam a enzimas,
inibindo-as, ou interferem com a integridade e funcionamento da membrana celular,
através da mudanca de potencial da membrana, perda de material citoplasmatico e
inibicdo da cadeia respiratoria.

J& a acdo fungicida de dleos essenciais é associada por Ma et al. (2015) a
compostos terpenoides que podem agir inibindo a biossintese do Ergosterol, um esterol
presente na membrana celular dos fungos, por alguns terpenos possuirem estruturas
parecidas com compostos intermediarios e com o préprio Ergosterol, causando a inibi¢ao

da enzima Citocromo P450 14 a- desmetilase que atua nesta sintese.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a composicdo quimica e as atividades bioldgicas contra micro-
organismos patogénicos e fitopatogénicos de 0Oleos essenciais de espécies da familia

Myrtaceae.

2.2. Objetivos Especificos

e Realizar a coleta das folhas das espécies Myrtaceae, Eugenia uniflora, Plinia
cauliflora e Syzygium cumini;

e Extrair o 6leo essencial das folhas in natura das espécies Myrtaceae coletadas;

e Identificar e quantificar os compostos quimicos presentes nos 6leos essenciais
extraidos;

e Auvaliar a atividade antibacteriana dos 6leos essenciais sobre bactérias orais;

e Auvaliar a atividade leishmanicida dos Oleos essenciais sobre as formas
promastigotas de Leishmania amazonensis;

e Avaliar a atividade antifungica dos 0leos essenciais de Eugenia uniflora e
Syzygium cumini contra os fungos fitopatogénicos Sclerotinia sclerotiorum e

Rhizoctonia solani.



CAPITULO I - Avaliac&o in vitro das atividades leishmanicida e
antimicrobiana de 0leos essenciais de trés espécies da familia
Myrtaceae ocorridas no Cerrado

(Normas de acordo com o formato da Revista Industrial Crops and Products)

RESUMO

Os oOleos essenciais de Eugenia uniflora, Plinia cauliflora e Syzygium cumini, familia
Myrtaceae, foram analisados em Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM) para identificacdo dos componentes volateis presentes e avaliados
guanto a suas acOes bactericida e leishmanicida in vitro. Foram identificados 34
compostos para 0 Gleo essencial de E. uniflora, sendo os compostos majoritarios
encontrados o germacrona (8,52%), o espatulenol (8,20%), o a-selineno (7,50%) e o (2)-
B-elemenona (4,88%). Para o 6leo essencial de P. cauliflora foram identificados 38
compostos, sendo 0s compostos majoritarios encontrados o (E)-cariofileno (14,69%), B-
bisaboleno, (E,E)-a-farneceno (8,07%) e o globulol (7,86%). Para o 6leo essencial de S.
cumini foram identificados 52 compostos, sendo 0s compostos majoritarios encontrados
0 a-pineno (21,20%), globulol (15,30%), o eugenol (11,20%) e o a-terpineol (8,88%). Os
Oleos essenciais das trés espécies apresentaram atividade antibacteriana moderada sobre
bactérias orais dos géneros Streptococcus e Bacteroides, com Concentracdo Inibitdria
Minima (CIM) de 100 a 400 pg.mL™. A acdo leishmanicida dos 6leos essenciais testados
foi bastante promissora, sendo que a espécie P. cauliflora apresentou melhor resultado
com Concentragéo Inibitoria 50% (Clso) de 0,46 pg.mL™?, a espécie E. uniflora apresentou

Clso de 0,99 pg.mL?, e a espécie S. cumini obteve menor atividade com Clso de 8,78
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ug.mL?, contra as formas promastigotas de Leishmania amazonensis. Os resultados
obtidos neste estudo ressaltam a variabilidade da composi¢do quimica de 6leos essenciais
e um alto potencial de utilizacdo dos mesmos como bactericidas e leishmanicidas

naturais.

Palavras-chave: Myrtaceae. Oleos essenciais. Leishmanicidas naturais. Bactericidas
naturais.



CHAPTER I - In vitro evaluation of leishmanicidal and antimicrobial
activities of essential oils of the Myrtaceae family occurring in the
Cerrado

(Standards in accordance with the Industrial Crops and Products journal)

ABSTRACT

The essential oils of Eugenia uniflora, Plinia cauliflora and Syzygium cumini, family
Myrtaceae, were analyzed in Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC-
MS) in order to identify in order their volatile components and evaluated for their
bactericidal and leishmanicidal activity in vitro. A total of 34 compounds were identified
from the essential oil of E. uniflora. The major compounds found were germacrone
(8.52%), spathulenol (8.20%), a-selinene (7.50%) and (Z)-p-elemenone (4.88%). For the
essential oil of P. cauliflora were identified 38 compounds, being the major compounds
found (E)-caryophyllene (14.69%), p-bisabolene, (E,E)-a-farnecene (8.07%) and
globulol (7.86%). From the S. cumini essential oil were identified 52 compounds, the
major compounds found were a-pinene (21.20%), globulol (15.30%), eugenol (11.20%),
0 and o-terpineol (8.88%). The essential oils of the three species presented moderate
antibacterial activity against oral bacteria Streptococcus and Bacteroides, with Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) From 100 to 400 ug.mL™. The leishmanicide activity
against of the Leishmania amazonensis promastigotes essential oils tested was quite
promising, and the P. cauliflora species presented the best result with a 50% of inhibitory
concentration (ICso) of 0.46 pg.mL™2, the E. uniflora species showed 1Cso of 0.99 pg.mL-

! and the S. cumini species obtained lower activity with ICso of 8.78 pg.mL ™. These
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results obtained highlight the variability of the chemical composition of essential oils and
a high potential of their bactericides and leishmanicides activity.

Key words: Myrtaceae. Essential oil. Natural leishmanicides. Natural bactericides.
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1.1. INTRODUCAO

O Cerrado brasileiro é rico em variedade de espécies botanicas endémicas e €
considerado um dos maiores representantes do bioma Cerrado em todo 0 mundo (MMA,
2011; Goncalves et al., 2016). No Cerrado brasileiro existem cerca de 211 espécies de
Myrtaceae em 14 géneros (Imatomi et al., 2013) e é a familia mais citada em estudos
floristicos e fitossocioldgicos sendo considerada uma das maiores no Brasil e de grande
importancia ecoldgica (Morais et al., 2014). Por isso, esta familia apresenta grande
potencial econdbmico, com varias espécies frutiferas utilizadas no setor alimenticio.
Dentre as espécies brasileiras, destacam-se as frutiferas como a goiabeira (Psidium
guajava L.), a jabuticabeira (Plinia cauliflora (Mart.) Kausel), a pitangueira (Eugenia
uniflora L.), a gabirobeira (Campomanesia xanthocarpa (Mart.) O. Berg), o cambucizeiro
(Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum), o cambucazeiro (Plinia edulis (Vell.)
Sobral) e a jamboleira (Syzygium cumini (L.) Skeels) (Souza et al., 2011). Seus frutos
e/ou polpas sédo comercializados na forma in natura, sucos, geleias, conservas ou doces.
Ainda, algumas delas séo utilizadas na medicina tradicional, como Eucalyptus globulus
L. (eucalipto) no tratamento da gripe, congestdo nasal e sinusite, e Syzygium cumini L.
(jamboleira) empregada como antioxidante, anti-inflamatério e principalmente no
tratamento de diabetes mellitus tipo 2 (Morais et. al., 2014; Swami et. al., 2012).

Uma das caracteristicas mais marcantes das espécies desta familia é a presenca
de glandulas oleiferas evidentes nas folhas, flores e frutos sob a forma de pontos
transltcidos (Judd et al., 1999 apud Sobral, 2003). Os 6leos essenciais sdo normalmente
constituidos de compostos volateis derivados de dois grupos de metabdlitos secundarios,
os terpenos e os fenilpropanoides, que atuam na defesa vegetal contra fitopatdgenos
(Rodrigues et al., 2013). Estudos recentes com 0leos essenciais de espécies Myrtaceae
demonstram que 0s mesmos tém apresentado importantes propriedades, como inseticida
(Kumar et al., 2012), parasiticida (Rodrigues et al., 2015), fungicida (Hamini-Kadar et
al., 2014), bactericida (Sousa et al., 2015), antimicrobiana (Mouna e Segni, 2015),
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antioxidante (Victoria et al., 2013), antitumoral (Carvalho et al., 2014), entre outras. Além
disso, podem ser utilizados para controle de pragas por meio de aplicagdo direta do 6leo
essencial ou do principio ativo isolado, ou servir como matéria-prima para descoberta de
novos produtos sintéticos de grande importancia para tratamento de doencas (Busato et
al., 2014, Bajalan e Pirbalouti, 2014).

Protozoérios parasitas do género Leishmania, sdo responsaveis por um espectro
de doencas coletivamente conhecidas como leishmaniose, que afeta a pele, membranas,
mucosas e orgaos internos. Casos de leishmaniose ja chegam a mais de 12 milhGes
relatados em 88 paises em todo o mundo, tendo de 1 a 2 milhGes de novos casos sendo
relatados anualmente (Shukla et al., 2011; Dias et al., 2013; Rodrigues et al., 2015). O
aumento da incidéncia da leishmaniose esta associada com o desenvolvimento urbano, o
desmatamento, mudancas ambientais e aumento da migracao para as areas em que a
doenca é endémica. Apesar da sua importancia epidemioldgica, o tratamento é realizado
ainda com farmacos quimioterapéuticos que sdo administrados parenteticamente,
requerendo supervisao médica e tendo muitos efeitos colaterais (Rodrigues et al., 2013).

Outro problema enfrentado atualmente é em relacdo as doencas causadas por
bactérias orais como a cérie e a periodontite. As céries dentais sdo um grave problema de
salde oral presente na maioria dos paises industrializados, afetando 60-90% das criancas
em idade escolar e a maioria dos adultos. Alguns estudos recentes sugerem que as
bactérias orais também podem estar associadas a doencas sistémicas, tais como
pneumonia e doenca cardiovascular (Kumar, 2013). A clorexidina € um dos agentes
antimicrobianos mais amplamente utilizados contra bactérias bucais, embora estudos tém
relatado que ela se mostrou ineficaz contra a carie dentaria em ensaios clinicos, e tem sido
apontada como potencial causa da selecéo e persisténcia de bactérias com baixo nivel de
resisténcia a antibidticos. A resisténcia de patdgenos as drogas € um dos maiores
problemas no tratamento de doencas microbianas (Kumar, 2013; Sousa et al., 2015).

Diante dos problemas anteriormente descritos de doencas causadas por parasitas
do género Leishmania e bactérias orais, 0s 6leos essenciais tém sido estudados como
possiveis agentes ativos. Isso acontece pela complexidade da composi¢do quimica que
alguns oleos essenciais demonstram, apresentando menor toxicidade e menores riscos de
aparecimento de resisténcia dos micro-organismos (Azevedo et al., 2014). Desta forma,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar as atividades leishmanicida e antimicrobiana dos

Oleos essenciais de trés espécies da familia Myrtaceae ocorridas do Cerrado brasileiro.
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1.2. MATERIAL E METODOS

1.2.1. Material vegetal

As espécies Eugenia uniflora e Plinia cauliflora foram coletadas no municipio de
Santa Helena de Goias, localizado no sudoeste do Estado de Goias (latitudes 17°48'35.9",
17°48'32.8" e longitudes 50°365'26.2", 50°35'04.6", respectivamente, com altitude média
de 570 m ao nivel do mar). A espécie Syzygium cumini foi coletada no Instituto Federal
de Educacédo, Ciéncia e Tecnologia Goiano - Campus Rio Verde (latitude 17°48'28",
longitude 50°53'57). As espécies foram identificadas no Herbario Jataiense Germano
Guarim Neto, e depositadas como exsicata sob 0os numeros de identificacdo 7441 (Plinia
cauliflora), 7442 (Eugenia uniflora) e 7443 (Syzygium cumini). As folhas de cada espécie
foram coletadas entre os meses de setembro/2015 a mar¢o/2016 as 18 horas do dia
anterior as extragdes em pontos aleatérios da copa da planta. Apds a coleta, as folhas
foram transportadas para o Laboratério de Quimica de Produtos Naturais do Instituto
Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano — Campus Rio Verde, foram trituradas

e procedeu-se a extra¢do dos 6leos essenciais.

1.2.2. Extracdo dos 6leos essenciais

Para a extracdo dos 6leos essenciais, utilizou-se o processo de hidrodestilacdo, em
que 100 g de amostra de cada espécie foram submetidas ao processo de hidrodestilacéo
utilizando aparelho do tipo Clevenger por 3 horas (Craveiro et al., 1981). Nesta extracao,
o material vegetal foi imerso em &gua destilada sob aquecimento até a fervura, resultando
na formacdo de componentes volateis, os quais, ap6s condensacdo, foram separados da
fase aquosa por decantacdo. O 6leo essencial foi extraido da fase aquosa utilizando uma
particdo liquido-liquido em funil de separacdo, por trés sucessivas extracfes de 15
minutos com 10 mL de diclorometano P.A. (100%) (Dinamica, Diadema, Sdo Paulo,
Brasil). Sulfato de sédio anidro P.A. (100%) (Dindmica, Diadema, S&o Paulo, Brasil) foi
adicionado na mistura para separar o residuo de agua e posteriormente removido por
filtracdo. A evaporacdo do diclorometano foi realizada a temperatura ambiente
(aproximadamente 25 °C) até que o 6leo essencial apresentasse massa constante e por fim

foram armazenados a 4°C até a realizacdo das analises.
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1.2.3. Rendimento dos 6leos essenciais

O rendimento (teor percentual) dos 6leos essenciais, foi determinado de acordo

com a Equacéo 1.

massa do 6leo (g)

Rendimento = [ ] x100 D

massa do material vegetal (100g)

1.2.4. Composicado quimica dos 6leos essenciais

As analises foram realizadas por Cromatografia Gasosa em um cromatografo
modelo CG 7820A com Espectrometro de Massas MSD 5975 (Agilent Technologies,
Santa Clara, Califérnia, Estados Unidos) equipado com uma coluna DB-5ms (25 m, 250
pum de didmetro interno, espessura da pelicula 0,25 pm). O gés de arraste foi 0 hexano a
uma vazéo de 1,2 mL.min e uma presséo de 5,70 psi. Uma amostra de 1 pL foi injetada
no modo split (5mL.min%). Injetor e detector foram mantidos a temperatura de 260 °C.
Programagcao da coluna: temperatura inicial de 50 °C e, rampa de 4 °C.min até 240 °C e
permanéncia nesta por 5 minutos. Os parametros do detector de EM foram os seguintes:
a temperatura da linha de transferéncia foi de 280°C, o forno 150°C.min™ e para a
deteccdo foi aplicada a técnica de impacto eletrénico a 1635 MeV. Os compostos volateis
foram identificados por comparacdo dos tempos de retencdo obtidos com os tempos de
retencdo de hidrocarbonetos lineares (série homdéloga de Cg-Cis). A identificacdo dos
compostos também foi realizada através de uma comparacdo dos indices de retencéo
lineares e espectros de massas com a biblioteca NIST 2.0 (U.S. National Institute of
Standards and Technology, 2008) e confirmados com dados relatados pela literatura
(Siani etal., 2013; Rodrigues et al., 2013; Saroj et al., 2015; Santos et al., 2015; Rodrigues
et al., 2015). A quantificacdo (%) foi realizada através de medices de normalizacdo da

area do pico.

1.2.5. Atividade leishmanicida

Para avaliacdo da atividade leishmanicida, as formas promastigotas de
Leishmania amazonensis (MHOM/BR/PHS8) foram mantidas em meio de cultura RPMI
1640 (Gibco, Sao Paulo, Brasil) suplementado com 10 % de soro bovino fetal.

Posteriormente, cerca de 1x10° parasitos foram distribuidos em placas de 96 pocos, e 0s
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6leos essenciais foram previamente dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSQO) (Synth,
Diadema, Sao Paulo, Brasil) e adicionados nas culturas nas concentragdes de 3,12 a 50
ug.mLt. Anfotericina B (Eurofarma, S&o Paulo, Brasil) foi adicionada nas culturas nas
concentragdes de 0,19 a 3,12 pg.mL™. As culturas foram incubadas a 25° C em estufa
BOD (Quimis, Diadema, S&o Paulo, Brasil) por 24 h e a atividade leishmanicida foi
determinada pela inibicdo do crescimento das formas promastigotas pela contagem, em
camara de Neubauer (Global Glass, Porto Alegre, Brasil), do numero total de
promastigotas vivas, levando-se em consideracdo a motilidade flagelar. Como controle
negativo foi utilizado meio RPMI 1640 (Gibco) contendo 0,1 % de DMSO (Synth) e
como controle positivo foi utilizado Anfotericina B na concentragdo de 1 pug.mL™. Os
resultados foram expressos como a média da porcentagem de lise em relacdo ao controle
negativo (0,1 % DMSO). Foram realizados dois experimentos em triplicata. Os valores
de concentracdo inibitéria 50 % (Clsg) foram determinados por meio de curvas de
regressdo ndo linear utilizando o software GraphPad Prism versdo 5.0 para Windows
(GraphPad software, Estados Unidos). Procedimento aprovado pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal do Comité de Etica da Universidade de Franca

sob o protocolo nimero 010/14.

1.2.6. Atividade antibacteriana

As cepas testadas foram obtidas junto a American Type Culture Collection
(ATCC, RockvilleMD, EUA), sendo os micro-organismos patogénicos do tipo oral:
Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus mitis (ATCC 49456), Streptococcus
sanguinis (ATCC 10556), Streptococcus sobrinus (ATCC 33478), Streptococcus
salivarius (ATCC 25975) e Bacteroides fragilis (ATCC 25285).

A atividade antibacteriana foi determinada em Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) dos oleos essenciais pelo método de microdiluicdo em microplacas com 96 pogos
(TPP, EUA) e realizados em triplicata (Alves et al., 2008). Para bactérias aerobias, as
amostras foram dissolvidas em dimetilsulfoxido (DMSO) (Synth, Diadema, Séo Paulo,
Brasil; 8000 ng.mL™), e posteriormente em Caldo Triptico de Soja (TSB) (Difco, Detroit,
MI, EUA) e para bactérias anaerobias utilizou-se o Caldo Schaedler (Difco),
suplementado com hemina (5,0 pg.mL™) e vitamina K (10,0 pg.mL™), com a finalidade

de atingir concentragGes de 400 a 0,195 pug.mL™. O indculo foi ajustado para cada micro-
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organismo a fim se obter uma concentragéo de células de 5 x 10° unidades formadoras de
colbnias (UFC) por mL de caldo, de acordo com o National Committee for Clinical
Laboratory Standard, (CLSI). O dicloridrato de clorexidina (DCC) (Sigma, Poole, Dorset,
Reino Unido) foi utilizado como controle positivo nas concentragdes de 0,0115 pg.mL™*
a5,9 ng.mL1e 0 DMSO, nas concentragdes de 1 a 5% (v/v), como controle negativo. Foi
realizado o controle de esterilidade dos caldos TSB e Schaedler, do dicloridrato de
clorexidina, das amostras e do controle da cultura (inéculo), incubando-os sem a adi¢éo
dos micro-organismos. As microplacas (96 po¢os) com 0s micro-organismos aerobios e
anaerdbios foram fechados com um vedante de placa estéril, sendo 0s micro-organismos
aerobios incubados aerobicamente a 37°C durante 24 h, enquanto os anaerébios foram
incubados de 48 a 72 horas a 37 °C em camara anaerobia (Don Whitley Scientific,
Bradford, Reino Unido), com 5 % a 10 % de H2, 10 % de CO2, 80 % a 85 % de N2. Logo
depois, 30 pL de resazurina (Sigma) em solucdo aquosa (0,01 %) foi adicionada para
indicar viabilidade de micro-organismos e os valores de CIM foram determinados a partir
da concentracdo mais baixa do 6leo essencial capaz de inibir o crescimento dos micro-

organismos.

1.2.7. Analise estatistica

Os resultados experimentais dos rendimentos dos éleos essenciais e das
atividades biologicas foram expressos como média de trés medicdes. A significancia da
diferenca entre as médias foi calculada pelo teste Tukey usando o software R i386 versao

3.3.1 e valores de p<0,05 foram considerados significativos.

1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1. Rendimento e composi¢do quimica dos 0leos essenciais

A hidrodestilacdo das folhas de Eugenia uniflora, Plinia cauliflora e Syzygium
cumini permitiu a extracdo de 6leos essenciais com rendimentos entre 0,03 a 0,51% (m/m
em base fresca) (Tabela 1). O 6leo essencial de folhas de E. uniflora apresentou maior
teor (0,51%) com diferenca significativa para as demais espécies, P. cauliflora (0,05%) e
S. cumini (0,03%), que n&o diferiram entre si. O rendimento do 0leo essencial de E.
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uniflora encontrado neste trabalho foi superior ao relatado por Rodrigues et al. (2013)
(0,30%). Diferente disso, para a espécie P. cauliflora o rendimento foi inferior ao que
havia sido reportado por Apel et al. (2006) (0,1%). Resultado semelhante ao encontrado

neste trabalho foi reportado para a espécie S. cumini por Saroj et al. (2015) (0,05%).

Tabela 1 — Rendimento médio dos 6leos essenciais

Espécies Myrtaceae ~ Rendimento (%) Outros autores

E. uniflora 0,51+£0,02a Rodrigues et al. (2013) — 0,30%
P. cauliflora 0,05+£0,01b Apel et al. (2006) — 0,10%

S. cumini 0,03+£0,00 b Saroj et al. (2015) — 0,05%

*Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na linha e mailscula na coluna, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A Tabela 2 apresenta os compostos identificados por CG-EM dos 6leos
essenciais extraidos das folhas das espécies E. uniflora, P. cauliflora e S. cumini. Para a
espécie E. uniflora foram identificados 34 compostos que corresponderam a 89,62% do
total do dleo, sendo 2,07% de monoterpenos hidrocarbonetos, 28,91% de sesquiterpenos
hidrocarbonetos, 47,93% de sesquiterpenos oxigenados e 10,71% de outros compostos,
como alcoois, ésteres, cetonas e hidrocarbonetos simples. Os quatro compostos
majoritarios encontrados foram o germacrona (8,52%), o espatulenol (8,20%), o a-
selineno (7,50%) e o (Z)-B-elemenona (4,88%) (Figura 1).

(1) (2) (3) (4)

Figura 1: Estruturas quimicas dos quatros constituintes majoritarios identificados no oleo
essencial das folhas de E. uniflora: (1) germacrona, (2) a-selineno, (3) espatulenol e (4)
(2)-p-elemenona.

A composicdo quimica do 6leo essencial de E. uniflora observada, apresentou
diferengas com relatos de outros autores para a mesma espécie, quanto aos compostos
majoritarios encontrados e quantidade de compostos identificados. Victoria et al. (2012)
encontraram como compostos majoritarios no 6leo essencial de E. uniflora, os compostos
germacrenos A (11,60%), B (21,20%) e D (11,40%) e o 6xido de selina-1,3,7-(11)-trien-
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8-ona (9,70%). Santos et al. (2015) identificaram 95,81% do total do 6leo essencial de E.
uniflora, sendo os compostos majoritarios encontrados, o curzereno (35,75%),
germacreno B (19,22%) e o cariofileno (12,55%).

Para a espeécie S. cumini foram identificados 38 compostos que correspondiam a
100% do total do 6leo, sendo 34,48% de monoterpenos hidrocarbonetos, 10,16% de
monoterpenos oxigenados, 12,61% de sesquiterpenos hidrocarbonetos, 25,32% de
sesquiterpenos oxigenados e 17,45% de outros compostos, como alcoois, ésteres, cetonas
e hidrocarbonetos simples. Os quatro compostos majoritarios encontrados foram o a-
pineno (21,20%), globulol (15,30%), o eugenol (11,20%), o e o a-terpineol (8,88%)
(Figura 2).

aH

1) ) ©) (4)

Figura 2: Estruturas quimicas dos quatros constituintes majoritarios identificados no 6leo
essencial das folhas de S. cumini: (1) a-pineno, (2) globulol, (3) eugenol e (4) a-terpineol.

Alguns compostos identificados para a espécie S. cumini foram semelhantes aos
relatados por alguns autores, sendo o composto identificado em maior quantidade, a-
pineno (21,20%), descrito por Mohamed et al. (2013), Dias et al. (2013) e Saroj et al.
(2015), como majoritario para o 6leo essencial desta espécie, com 32,32; 31,85 e 17,20%,
respectivamente. O eugenol, presente em 11,20% do total do 6leo essencial de S. cumini,
havia sido relatado por Rodriguez et al. (2014) como principal constituinte (67,50%) do
6leo essencial de S. cumini.

A espécie P. cauliflora teve 52 compostos identificados que correspondiam a
96,72% do total do 6leo, sendo 0,09% de monoterpenos hidrocarbonetos, 0,42% de
monoterpenos oxigenados, 61,80% de sesquiterpenos hidrocarbonetos, 34,32% de
sesquiterpenos oxigenados e 0,09% de outros compostos, como alcoois, ésteres e cetonas.
Sendo 0s quatro compostos majoritarios encontrados o (E)-cariofileno (14,69%), -
bisaboleno (9,36%), (E,E)-a-farneceno (8,07%) e o globulol (7,86%) (Figura 3).
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(1) (2) 3) (4)
Figura 3: Estruturas quimicas dos quatros constituintes majoritarios identificados no 6leo
essencial das folhas de P. cauliflora: (1) (E)-cariofileno, (2) - bisaboleno, (3) (E,E)-a-
farneceno e o (4) globulol.

A literatura disponivel ndo mostrou um consenso para 0s Compostos majoritarios
encontrados no 6leo essencial de P. cauliflora. Apel et al. (2006) relataram o0s compostos,
espatulenol (27,20%) e o éxido de cariofileno (21,60%) como os principais constituintes
desta espécie. Fortes et al. (2011) encontraram como compostos majoritarios, o
germacreno D (24,10%) e B-eudesmol (16,50%). Esta alteracdo na composi¢do quimica
dos 6leos essenciais esta bem documentada na literatura cientifica e se deve a influéncia
de fatores genéticos, edafoclimaticos, bem como, decorrentes do cultivo e processos de
extracdo dos mesmos (Gobbo-Neto e Lopes, 2007; Pires et al., 2013; Bajalan e Pirbalouti,
2014).

As trés espécies de Myrtaceae apresentaram apenas dois compostos em comum
em sua composicdo, 0s compostos terpénicos limoneno e allo-aromadendreno. O
limoneno estéa presente em maior quantidade nos éleos essenciais de espécies de Citrus e
tem chamado a atencdo dos profissionais da salde, pois tem demonstrado acdes
antimicrobianas (lIgarashi, 2015; Estevam et al., 2016), antiparasitarias (Graebin et al.,
2010), inseticidas (Soares et al., 2012) e até antitumorais (Almeida et al., 2015).

De acordo com Taiz e Zeiger (2013), durante o crescimento, desenvolvimento e
0s processos de maturacdo das espécies vegetais, ocorrem alteracbes bioquimicas e
fisioldgicas que modificam a producdo de substancias biologicamente ativas, tanto na
qualidade como em quantidade, influenciando diretamente no teor e nos metabolitos
secundarios. Assim, é de extrema importancia observar as condi¢des de cultivo em que a
espeécie vegetal se encontra, padronizar a forma e o horario de coleta do material vegetal,
assim como, avaliar o teor e a composi¢do quimica dos 6leos essenciais antes da
realizacdo de testes bioldgicos com 0s mesmos.

A variada composigdo quimica dos 0leos essenciais, no geral, 0s caracterizam

como materiais de partida interessantes para a sintese de compostos semissintéticos de
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alto valor comercial, pois sdo fontes naturais de substancias contendo ligagOes
insaturadas, centros assimétricos e diferentes grupos funcionais, como carbonila,
hidroxila, epoxido, ésteres e anéis aromaticos (Lenardao et al., 2015; Jacob et al., 2017).
Além disso, 0 uso de compostos terpénicos como matéria-prima para a sintese de novos
produtos esta de acordo com o sétimo principio da Quimica Verde, pois constituem uma
classe de compostos oriundos de fontes renovaveis (Lenarddo et al., 2003; Jacob et al.,
2017).

Tabela 2 — Compostos identificados por CG-MS do 6leo essencial das folhas de E.
uniflora, P. cauliflora e S. cumini.

IRL Compostos E. uniflora S.cumini P. cauliflora
856  (Z) -2-Hexenol® 1,31 2,14 -
862  a-Pineno® - 21,20 -
871  B-Pinenao® - 0,46 -
878  Mircena® 0,86 - -
888  Eugenol® - 11,20 -
893  B-Mircena® - 1,77 -
1024 p-Cimeno? 0,61 1,45 -
1029 Limoneno? 0,60 6,08 0,09
1034 (Z)-B-Ocimena® - 2,02 -
1045  (E)-B-Ocimeno® - 0,36 -
1072 y-Terpineno? - 0,41 -
1090 Terpinoleno? - 0,39 -
1094 Linalool® - 0,33 -
1099 Undecano® - - 0,09
1107 (-)-endo-Fenchol® - 0,25 -
1110 Acetato de heptila® - 0,39 -
1120  Allo-ocimenao® - 0,34 -
1142 Hidrato de canfeno® - 0,52 -
1146  Thujanol® - 0,22 -
1156 Borneol? - 0,36 -
1181 4-Terpineol? - 0,37 -
1197 a-Terpineol? - 8,88 0,42
1218 Acetato de endo-fenchila? - 0,84 -
1284 Acetado de bornila? - 2,35 -
1298 Acetato de terpenila® - 0,53 -
1332  §-Elemeno® - - 0,19
1336 a-Elemeno® 0,80 - 0,39
1348 n.i. - - 0,12
1370 n.i. - - 0,20
1376 a-Copaeno® - 0,30 2,01
1382 p-Bourboneno® - - 0,14
1385 n.i. - - 0,21
1390 p-Elemena® 4,81 - 2,41
1424 (E)-Cariofileno? - 14,69

1429 B-Gurjuneno? 1,67 - 1,15
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1493
1494
1497
1497
1500
1513
1518
1518
1522
1526
1537
1552
1554
1560
1564
1571
1576
1578
1581
1584
1587
1595
1596
1598
1599
1606
1609
1612
1612
1617
1619
1624
1628
1630
1635
1639
1645
1648
1656
1656
1659

Aromadendreno®
a-Humuleno?

(E)- p-Farneceno?
Allo-aromadendreno?
Germacreno BP
B-Chamigrenao®
y-Muuroleno?
Germacreno D°
B-Selineno?
B-Bisaboleno?
a-Selineno®
Curzereno®
y-Cadineno®
(E,E)-a-Farneceno?
a-Cadineno?
B-Cadinena®
d-Cadineno?
(E)-y-Bisaboleno®
(2)-1,4-Cadinadieno®
a-Calacoreno®
(E)-Nerolidol?
Elemol?

Germacreno B?
Cariofilenol?
Maaliol?

Oxido de cariofileno?
Espatulenol®

epi - GlobulolP
Globulol?
Viridiflorol?

Guaiol?
1,10-di-epi-Cubenol®
(2)-B-Elemenona®
Viridiflorol?

Epdxido de humuleno I1#

5-epi-7-a-Eudesmol?
B-Oplopenona?
10-epi-y-Eudesmol®
Cariofiladienol 112
1-epi-Cubenol®

Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona®

Eudesmol®
t-Cardinol?
a-Muurolol?
y-Eudesmol?

Oxido de o-bisabolol B?
14-Hidroxi-9-epi-(E)-cariofileno?

Atractilona?
a-Cadinol?
7-epi-o-Eudesmol®

0,13
1,32
0,21
1,80
1,05
1,17
0,96
6,68
0,34
9,36

4,45
8,07
0,19
1,64
0,80
0,85

0,22

0,31
0,62

0,28
0,33
4,74
7,86
1,41

2,02

0,66
0,33

1,19
0,21
0,85

3,39
0,97
1,29
0,78
0,60

0,69
2,51

33
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1661 a-Eudesmol® - - 2,12
1667 Valeranona® 1,06 - -
1671 Cadaleno - - 0,96
1673 o-Bisabolol - - 0,33
1680 Germacra-4(15),5,10(14)-trien-1- o -ol° 2,28 - -
1684 Oxido de a-bisabolol A? - - 0,77
1694 Germacrona? 8,52 - 0,68
1712 (2Z, 6Z) -Farnesol? 2,21 - -
1725 Chamazuleno® 1,55 - -
1771 Guaiazuleno® 3,09 - -
1795 8-a-Acetoxielemol® 3,54 - -
1819 (Z,E)- Acetato de farnesila® 3,02 - -
1838 (E,E)-Acetato de farnesila® 4,86 - -
1868 7-Acetoxicalameneno? 1,66 - -
1898 Nonadecano? 1,52 - -
1911 n.i. 2,84 - -
Monoterpenos hidrocarbonetos 2,07 34,48 0,09
Monoterpenos oxigenados - 10,16 0,42
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 28,91 12,61 61,80
Sesquiterpenos oxigenados 47,93 25,32 34,32
Outros 10,71 17,45 0,09
Na&o identificado 2,84 - 0,53
Total identificado 89,62 100,02 96,72

IRL Indice de retencéo linear;

n.i., composto nado identificado

3 dentificacdo baseada na retencdo cromatografica em colunas DB-5ms, dados do espectro de massas
bldentificagdo baseada na retengfo cromatogréfica em colunas DB-5ms e descrigéo na literatura

1.3.2. Atividade leishmanicida

Os oOleos essenciais de E. uniflora, P. cauliflora e S. cumini, testados em
concentragdes de 3,12 a 50 pug.mL™ contra as formas promastigotas de Leishmania
amazonensis, apOs 24h, apresentaram alta porcentagem de mortalidade frente ao
protozodrio testado, sendo o aumento da mortalidade diretamente proporcional ao
aumento de concentracdo dos 6leos essenciais das espécies estudadas (Tabela 3).

A espécie E. uniflora apresentou a maior atividade nas concentracoes de 25 e 50
ng.mL1, em relagdo as outras espécies tendo Clso de 0,99 pg.mL™. A espécie P. cauliflora
apresentou maior atividade nas concentrag@es de 3,12 a 12,5 pg.mL* em relago as outras
espécies tendo Clso de 0,46 pg.mL™. E a espécie S. cumini obteve menor atividade em
todas as concentracdes em relagdo as outras espécies, e maior Clso de 8,78 pg.mL™.
Comparados com a Anfotericina B, que apresentou Clsp de 0,60 pg.mL™, os 6leos

essenciais, exceto pelo S. cumini, obtiveram resultados promissores como leishmanicidas
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naturais. A espécie P. cauliflora obteve menor Clso que Anfotericina B demonstrando
grande potencial contra as formas promastigotas de L. amazonensis.

Tabela 3 - Atividade leishmanicida contra as formas promastigotas de L. amazonensis e
determinacdo dos valores de concentracao inibitoria 50% (Clso).

% Lise / Concentragdes (ug.mL™?) Clso

Tratamentos 1

50 25 12,5 6,25 312 (HgmL7)
Oleos Essenciais
E. uniflora 99,42 aA 90,92bA 77,80cA 74,63dA 71,32eA 0,99
P. cauliflora 98,12aB 88,75bB 87,46cB 84,86 dB 76,07 eB 0,46
S. cumini 95,82aC 7521bC 47,97cC 38,89dC 35,00eC 8,78
Controle Positivo 3,12 1,56 0,78 0,39 0,19
Anfotericina B 98,14a 89,08b 75,73 ¢ 13,06 d 4,87 e 0,60
Controle Negativo
Meio RPMI + 0,1% DMSO - - - - 0,00

*Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na linha e mailscula na coluna, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

De acordo com a Unido Quimica Farmacéutica Nacional S.A (UNIANF®)
(2015), a anfotericina B (Figura 4) é fungicida/parasiticida dependente da concentracao
obtida nos fluidos corporais e da sensibilidade dos fungos e protozoarios. A anfotericina
B age ligando-se aos esterdis da membrana celular dos fungos e protozoarios sensiveis,
alterando a permeabilidade da membrana de ambos e provocando extravasamento dos
componentes intracelulares. No entanto, este antifingico sintético tem se mostrado
altamente tdxico, pois apesar de possuir maior afinidade por ergosterol, um esterol
presente na membrana dos fungos, pode apresentar capacidade em ligar-se ao colesterol
e outros constituintes da membrana celular de mamiferos (Kaminski, 2014). Assim, a
busca por produtos antifungicos e antiparasitarios de ocorréncia natural e com menor
toxicidade tem crescido significativamente, e os 6leos essenciais de E. uniflora, S. cumini
e principalmente P. cauliflora, com base nos resultados observados, mostram-se fortes
candidatos para substituirem a Anfotericina B no combate de micro-organismos

patogénicos e fitopatogénicos.
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Figura 4: Estrutura quimica da Anfotericina B.

Alguns estudos revelam que a atividade leishmanicida de 6leos essenciais é
atribuida, principalmente, a  compostos  terpenoides como  monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos, que podem atravessar facilmente as paredes
celulares e as membranas citoplasmaticas, perturbando diferentes camadas de
polissacarideos, &cidos graxos e fosfolipidios, aumentando a permeabilidade e levando a
lise celular (Tariku et al., 2011). O composto monoterpeno, o-pineno, composto
majoritario do Oleo essencial da espécie S. cumini com 21,20%, foi relatado como
principal ativador da atividade leishmanicida de 6leos essenciais por Dias et al. (2013) e
Rodrigues et al. (2015). Os compostos geraniol e limoneno, estando o segundo presente
nos oOleos esenciais deste trabalho, foram reportados por Estevam et al. (2016) como
responsaveis pela atividade leishmanicida de 6leos essenciais de espécies de Citrus.

No entanto, a acao leishmanicida de éleos essenciais ainda € atribuida a sinergia
existente entre 0s compostos quimicos que os constituem e ndo a compostos isolados,
sendo necessarios estudos mais especificos quanto a composi¢do quimica que apresentam

e a acdo leishmanicida dos mesmos (Peixoto et al., 2011; Tariku et al., 2011).

1.3.3. Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana dos 6leos essenciais das folhas de E. uniflora, P.
cauliflora e S. cumini sobre bactérias orais, esta apresentada na Tabela 4.

De acordo com Holetz et al. (2002) valores de CIM inferiores a 100 pg.mL™ séo
considerados como boa atividade; de 100 a 500 ug.mL™ atividade mediana; de 500 a 1000
ng.mL?t atividade fraca e acima de 1000 ug.mL™ a atividade é considerada nula. Assim,

pode-se observar que todas as espécies apresentaram atividade inibitoria mediana com
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variagdo da CIM de 100 a 400 ug.mL™ sobre as bactérias testadas. Para a espécie E.
uniflora observou-se menor concentragio inibitoria (100 pug.mL™) sobre a bactéria
Streptococcus sanguinis e maior concentragdo inibitoria (400 ug.mL™) sobre as bactérias
Streptococcus salivarius e Bacteroides fragilis. A espécie P. cauliflora apresentou menor
concentracdo inibitoria (100 ug.mL™) sobre a bactéria Streptococcus mutans, e maior
concentracdo inibitéria (400 pg.mL™) sobre as bactérias Streptococcus sanguinis,
Streptococcus sobrinus, Streptococcus salivarius e Bacteroides fragilis. A espécie S.
cumini apresentou concentragdo inibitéria de 200 pg.mL? sobre as bactérias
Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius e Bacteroides fragilis e maior
concentragdo inibitoria (400 pg.mL?) sobre as bactérias Streptococcus mitis,

Streptococcus sanguinis e Streptococcus sobrinus.

Tabela 4- Efeito inibidor do 6leo essencial de folhas de E. uniflora, P. cauliflora e S.
cumini frente a bactérias orais, aerébias e anaerébias.

Concentracdo Inibitéria Minima Dicloridrato de
Micro-organismos (CIM) — pg.mL™ C(Iore:l(lf_llr)]a
E. uniflora P. cauliflora S. cumini HE-
Aerébios
a
?X?ggcggi‘;;)m“tans 200 100 200 0,02
.
?X?ggc;’gzgz)r“'“ 400 200 400 1,84
o
?X?ggcfgg‘gz)sangu'”'s 100 400 400 0,92
H a
?X?‘étgcggz‘;g)s"b””us 200 400 400 0,02
N
?X?ggcggg‘;;)sa“"a”“s 400 400 200 0,46
Anaerébio
- .gs b
?:%tég’fgggg‘;‘g"'s 400 400 200 0,74

3Bactéria gram-positiva; "Bactéria gram-negativa.

As bacterias orais do género Streptococcus agem principalmente, nos esmaltes
dos dentes e tecidos gengivais, provocando caries e doencas periodentais. J& as bactérias
do género Bacteroides podem causar infec¢fes na cavidade peritoneal e formacéo de
abscessos decorrentes de traumas (Nakano e Avila-Campus, 2004; Estevam et al., 2016).
Desta forma, o controle destas bactérias orais € de extrema importancia, sendo que,
atualmente o controle de bactérias orais em geral é feito através de antibioticos e/ou

antissépticos sintéticos, no entanto, alguns destes produtos tém gerado desenvolvimento
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de resisténcia por parte dos micro-organismos além de apresentarem efeitos colateriais a
salde humana (Kasim et al., 2014; Sousa et al., 2015).

De acordo com Horner et al. (2012) a resisténcia intrinseca, ou
insusceptibilidade, a Clorexidina é demonstrada por esporos bacterianos e micobactérias,
sendo que, em ambos 0s casos, as camadas externas da célula formam uma barreira
impermeével a entrada de moléculas deste composto. Em bactérias Gram-negativas,
como Proteus e Providencia, as propriedades intrinsecas da membrana externa também
conferem resisténcia a este antisseptico nas concentracdes em uso (Russell, 1999).

Em relagdo aos efeitos da Clorexidina sobre células humanas, Giannelli et al.
(2008) avaliaram a citotoxicidade do Digluconato de Clorexidina sobre as linhagens
célulares osteoblasticas, endoteliais e fibroblasticas, sendo as diferentes liagens celulares
expostas a varias concentraces do antisséptico durante diferentes tempos e analisadas
quanto a viabilidade celular e & morte celular. Também foram feitas analises do potencial
de membrana mitocondrial, mobilizacdo intracelular de Ca?" e geracdo de espécies
reativas de oxigénio. Sendo assim, foi observado que o antisséptico afetou a viabilidade
celular de acordo com a quantidade e tempo de exposicdo, particularmente em
osteoblastos. Seu efeito tdxico consistiu na inducdo de mortes celulares apoptéticas e
autofagicas/ necroticas e envolveu perturbacdo da funcdo mitocondrial, aumento
intracelular de Ca?* e estresse oxidativo. Estes dados sugerem que o Digluconato de
Clorexidina é altamente citotoxico in vitro e convida ao uso mais aconselhado do
antisséptico nos procedimentos cirdrgicos orais.

Assim, com base nos resultados apresentados e relatos encontrados na literatura,
0s Oleos essenciais seriam potenciais antibacterianos naturais contra bactérias orais, de
forma, a substituirem futuramente os compostos antibacterianos sintéticos, como o
Dicloridrato de Clorexidina (Figura 5), que tem causado maleficios a salde, pela
toxicidade as células humanas e desenvolvimento de resisténcia por parte dos micro-
organismos patogénicos (Kasim et al., 2014). Ou ainda, os 6leos essenciais poderiam ser
usados em conjunto com antibidticos sinéticos, visto que, alguns 6leos essenciais
possuem a capacidade de reverter/paralisar as bombas de efluxo, que s&o mecanismos
comuns de resisténcia aos antissépticos, como a clorexidina (Aelenei et al., 2016). As
bombas de efluxo séo dependentes da energia, alimentadas pelo ATP ou pela forga motora
do préton (PMF) e tém a capacidade de remover antissépticos e antibi6ticos de acordo

com o seu substrato. O efluxo é o principal mecanismo de susceptibilidade reduzida a
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clorexidina (Horner et al., 2012). Assim, revertendo a resisténcia dos micro-organismos,

0s Oleos essenciais potencializariam o efeito do antibidtico/antisséptico sintético.

N N NW
O .
ol NH NH

Figura 5: Estrutura quimica do Dicloridrato de Clorexidina

De acordo com Probst (2012) e Stefanakis et al. (2013), a atividade
bacteriostatica ou bactericida dos Oleos essenciais € exercida principalmente por
compostos terpenoides, como p-cariofileno, germacreno D, o-humulene, déxido de
cariofileno e 1,8-cineol, que atuam, de forma sinérgica, imitando substancias usadas pela
célula bacteriana (metabolitos) e se ligam a enzimas, inibindo-as, alternadamente,
interferem com a integridade e funcionamento da membrana celular, através da mudanca
de potencial da membrana, perda de material citoplasmatico e inibicdo da cadeia
respiratdria. Stojkovic¢ et al. (2011) e Kasim et al. (2014) também enfatizaram que 0s
compostos terpenoides 1,8-cineol, S-cariofileno ¢ a-pineno sdo importantes agentes
antimicrobianos de 6leos essenciais.

O composto fendlico, eugenol, presente de forma majoritaria no 6leo essencial
de S. cumini com 11,20%, também é reportado por alguns autores como principal agente
da atividade antibacteriana de 6leos essenciais. Rodriguez et al. (2014) associa a atividade
antibacteriana significativa do 6leo essencial de Syzygium aromaticum sobre a bactéria
oral Streptococcus mutans, ao composto eugenol, que foi relatado como composto
majoritario (67,50%). Souza et al. (2015) também relatam a atividade antibacteriana do
eugenol juntamente com o carvacrol, de forma isolada, sobre o micro-organismo Listeria

monocytogenes.

1.4. CONCLUSOES

Os 6leos essenciais de E. uniflora, P. cauliflora e S. cumini apresentaram em sua
composi¢do quimica uma mistura de mono e sesquiterpenos, sendo 0S COmMPOStos
majoritarios, do oleo essencial de E. uniflora, germacrona (8,52%), espatulenol (8,20%),
a-selineno (7,50%) e (Z)-Pp -elemenona (4,88%), para o 0leo essencial de P. cauliflora o
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(E)-cariofileno (14,69%), - bisaboleno, (E,E)-a-farneceno (8,07%) e o globulol (7,86%),
e para o 0leo essencial de S. cumini os compostos, a-pineno (21,20%), globulol (15,30%),
eugenol (11,20%), ¢ o a-terpineol (8,88%). Quanto as atividades biologicas testadas, 0s
Oleos essenciais estudados apresentaram moderada atividade antibacteriana sobre
bactérias orais e promissora atividade leishmanicida sobre as formas promastigotas de L.
amazonensis. Esses resultados corroboram com a ideia que moléculas bioativas presentes
nos Oleos essenciais destas espécies de Myrtaceae, ocorridas no Cerrado, podem vir a ser
utilizadas para o desenvolvimento de novos farmacos e como fonte de matérias-primas

farmacéuticas.
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CAPITULO II - Atividade contra os fungos fitopatogénicos Sclerotinia
sclerotiorum e Rhizoctonia solani dos 6leos essenciais de Eugenia
uniflora e Syzygium cumini

(Normas de acordo com o formato da Revista Brazilian Journal of Microbiology)

RESUMO

O uso abusivo de defensivos agricolas tem gerado graves desequilibrios ambientais pela
alta toxicidade que apresentam. Portanto, ha necessidade de novos agentes antifungicos
naturais que apresentem menor toxicidade e maior eficacia. Assim, este trabalho teve por
objetivo avaliar a a¢do antifungica dos 6leos essenciais de Eugenia uniflora e Syzygium
cumini, espécies Myrtaceae, sobre os fungos fitopatogénicos Sclerotinia sclerotiorum e
Rhizoctonia Solani. Os Oleos essenciais foram extraidos por hidrodestilacdo em
Clevenger por 3 horas. A acdo antifingica dos 6leos essenciais foi avaliada sobre o
crescimento micelial de S. sclerotiorum e R. solani em doses de 10 a 300 pL de dleo
essencial, e foi determinado o Percentual de Inibi¢do do Crescimento Micelial (PIC). Os
6leos essenciais de E. uniflora e S. cumini reduziram o crescimento micelial dos fungos
consideravelmente, apresentando PIC de 0 a 92% (E. uniflora) e 30 a 100% (S. cumini)
sobre o fungo S. sclerotiorum, e PIC de 33 a 100% (E. uniflora) e 52 a 100% (S. cumini)
sobre o fungo R. solani. Os resultados observados corroboram com a ideia de que os 0leos

essenciais possam ser utilizados como fungicidas naturais no controle de pragas agricolas.

Palavras-chaves: Myrtaceae. Oleos essenciais. Atividade antifingica. Sclerotinia
sclerotiorum. Rhizoctonia Solani.
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CHAPTER I1I - Activity against phytopathogenic fungi Sclerotinia
sclerotiorum and Rhizoctonia solani of essential oils of Eugenia uniflora
and Syzygium cumini

(Standards in accordance with the Brazilian Journal of Microbiology journal)

ABSTRACT

The indiscriminate use of pesticides has generated serious environmental imbalances due
to their high toxicity. Therefore, there is a need for new natural antifungal agents that
exhibit less toxicity and greater efficacy. Thus, the objective of this work was to evaluate
the antifungal activity of the essential oils From Eugenia uniflora and Syzygium cumini,
Myrtaceae species, on phytopathogenic fungi Sclerotinia sclerotiorum and Rhizoctonia
Solani. The essential oils were extracted by hydrodistillation in Clevenger for 3 hours.
The antifungal action of the essential oils was evaluated on the mycelial growth of S.
sclerotiorum and R. solani in doses of 10 to 300 uL of essential oil, and the percentage of
inhibition of mycelial growth (PIC) was determined. The essential oils of E. uniflora and
S. cumini reduced mycelial growth of the fungi considerably, presenting PIC from 0 to
92% (E. uniflora) and 30 to 100% (S. cumini) on S. sclerotiorum fungus, and PIC 33 to
100% (E. uniflora) and 52 to 100% (S. cumini) on fungus R. solani. The observed results
corroborate the idea that the essential oils can be used as natural fungicides in the control

of agricultural pests.

Key words: Myrtaceae. Essential oil. Antifungal activity. Sclerotinia sclerotiorum.
Rhizoctonia Solani.
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2.1. INTRODUCAO

De acordo com o Ministério do Meio Ambiente (2014), o Brasil é um dos
maiores consumidores de defensivos agricolas do mundo. Anualmente, cerca de 2,5
bilhdes de ddlares sdo empregados na aquisicdo desses produtos, sendo que o pais é
responsavel pelo consumo de cerca de 50% da quantidade de defensivos utilizados em
toda a Ameérica Latina. Como resultado do uso abusivo de defensivos agricolas, ocorrem
desequilibrios ambientais, causando a contaminagdo de alimentos, animais e reservas
hidricas, e ocasionando a reducdo na qualidade e na expectativa de vida da populagéo.
Assim, faz-se constante a busca de alternativas para o manejo fitossanitario compativeis
com a qualidade ambiental visada no manejo sustentavel (Fonseca et al., 2015).

A demanda crescente por fontes alternativas de matéria-prima para as areas
industriais e a necessidade em reduzir o0 impacto dos processos quimicos sobre 0 meio
ambiente, tem colocado a biomassa como substituto natural dos produtos quimicos
sintéticos. Assim, a biomassa vegetal pode através de processos quimicos e
biotecnologicos ser transformada em substancias Uteis para as industrias quimicas (Jacob
et al., 2017). E os 6leos essenciais, que sdo produtos da biomassa vegetal, tém sido
avaliados no combate de micro-organismos fitopatogénicos, principalmente, por
possuirem variada composicdo quimica, apresentando propriedades antiflngicas, de
forma natural, com menor toxicidade, maior eficacia e menor nimero de cepas resistentes
do que fungicidas sintéticos, como o Frowncide que € um fungicida classificado como
Classe | e considerado altamente toxico (Pragadheesh et al., 2013). Assim, os 0Oleos
essenciais se tornam uma alternativa para substituirem os antifungicos sintéticos, pois o
tratamento de infec¢des fungicas é limitado devido a toxicidade, a baixa eficiéncia e o
desenvolvimento de resisténcia em algumas espécies pelo uso indiscriminado e
inadequado dos fungicidas ( Kumar et al., 2014; Stevi¢ et al., 2014).

A maioria das plantas sdo resistentes aos diferentes patdgenos com 0s quais

convivem, essa resisténcia pode estar relacionada a existéncia de substancias antifangicas
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que sdo naturalmente produzidas. Portanto, espera-se que a descoberta de metabolitos
naturais, como os 6leos essenciais que sintetizados por diversas plantas que compdem a
flora nativa e que tém apresentado efeito antimicrobiano e/ou antifingico, possam
contribuir para o controle das doencas das plantas e serem aplicados em produtos com
finalidade bioldgica (Correa e Salgado, 2011). Além de apresentar atividade direta sobre
fitopatdgenos como bactérias, nematoides e fungos, ou indireta, ativando mecanismos de
defesa das plantas aos patdgenos, cerca de 60% dos Oleos essenciais possuem
propriedades antifngicas e 35% exibem propriedades antibacterianas (Maia et al., 2015).

O potencial dos inseticidas e antiflngicos & base de principios ativos vegetais
proporciona a utilizacdo de moléculas que, pela complexidade de composicao, diminuem
os riscos do aparecimento de resisténcia (Porto et al.,, 2013). Na bicamada
fosfolipoproteica da membrana dos fungos esta presente um esterol Gnico aos fungos
chamado ergosterol. A propria molécula de ergosterol, ou as enzimas utilizadas na sua
rota biossintética sdo importantes alvos para a acdo de alguns antifungicos (Onyewu et
al., 2003; Moreira, 2010). E alguns dleos essenciais estudados tém demonstrado acgéo
antifangica contra patdgenos de dificil controle devido a sinergia dos compostos
terpéncios que eles possuem, e que agem tanto na membrana celular, aumentendo a
permeabilidade, quanto na inibicdo da biossintese do ergosterol (Romero et al., 2012;
Khadhri et al., 2014).

A maior parte dos patégenos que causam doencas em plantas cultivadas podem
ser veiculados e transmitidos principalmente pelas sementes, sendo que muitas possuem
grande significado econémico, como acontece com o mofo branco (Sclerotinia
sclerotiorum), considerado um patégeno de soja de importancia mundial (Juliatti et al.,
2013). Outro patégeno que causa grande preocupacado é o fungo Rhizoctonia solani que
ocorre em culturas como a batata, o feijao, o fumo, o milho e a soja, causando podriddes
radiculares no inicio do desenvolvimento das plantas e provocando reducéo no vigor e na
germinacdo da semente. A incidéncia e a severidade do ataque estdo associadas as
condicGes do solo e a sequéncia de culturas cultivadas na area, afetando grandemente a
producdo destes alimentos e causando prejuizo econdmico aos produtores rurais (Reis et
al., 2014).

Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar a acdo antifingica dos 6leos
essenciais de Eugenia uniflora e Syzygium cumini, espécies Myrtaceae, sobre os fungos

fitopatogénicos Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia Solani.
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2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1 Material vegetal

A espécie Eugenia uniflora foi coletada no municipio de Santa Helena de Goiaés,
localizado no sudoeste do Estado de Goias (latitude 17°48'35.9"e longitudes 50°365'26.2"
com altitude média de 570 m ao nivel do mar). A espécie Syzygium cumini foi coletada
no Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano - Campus Rio Verde
(latitude 17°48'28", longitude 50°53'57). As espécies foram identificadas no Herbéario
Jataiense Germano Guarim Neto, e depositadas como exsicata sob 0s numeros de
identificacdo 7442 (Eugenia uniflora) e 7443 (Syzygium cumini). As folhas de cada
espécie foram coletadas entre os meses de setembro/2015 a marco/2016 as 18:00 horas
do dia anterior as extracfes, em pontos aleatérios da copa da planta. Apos a coleta, as
folhas foram transportadas para o Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais do
Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia Goiano — Campus Rio Verde, foram

trituradas e procedeu-se a extracdo dos 0leos essenciais

2.2.3. Extracdo dos 6leos essenciais

Para a extracdo dos 0leos essenciais utilizou-se o processo de hidrodestilacao, e
100 g de amostra de cada espécie foi submetida ao processo de hidrodestilacao utilizando
aparelho do tipo Clevenger por 3 horas (Craveiro et al., 1981). Nesta extragdo, o material
vegetal é imerso em agua destilada sob aquecimento até a fervura, resultando na formacéo
de componentes volateis, os quais, apos condensacdo, separam-se da fase aquosa por
decantacgdo. O 0leo essencial foi extraido da fase aquosa utilizando uma particéo liquido-
liquido em funil de separacdo, por trés sucessivas extraces de 15 minutos com 10 mL de
diclorometano P.A. (100%) (Dindmica, Diadema, S&o Paulo, Brasil). Sulfato de sodio
anidro P.A. (100%) (Dinamica, Diadema, S&o Paulo, Brasil) foi adicionado na mistura
para separar o residuo de agua e posteriormente removido por filtracdo. A evaporacéo do
diclorometano foi realizada a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C) até que o
o0leo essencial apresentasse massa constante e por fim armazenados a 4°C ate a realizagéo

das analises.
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2.2.4. Avaliacado da atividade antifungica dos 6leos essenciais

Os isolados de Sclerotinia sclerotiorum Ss12 (BRM 29673) e Rhizoctonia solani
utilizados no experimento foram cedidos pela Embrapa Arroz e Feijao, localizada em
Santo Antbnio de Goiés, GO. Os isolados foram mantidos em estufa de crescimento no
Laboratdrio de Microbiologia Vegetal do Instituto Federal Goiano - Campus Rio Verde,
até a sua utilizacdo nos ensaios. A atividade antifingica foi determinada seguindo
metodologia utilizada por Silva et al. (2009) com adaptacGes. No ensaio, 0s 0Oleos
essenciais foram avaliados sobre o crescimento micelial de S. sclerotiorum e R. solani,
em concentracdes pré-definidas de 10, 20, 30, 40, 50, 100, 150, 200, 250 € 300 uL. Como
controle negativo, o tratamento testemunha ndo continha nenhum 6leo essencial, e o
controle positivo continha o fungicida frowncide 500 SC (Syngenta, Sorocaba, Sao Paulo,
Brasil), na concentragio de 10 ug.mL* do ingrediente ativo. As concentracdes dos 6leos
essenciais ou o fungicida 500 SC (10uL), foram adicionadas ao meio de cultura BDA
(batata, dextrose e agar) (Acumedia, Indaiatuba, S&o Paulo, Goias), apds esterilizacao e
solidificacdo do meio, com auxilio da al¢ca de Drigalski previamente esterilizada. Apos
iss0, os discos de BDA (8 mm de diametro), contendo micélio com 7 dias de idade, foram
depositados no centro das placas de Petri e incubadas a temperatura de 23 £ 3 °C com
fotoperiodo de 12 horas. A primeira avalicdo medindo o halo de inibicdo foi realizada
apos 24 horas de incubacao e até o crescimento total das testemunhas. A determinacédo da
inibicdo do crescimento dos fungos foi realizada pela média das repeti¢des para cada
tratamento, através de valores de PIC (Percentual de Inibicdo do Crescimento Micelial)
(Edginton et al., 1971).

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 0leos essenciais extraidos das folhas de E. uniflora e S. cumini, nas dosagens
de 10 a 300 pL, foram avaliados contra os fungos fitopatogénicos Sclerotinia
sclerotiorum e Rhizoctonia solani. Foi avaliado o crescimento micelial dos fungos frente
aos tratamentos recebidos e determinado o percentual de inibicdo micelial ap6s um
periodo, determinado de acordo com o crescimento total das testemunhas, sendo de 4 dias
para o S. sclerotiorum e 9 dias para R. solani. Nao houve crescimento micelial no controle

negativo, demonstrando a auséncia de contaminacdo cruzada no método utilizado. Os
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resultados revelaram alta atividade fungicida para ambas as espécies sobre os dois fungos
fitopatogénicos testados.

Os 0leos essenciais de E. uniflora e S. cumini reduziram o crescimento micelial
do fungo S. sclerotiorum, consideravelmente, em determinadas concentragdes. A espécie
S. cumini apresentou maior atividade de inibicdo do crescimento micelial, sendo que nas
doses de 150 a 300 pL de 6leo essencial ndo houve crescimento do fungo. Ja a espécie E.
uniflora apresentou menor efeito inibidor, sendo que na dose de 10 pL ndo houve inibicado
do crescimento micelial.

A partir da observacdo do crescimento micelial do fungo S. sclerotiorum foi
determinado o percentual de inibicdo micelial dos Oleos essenciais, conforme
demonstrado na Figura 1. A espécie E. uniflora apresentou percentuais de inibicdo de 0 a
92%, tendo apresentado inibicdo dose-dependente. J& a espécie S. cumini apresentou
percentuais de inibicao de 30 a 100%, sendo que as doses de 150 a 300 pL assim como o
fungicida Frowncide (controle positivo) inibiram 100% do crescimento micelial e na

mesma dose do Frowncide (10 pL) obteve ¥ do efeito apresentado pelo fungicida.
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Figura 1: Percentual de inibicdo do crescimento micelial dos éleos essenciais de Eugenia

uniflora e Syzygium cumini sobre o fungo Sclerotinia sclerotiorum. *Médias seguidas pela
mesma letra, mailsculas para a espécie E. uniflora e minGsculas para a espécie S. cumini, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Analisando o crescimento micelial observado para o fungo R. solani também
submetido a diferentes condi¢cdes e tratamentos, observou-se atividade significativa
guando comparado com o fungicida Frowncide (controle positivo). Os 6leos essenciais
de E. uniflora e S. cumini reduziram o crescimento micelial do fungo, consideravelmente,
em determinadas doses de 0leo essencial, chegando a inibir todo o crescimento micelial

em doses mais elevadas. Para a espécie E. uniflora na dose de 300pL e a espécie S. cumini
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nas doses de 150 a 300uL houve a inibicdo total do crescimento micelial do fungo R.
solani, assim como pelo fungicida Frowncide.

A Figura 2 demonstra o percentual de inibicdo micelial dos 6leos essenciais
sobre o fungo R. solani. Ambas as espécies demonstraram capacidade de inibicdo frente
ao fungo testado, chegando a ter percentual de inibicdo de 100% assim como o fungicida
Frowncide, nas doses de 150 a 300uL para a espécie S. cumini e 150uL para E. uniflora.
E na mesma dose do Frowncide (10 pL) as espécies E. uniflora e S. cumini apresentaram

efeito de inibig&o de !5 e %2, respectivamente, em relacdo ao fungicida.
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Figura 2: Percentual de inibicdo do crescimento micelial dos 6leos essenciais de Eugenia
uniflora e Syzygium cumini sobre o fungo Rhizoctonia solani. *Médias seguidas pela mesma

letra, mailsculas para a espécie E. uniflora e minGsculas para a espécie S. cumini, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

De acordo com dados técnicos fornecidos pela empresa Syngenta Protecdo de
Cultivos LTDA (2002), o fungicida Frowncide 500 SC, que possui como ingrediente
ativo o composto Fluazinam (Figura 3), é considerado altamente perigoso ao meio
ambiente, sendo fortemente persistente ao solo, bioconcentravel em peixes e altamente
toxico para organismos aquaticos em geral. Este fungicida é classificado como Classe I,
considerado altamente toxico. Assim, diante da alta toxicidade apresentada por fungicidas
sintéticos atualmente utilizados, visa-se a busca de novos agentes antifingicos naturais
que apresentem menor toxicidade e maior eficacia. E com base nos resultados observados,
0s Oleos essenciais das espécies E. uniflora e S. cumini se tornam fortes candidatos como

fungicidas naturais contra micro-organismos fitopatogénicos.
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Figura 3: Estrutura quimica do Fluazinam

Alguns estudos presentes na literatura relatam a atividade antifungica de 6leos
essenciais de outras espécies da familia Myrtaceae sobre fungos fitopatogénicos. Saroj et
al. (2015) analisaram o 6leo essencial de S. cumini e alguns compostos isolados contra o
fungo fitopatogénico R. solani. O 6leo essencial de S. cumini apresentou percentual de
inibicdo de 70%, em fase de contato, j4 0s compostos isolados mostraram percentual de
inibicdo de 95% (7-hidroxi-calameneno), 80% (7-acetoxialameneno), 76% (1-epi-
cubenol) e 82% (a -terpineol). Elgorban et al. (2015) observaram a agéo antifingica do
6leo essencial da espécie Myrtaceae, Eucalyptus globulus, na concentracdo de 500ppm
sobre os fungos S. sclerotiorum e R. solani, apresentando percentual de inibi¢do de 100%
para ambos os fungos. Rana et al. (2011) avaliaram o potencial antifingico da espécie
Syzygium aromaticum (L.), conhecida como cravo-da-india, pertencente a familia
Myrtaceae, contra alguns fungos patogénicos Fusarium moniliforme, Fusarium
oxysporum, Aspergillus sp., Mucor sp., Trichophyton rubrum e Microsporum gypseum.
Todas as espécies de fungos foram inibidas de forma satisfatdria a partir da aplica¢éo do
6leo essencial da espécie Myrtaceae avaliada.

De acordo com Romero et al. (2012) os Gleos essenciais podem causar a inibicédo
de micro-organismos por diferentes mecanismos de acéo. Os efeitos toxicos na estrutura
e funcdo da membrana celular tém sido utilizados para explicar a agdo antimicrobiana dos
Oleos essenciais e de seus componentes isolados, pois, alguns compostos terpénicos
podem agir, ligam-se aos grupos aminas e hidroxilamina de proteinas presentes nas
membranas das bactérias alterando sua permeabilidade e resultando na morte dessa
bactéria. Esses efeitos estdo associados ao carater lipofilico de compostos terpénicos,
como o limoneno, a-pineno e § -pineno, dentre outros, que constituem os 6leos essenciais,
e que de forma sinérgica e/ou isolada, sofrem particdo da fase aquosa para dentro da

membrana celular. Isto leva a expansdo da membrana, aumento da fluidez e da
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permeabilidade da célula, permitindo a liberacdo dos componentes intracelulares vitais a
sobrevivéncia do micro-organismo (Kumar, 2014; Almeida et al., 2015).

Alguns estudos sugerem que a acao antimicrobiana dos 6leos essenciais pode ser
consequéncia da inativacdo de enzimas, incluindo aquelas envolvidas no metabolismo
energeético e na sintese de componentes estruturais, além do aumento da permeabilidade
da membrana celular e consequentemente a liberagdo de componentes intracelulares
vitais para os micro-organismos (Kumar, 2014). De acordo com Ma et al. (2015),
compostos terpenoides presentes nos 0leos essenciais podem agir inibindo a biossintese
do Ergosterol (Figura 4), um esterol presente na membrana celular dos fungos,
principalmente, por alguns terpenos possuirem estruturas parecidas com compostos
intermediarios e com o proprio Ergosterol, causando a inibicdo da enzima Citocromo

P450 14 o- desmetilase que atua nesta sintese.

Figura 4: Estrutura quimica do Ergosterol

Assim, a atividade antifungica observada para as espécies E. uniflora e S. cumini
pode ser atribuida a presenca dos compostos terpénicos, descritos como compostos
majoritarios dos Oleos essenciais destas espécies no capitulo anterior (p. 43-49). Os
principais compostos terpénicos sdo germacrona (8,52%), espatulenol (8,20%), a-
selineno (7,50%) e (Z)-B-elemenona (4,88%) majoritarios do 6leo essencial de E.
uniflora, e os compostos a-pineno (21,20%), globulol (15,30%), e a-terpineol (8,88%)
majoritarios do 6leo essencial de S. cumini.

O composto fendlico eugenol, também reportado como majoritario para o 6leo
essencial de S. cumini no capitulo anterior (p. 43-49), com 11,20%, e por alguns autores
(Diasetal., 2013; Rodriguez et al.,2014), tem demonstrado grande acdo antifungica frente
aos fungos patogénicos e fitopatogénicos, pois, através da natureza acida do grupo

hidroxila, presente em sua estrutura, forma a ligacdo de hidrogénio com o centro ativo
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das enzimas dos micro-organismos, impedindo as a¢des enzimaticas (Rana et al., 2011;
Oliveira et al., 2016).

Conclui-se que os 0leos essenciais de E. uniflora e S. cumini obtiveram acéo
antifangica sobre os fungos fitopatogénicos S. clerotiorum e R. solani com elevados
percentuais de inibi¢cdo. Os compostos terpénicos presentes na composicdo dos Oleos
essenciais destas espéecies, de acordo com relatos na literatura, seriam responsaveis pela
atividade antifingica observada. Esta atividade encontrada neste trabalho sugere que os

0Oleos essenciais possam vir a ser utilizados como fungicidas naturais.
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3. CONCLUSOES GERAIS

Os 6leos essenciais das espécies Myrtaceae, E. uniflora, P. cauliflora e S. cumini
apresentaram variabilidade em sua composi¢cdo quimica e em seu teor, quando
comparados com estudos realizados por outros autores. O teor observado foi de 0,51%
para E. uniflora, 0,05% para P. cauliflora e 0,03% para S. cumini. Em relacdo a
composi¢do quimica, foram identificados 34 compostos para o 6leo essencial de E.
uniflora, sendo os compostos majoritarios o germacrona (8,52%), o espatulenol (8,20%),
o a-selineno (7,50%) e o (Z)-B-elemenona (4,88%), para o 6leo essencial de P. cauliflora
foram identificados 38 compostos, sendo 0os compostos majoritarios o (E)-cariofileno
(14,69%), B-bisaboleno, (E,E)-a-farneceno (8,07%) e o globulol (7,86%), e para o dleo
essencial de S. cumini foram identificados 52 compostos, sendo 0s compostos
majoritarios o a-pineno (21,20%), o globulol (15,30%), o eugenol (11,20%), e o o-
terpineol (8,88%). Estes resultados corroboram com a ideia de que o teor e a composicao
quimica de Oleos essenciais sdo influenciados por fatores abioGticos e estimulos
decorrentes do ambiente em que as espécies se encontram.

Os dleos essenciais de E. uniflora, P. cauliflora e S. cumini apresentaram
atividade antibacteriana moderada sobre as bactérias orais testadas, com CIM de 100 a
400 pg.mL?. A acdo bactericida observada, de acordo com relatos na literatura, estaria
relacionada com a presenca de compostos terpenoides, como pS-cariofileno, germacreno
D, a-humulene, oxido de cariofileno, 1,8-cineol e o eugenol, que de forma isolada ou
sinérgica, agem inibindo a biossintese de compostos fundamentais para a célula dos
micro-organismos bacterianos.

Quanto a atividade leishmanicida, os Oleos essenciais de E. uniflora, P.
cauliflora e S. cumini apresentaram acao promissora contra as formas promastigotas de

L. amazonensis, com valores de Clso de 0,46 pg.mL* (P. cauliflora), 0,99 pg.mL™* (E.
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uniflora) e 8,78 pg.mL? (S. cumini). A acdo leishmanicida apresentada por 6leos
essenciais é atribuida a presenga dos compostos, a-pineno e limoneno, dentre outros
compostos terpénicos que agem de forma sinérgica.

Em relagcdo a acdo antifungica, os 6leos essenciais de E. uniflora e S. cumini
reduziram o crescimento micelial dos fungos fitopatogénicos consideravelmente,
apresentando PIC de 0 a 92% (E. uniflora) e 30 a 100% (S. cumini) sobre o fungo S.
sclerotiorum, e PIC de 33 a 100% (E. uniflora) e 52 a 100% (S. cumini) sobre o fungo R.
solani. Sendo os compostos limoneno, a-pineno e B-pineno, dentre outros, que constituem
0s Oleos essenciais, descritos como responsaveis, de forma sinérgica e/ou isolada, pela
inativacdo de enzimas, além da destruicdo ou inativagdo de material genético dos micro-
organismos.

Os resultados descritos neste trabalho contribuem para pesquisas relacionadas as
propriedades bioldgicas de 6leos essenciais. As atividades antibacteriana, leishmanicida
e antifngica apresentadas por 6leos essenciais sdo atribuidas a composi¢do quimica
apresentada pelos mesmos. Estudos posteriores sdo ainda necessarios, quanto a avaliacdo
da toxicidade e dos mecanismos de acdo dos compostos que constituem os Oleos
essenciais, para que, possam vir a ser utilizados como bactericidas, leishmanicidas ou

fungicidas naturais.
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4.1. APENDICE A — Cromatogramas dos 6leos essenciais de E. uniflora, P. cauliflora e

S. cumini.
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Figura 1A: Cromatograma do dleo essencial das folhas in natura de Eugenia uniflora

coletadas em setembro de 2015 a marco de 2016.
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Figura 2A: Cromatograma do 6leo essencial das folhas in natura de Plinia cauliflora

coletadas em setembro de 2015 a margo de 2016.
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Figura 3A: Cromatograma do 6leo essencial das folhas in natura de Syzygium cumini
coletadas em setembro de 2015 a margo de 2016.



