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RESUMO

CABRAL, FERNANDO DUARTE. Instituto Federal de Educacdo Ciéncia e
Tecnologia Goiano, Campus Rio Verde — GO, Fevereiro de 2020. Composicéo
quimica e bioatividade do Oleo essencial de folhas e flores da Spiranthera
odoratissima A. St. Hil. Dr.2 Cassia Cristina Fernandes Alves “Orientadora”, Mayker L.
D. Miranda “Coorientador”.

Com a procura por tratamentos alternativos utilizando as plantas medicinais no combate
a varias doencas, a Spiranthera odoratissima é uma espécie da familia Rutaceae,
amplamente encontrada no cerrado brasileiro e conhecida como manaca com
propriedades medicinais utilizadas no tratamento de doencas renais, hepaticas, dores no
estdbmago, musculares entre outros. Seu 6leo essencial possui um componente principal
o B-cariofileno que é um sesquiterpeno que possui atividade anti-inflamatéria e atua
também como neuroprotetor e possui também acao antibacteriana. Com isso, o presente
estudo teve como objetivo avaliar os constituintes quimicos, a bioatividade do dleo
essencial das folhas e flores da Spiranthera odoratissima A. St. Hil., e sua a¢do contra a
tuberculose (TB) e a leishmaniose, as quais sdo doengas infecciosas que causam danos a
salde levando & morte. Para o desenvolvimento do trabalho, os 6leos essenciais foram
obtidos por hidrodestilacdo e caracterizados por cromatografia gasosa com detector por
ionizacdo de chama (CG-FID) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM). Os resultados da analise quimica do dleo essencial das folhas de S.
odoratissima A. St. Hil., representaram 93,8% do Oleo e mostraram conter 28
componentes volateis. Os principais componentes identificados foram p-cariofileno

(23,8%), biciclogermacreno (10,8%) e o-cadineno (7,1%). A composi¢do quimica do


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/caryophyllene
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6leo essencial das flores de S. odoratissima A. St. Hil., apresentaram 29 componentes
volateis que representam 94,4% da constituicdo total do 6leo. Os principais constituintes
foram B-cariofileno (14,1%), espatulenol (8,1%) e y-cadineno (7,2%). Avaliou-se a
atividade antimicobacteriana dos OEs em termos da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM). Os OEs (6leos essenciais) de folhas e flores mostraram atividade contra M.
tuberculosis, com valores de CIM de 150 pg/mL e 162,5 pug/mL, respectivamente,
também apresesentaram atividade antiparasitaria contra a forma promastigota de L.
amazonensis, com valores de Clso (50% de inibicdo do crescimento) de 14,36 + 2,02
(OEs-folhas) e 19,89 + 266 pg/mL (OEs-flores). Observou-se atividade
antiproliferativa contra todas as linhagens celulares tumorais humanas, com valores de
Clso significativamente inferiores aos obtidos para a linhagem celular normal,
demonstrando valores de Clso para a linhagem MCF-7 (367,57 £ 4,46 pg/mL para OEs
folhas e 357,70 = 1,85 pg/mL para OEs flores) e M059J. O presente estudo mostrou a
eficacia do OE de Spiranthera odoratissima contra microrganismos, no combate a TB
(tuberculose) e leishmaniose, os componentes do seu 6leo mostraram que podem ser
utilizados em industrias alimenticias, farmacéuticas e agroindustriais, sendo uma

alternativa potencial ao uso de formulas sintéticas.

Palavras-chave: Tuberculose, leishmaniose, propriedades inibidoras, plantas

medicinais, manaca.
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ABSTRACT

CABRAL, FERNANDO DUARTE. Goiano Federal Institute of Science and
Technology Education, Rio Verde Campus - GO, February 2020. Chemical
composition and bioactivity of the essential oil of leaves and flowers of Spiranthera
odoratissima A. St. Hil. Dr. Cassia Cristina Fernandes Alves “Advisor”, Mayker L. D.
Miranda “Coorientador”.

With the search for alternative treatments using medicinal plants to fight various
diseases, Spiranthera odoratissima is a species of the Rutaceae family, widely found in
the Brazilian cerrado and known as manaca with medicinal properties used in the
treatment of kidney, liver and stomach pains, muscle and others. Its essential oil has a
main component, B-karyophylene, which is a sesquiterpene that has anti-inflammatory
activity and also acts as a neuroprotective and also has antibacterial action. Thus, the
present study aimed to evaluate the chemical constituents, the bioactivity of the
essential oil of the leaves and flowers of Spiranthera odoratissima A. St. Hil., And its
action against tuberculosis (TB) and leishmaniasis, which are diseases infectious
diseases that cause health damage leading to death. For the development of the work,
the essential oils were obtained by hydrodistillation and characterized by gas
chromatography with flame ionization detector (CG-FID) and gas chromatography
coupled to mass spectrometry (CG-EM). The results of the chemical analysis of the
essential oil of the leaves of S. odoratissima A. St. Hil., Represented 93.8% of the oil
and showed to contain 28 volatile components. The main components identified were [3-
karyophylene (23.8%), bicyclogermacrene (10.8%) and &-cadinene (7.1%). The

chemical composition of the essential oil of the flowers of S. odoratissima A. St. Hil.,
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Presented 29 volatile components that represent 94.4% of the total constitution of the
oil. The main constituents were B-karyophylene (14.1%), spatulenol (8.1%) and y-
cadinene (7.2%). The antimycobacterial activity of OEs was evaluated in terms of
Minimum Inhibitory Concentration (MIC). OEs (essential oils) from leaves and flowers
showed activity against M. tuberculosis, with MIC values of 150 pg / mL and 162.5
pg/mL, respectively, also showed antiparasitic activity against the promastigote form of
L. amazonensis, with 1C50 values (50% growth inhibition) of 14.36 + 2.02 (OEs-leaves)
and 19.89 + 2.66 ug / mL (OEs-flowers). Antiproliferative activity was observed against
all human tumor cell lines, with 1C50 values significantly lower than those obtained for
the normal cell line, demonstrating 1C50 values for the MCF-7 line (367.57 + 4.46
pg/mL for OEs leaves and 357.70 £ 1.85 pg/mL for flower OEs) and M059J. The
present study showed the effectiveness of Spiranthera odoratissima OE against
microorganisms, in combating TB (tuberculosis) and leishmaniasis, the components of
its oil showed that it can be used in food, pharmaceutical and agro-industrial industries,

being a potential alternative to the use of formulas synthetic.

Key words: Tuberculosis, leishmaniasis, inhibitory properties, medicinal plants,

manaca.



INTRODUCAO GERAL

1. Spiranthera odoratissima

A Spiranthera odoratissima A. St. Hil., € uma espécie da familia Rutaceae,
amplamente encontrada no cerrado brasileiro e conhecida como manaca, suas folhas sdo
utilizadas pela medicina popular para o tratamento de doencas renais e hepaticas e na
depuracdo sanguinea por terem acdo ansiolitica e anti-inflamatoria e suas raizes
utilizadas para tratar doencas do estdmago, dores musculares, dores de cabeca,
reumatismo e distarbios hepaticos, além de depressdo do sistema nervoso central
(CHAIBUB et al., 2013; SOUZA et al., 2015; GALDINO et al., 2012).

Essa planta possui forma de arbusto com cercade 1 a 1,5 metros de altura e seus
caules sdo eretos formando touceiras e os ramos tem folhas alternadas, compostas,
trifolioladas e pecioladas apresentando glandulas translicidas e suas flores sdo brancas
possuem aroma muito agradavel e suas raizes amareladas e perfumadas, a inflorescéncia
ocorre no ponto mais alto da planta e sdo encontrados estados de Mato Grosso, Minas
Gerais, Bahia, Distrito Federal e Goias, mostrada na Figura 1 (ESTRELA, 2016;
MATOS et al., 2014; OLIVEIRA, 2016).
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Figura 1. Spiranthera odoratissima A. St. Hil., arbusto com flores e folhas. Fonte: Préprio autor

Plantas da familia Rutaceae tem demonstrado propriedades com efeito
ansiolitico as quais incluem as espécies Citrus aurantium L.; Casimiroa edulis La Llave
ex Lex. Ruta chalepensis L. O 6leo essencial obtido destas tem a presenca do B-
cariofileno composto que é um sesquiterpeno com atividade anti-inflamatoria,
antiespasmadica, analgésico e neuroprotetor (GALDINO et al., 2012).

Esta familia se destaca por serem fortemente aromaticas pela presenca de 6leos
essenciais, também sdo fonte de alimento como suas frutas citricas e também utilizadas
como plantas ornamentais e outros géneros como Citrus, Zanthoxylum, Ruta, Ptelea,

Murraya e Fortunella vindas de regides tropicais e temperadas (LOPES et al., 2013).

2. Oleos essenciais

Os 6leos essenciais sao misturas complexas de compostos organicos saturados e
insaturados como 0s terpenos e em sua maioria sao produzidos a partir do metabolismo
secundario das plantas através da rota do acido mevalénico mostrado na Figura 2. Séo
compostos volateis e sollveis em lipidios como 0s monoterpenos, sesquiterpenos e
fenilpropandides, possuem diferentes atividades bioldgicas, dentre elas a defesa contra
microrganismos, favorecem na polinizagdo, atividade antioxidantes, antimicrobianas,
antifangicas, anti-inflamatdrias e antitumorais (ANDRADE et al., 2012; LIMA et al.,
2006; RAUT & KARUPPAYIL, 2014; SHARIFI-RAD et al., 2017).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/caryophyllene
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/caryophyllene
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Figura 2. Biossintese dos terpenos. Fonte: ZEIGER (2006)

O acumulo e sintese dos Oleos essenciais se deve pela presenca de estruturas
secretoras como tricomas glandulares (Lamiaceae), cavidades secretoras (Myrtaceae,
Rutaceae) e ductos de resina (Asteraceae, Apiaceae) (PAVELA & BENELLI, 2016).

Existem 3000 tipos de 6leos essenciais catalogados, mas somente 300 deles tem
sido empregados no @mbito comercial, dentre eles sdo empregados principalmente como
aromas, fragrancias, fixadores de fragrancias, no uso farmacéutico e orais, também séo
comercializados na sua forma bruta ou beneficiada, fornecendo com isso, substancias
purificadas como o limoneno, citral, citronelal, eugenol, mentol e safrol (BI1ZZO et al.,
2009; DONSI & FERRARI, 2016; MAIA et al., 2015).

Sua composi¢do quimica pode sofrer variagdes de acordo com fatores de
umidade, condicGes do solo, temperatura, sazonalidade, técnica de extracdo, horario de
coleta e diferentes estagios de desenvolvimento da planta (MATIAS et al., 2016;
SOUZA et al., 2018).

Outra importancia dos 6leos essenciais é que apresentam atividade contra uma
ampla variedade de microrganismos: virus, fungos, protozoarios e bactérias. Os

componentes presentes nos Oleos essenciais e porcentagens variam de acordo com a
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espécie considerada, as condi¢des de coleta e extracdo, e as partes da planta utilizadas.
Os principais compostos isolados dos 6leos essenciais sdo terpenos e seus derivados
oxigenados, terpendides e também os compostos fendlicos (SOLORZANO-SANTOS &
MIRANDA-NOVALES, 2012).

Estudos realizados por Bahr et al. (2018), demonstraram que o uso do 6leo
essencial de copaiba para tratamento de artrite nas maos teve efeito significativo
comprovando ainda mais a eficacia do seu uso. Nascimento et al. (2018) em seu
trabalho com o Gleo essencial das folhas de Psidium guineense Sw., observaram o
potencial antiproliferativo, salientando que o 6leo essencial pode ser promissor em

novos tratamentos contra o cancer.

3. Tuberculose

A tuberculose (TB) é a principal doenca infecciosa causada por bactérias em
todo 0 mundo, € causada pela microbactéria aerébica Mycobacterium tuberculosis (MT)
ou Bacilo de Koch (BK) e pode ser disseminada pela exteriorizacdo de material
biolégico contaminado, ao espirrar e tossir pulverizando pequenas goticulas. Esta
bactéria tem forma de bacilo e aer6bio e alcool-4cido resistente desenvolve-se
principalmente nos pulmdes, pois esse 6rgdo contém caracteristicas favoraveis para o
desenvolvimento da doenca, outra caracteristica importante é que apresenta um longo
periodo de laténcia em que se inicia a infeccdo e a fase em que aparecem os sintomas da
doenca (BERTOLOZZI et al., 2014; NOGUEIRA et al., 2012).

Os sintomas dessa doenca geralmente sdo percebidos pela presenca de tosse
crbnica, suor noturno, febre, dor no térax, falta de apetite e indisposicdo. A tuberculose
é responsavel pela maioria das mortes anuais, mais do que a AIDS, em paises em
desenvolvimento e o Brasil ocupa o 13° lugar dentre 22 paises com mais casos da
doenca (SILVA et al., 2018; SOUZA & VASCONCELOS, 2005).

No Brasil, a regido sudeste e norte sdo as mais afetadas pela doenca, o estado de
Séo Paulo é o que apresenta 0 maior numero de casos, acomete varias faixas de idade,
principalmente aqueles economicamente ativos, sexo masculino e indigenas pela
resisténcia medicamentosa. Com 0 aumento nos casos da doenca, recentemente iniciou-
se uma nova era no tratamento da TB, onde a Organizacdo Mundial da Satude (OMS)
redefiniu uma lista de paises acometidos pela tuberculose de acordo com as

caracteristicas epidemiologicas tais como: carga de TB; TB resistente a mdltiplos
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medicamentos e coinfecgdo TB e HIV (LEAL et al., 2019; MALACARNE, et al., 2019;
MEIRELLES & PALHA, 2019).

4. Leishmaniose

A Leishmaniose é uma doenca infecciosa causada pelo protozoario do género
Leishmania e no Brasil seu principal vetor é Lutzomyia longipalpis transmitida pelas
fémeas do mosquito chamado de flebotomineos infectados conhecido como mosquito-
palha e sua transmissdo ocorre de forma promastigota a animais selvagens e domésticos
e para o ser humano a infeccdo ocorre de vérias formas: viscerais, cutaneas,
mucocutaneas e cutaneas difusas. Essa doenca € um problema de salde publica que
ocorre em varios paises e no Brasil sdo encontradas as formas cutaneas e mucocutaneas
sdo desencadeadas por infecgOes causadas por L. tropica, L. braziliensis e L.
amazonensis enquanto a forma visceral que € a mais comum €é causada por L. donovani
e a L. chagasi. Ocorre de forma generalizada, crénica, caracterizada por febre irregular e
de longa duracdo, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, anemia com leucopenia,
hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia, emagrecimento, edema e estado de
debilidade progressivo, acomete os orgaos como figado, baco, linfonodos e intestino
levando a caquexia e, até mesmo, ao 6bito (ALVARENGA et al., 2010; ALVES, 2009;
MARCONDES & ROSSI, 2013; OLIVEIRA et al., 2010; PELISSARI et al., 2011;
KAUFFMANN et al., 2017).

No continente americano, o Brasil é o pais mais acometido pela leishmaniose
visceral (LV) sendo esta a segunda doenca parasitaria mais comum em todo mundo e 11
espécies de Leishmania reconhecidas que acometem humanos e 8 em animais. Esta é
uma infeccdo zoonotica de animais silvestres e animais domeésticos (MOTA &
MIRANDA, 2011).

Vaérios trabalhos como o de Machado et al. (2016), mostram que o principal
propagador da doenca é o cdo, que € contaminado pelo protozoario e que esta
relacionada com o aumento da populagéo, taxa de pobreza, baixas condigdes sanitérias e
até adaptacdo das espécies vetoras sendo estas caracteristicas propicias para a
disseminacédo da doencga entre a populagdo. A Figura 3 mostra o ciclo de transmissdo da

leishmaniose.
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CICLO DA DOENCA - MOSQUITO-PALHA
Sdo pequenos e tém a coloragdo de cor palha e,
em [)O,\i(‘é(‘) de repouso, suas asas permanecem
eretas. Eles se desenvolvern em locais Umidos e

; ' i ricos em matéria organica.
TRANSMISSAO

0 ciclo come¢a quando o
mosquito fémea infectado

PERIGO picaum cachorroe o

Criangas estao mais propensas a
doenca pela imunidade mais baixa.
Quando ndo tratada, a leishmaniose
pode evoluir para morte em mais
de 90% dos casos

contamina com O parasita.

RISCO

Como cdes convivem com humanos, em
lugares com alto nimero de animais
contaminados e mosquitos-palha ha
maior risco de contaminagao em pessoas

RESERVATORIO

0 cdo contaminado ndo transmite
a leishmaniose para outros caes
nem para humanos, mas funciona
como reservatario da doenca

0u seja: se picado pelo mosquito,
o torna transmissor da doenga.

Fonte: Ministério da Saude

Figura 3. Ciclo de transmissdo da Leishmania amazonensis na Amazonia brasileira. FONTE:
Coellho, 2010.

A leishmaniose é transmitida aos humanos a partir de um hospedeiro, nesse caso
Figura 3, o cdo. O mosquito vetor da doenga contaminado infecta o animal que serve de
reservatorio para o parasita, uma vez picado novamente pelo mosquito torna-se
transmissor da leishmaniose, em seguida, 0 mosquito contaminado pica 0 ser humano
infectando-o com a doenca, no caso as criangas sao mais propensas a doenga por terem

sua imunidade mais baixa com isso, pode evoluir a sua morte.

5. Patogenos de origem alimentar e bactérias deteriorantes de

alimentos

Dentre os microorganismos deteriorantes de alimentos destacam as bactérias
Salmonella sp., Listeria monocytogenes e Escherichia coli estéo entre 0s mais perigosos
patogenos de origem alimentar, causando alto nimero de doencas e consequentemente a
morte (Valeriano et al., 2012).

A Salmonella sp., é eliminada nas fezes humanas e de animais, por sua vez
contaminando o solo e agua, sua sobrevida pode ser longa e consequentemente
contaminam alimentos ndo processados como hortalicas, ovos, leite e carne crua.

Quando contaminado pela salmonella, o quadro clinico em humanos pode variar com
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diarreia de caracteristicas aquosas, fezes consistentes com sangue oculto, ou visivel, e
muco, esse periodo regride aproximadamente de trés a quatro dias (BRASIL, 2011).

Listeria monocytogenes e Escherichia coli também sdo originadas nos alimentos
contaminados, uma vez contaminada por escherichia coli a pessoa apresenta quadro
clinico de diarreia, febre e vémitos e em casos mais graves pode levar a morte pacientes
como recém nascidos e idosos. Quando a contaminacgéo é pela listeria, as complicacdes
levam a um quadro denominado de listeriose, 0s sintomas sdo comparados aos casos de
gripes, dores de cabeca, febre, vomitos, levando a complicacbes mais graves como a
meningite (SIMONETT], 2015).
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OBJETIVOS

Identificar os constituintes quimicos dos 6leos essenciais presentes nas folhas e
flores de S. odoratissima A. St. Hil.

Verificar o potencial do 6leo essencial da Spiranthera odoratissima A. St. Hil.
(Rutaceae) como agente antibacteriano.

Investigar a atividade antibacteriana in vitro de O&leos essenciais de S.
odoratissima A. St. Hil., contra bactérias deteriorantes de alimentos.

Determinar a bioatividade de Oleos essenciais de folhas e flores de S.
odoratissima contra patdgenos causadores de doencas como a tuberculose e a
leishmaniose.
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CAPITULO I - Constituintes Quimicos dos Oleos Essenciais Extraidos
de Folhas e Flores de Spiranthera odoratissima A. St. Hil. (Rutaceae)

(Normas de acordo com a revista Records of Natural Products, 2019)

Resumo: Spiranthera odoratissima A. St. Hil. (Rutaceae), ou manaca, uma planta
cultivada no Centro-Oeste brasileiro, vem sendo usada para o tratamento de
reumatismo, infeccdo e dores abdominais. Esta pesquisa tem por objetivo investigar 0s
constituintes quimicos dos dleos essenciais das folhas e flores de S. odoratissima A. St.
Hil. Os 6leos essenciais foram obtidos por hidrodestilacdo e totalmente caracterizadas
por cromatografia gasosa com detector por ionizacdo de chama (GC-FID) e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). Os resultados do
Oleo essencial das folhas de S. odoratissima A. St. Hil. mostraram conter 28
componentes volateis que representam 93,8% do 6leo. Seus componentes principais
foram B-cariofileno (23,8%), biciclogermacreno (10,8%), &-cadineno (7,1%),
germacreno D (5,9%), a-copaeno (5,5%) e B-elemeno (5,3%). Os resultados do 6leo
essencial das flores de S. odoratissima A. St. Hil. mostraram conter 29 componentes
volateis que representam 94,4% do Oleo. Seus principais constituintes foram f3-
cariofileno (14,1%), espatulenol (8,1%), y-cadineno (7,2%), a-cadinol (6,6%), o-
copaeno (6,4%), t-muurolol (6,3%), &-cadineno (5,8%), pB-elemeno (5,4%) e
aloaromadrendano (5,2%). Nesta pesquisa, investigou-se pela primeira vez o0s

constituintes quimicos do 0leo essencial das flores de S. odoratissima A. St. Hil.

Palavras-chave: Spiranthera odoratissima A. St. Hil.; Rutaceae; oleos essenciais; [3-

cariofileno; planta medicinal.
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1. Introducgéo
1.1. Fonte vegetal

As folhas e flores de S. odoratissima A. St. Hil., foram coletadas em novembro
de 2017 no municipio de Ipora, Goids nas coordenadas (16°24°11,2°°Sul e
51°06°41,4’Oeste). A planta foi identificada pela botanica MSc. Erika Amaral, e uma
exsicata (n° 1039) foi depositada no herbario do Instituto Federal Goiano Campus Rio
Verde.

1.2. Estudos Prévios

O género Spiranthera (Rutaceae) compreende trés espécies distribuidas pela
Ameérica do Sul, principalmente no Brasil, Bolivia, Guiana e Venezuela. No que diz
respeito a sua composicdo quimica, a espécie S. odoratissima contém alcaloides da
furoquinolina e B-indoloquinazolina, cumarina, terpeno, esteroide e limonoides. A S.
odoratissima A. St. Hillaire, que é um arbusto encontrado no cerrado brasileiro, é
conhecida no Brasil como manaca. Na medicina popular, suas folhas e raizes tém sido
amplamente usadas no tratamento de varias doencas, como sifilis, reumatismo, infeccédo
renal, retencdo urinaria, dor abdominal, gota, furinculos e acne. As atividades anti-
inflamatorias, analgésicas, ansioliticas e antiprotozodrias dos 0leos essenciais da S.
odoratissima A. St. Hil., foram registradas na literatura.

Nesta pesquisa, foram identificados os constituintes quimicos dos 6leos das
folhas e flores da S. odoratissima A. St. Hil., coletada em Ipora, GO. Esta € a primeira
vez em que se conduz uma analise dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais das

flores de S. odoratissima A. St. Hil.

2. Material e Método
2.1. Presente Estudo

Folhas e flores de S. odoratissima A. St. Hil., foram sujeitas a duas horas de
hidrodestilagdo por um aparelho do tipo Clevenger. Para executar a anélise, dividiu-se
300 g de material vegetal em trés amostras de 100 g e acrescentou-se 500 mL de agua
destilada a cada amostra. Apds a coleta manual das amostras de Gleos essenciais, 0s
tracos restantes de agua nos Oleos foram removidos com sulfato de sodio anidro,
seguido de filtracdo. O procedimento de extragdo foi feito em triplicata. O 6leo isolado
foi armazenado sob refrigeracdo até analise. Os rendimentos (m/m) foram calculados a

partir do peso de folha e flor frescas e expressos como a média da analise em triplicata.
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As andlises por cromatografia gasosa (GC) foram realizadas por um
cromatografo gasoso Shimadzu GC-2010 Plus equipado com um amostrador automatico
AOC-20s, um detector por ionizacdo de chama (FID) e um processador de tratamento
de dados. Utilizou-se uma coluna capilar de silica fundida Rtx-5 (Restek Co.,
Bellefonte, PA, EUA) (30 m x 0,25 mm d.i.; espessura de filme de 0,25 pm). As
condigdes de operacdo foram as seguintes: a temperatura da coluna programada para
aumentar de 60 a 240 °C a 3 °C/min e depois manter a 240 °C por 5 min; gas portador =
He (99,999%), a 1,0 mL/min; modo de injecdo; volume de injecdo, 0,1 pL (propor¢éo
de divisdo de 1:10); e temperaturas do injetor e detector = 240 e 280 °C,
respectivamente. As concentragdes relativas de componentes foram obtidas pela
normalizacdo da area de pico (%). As areas relativas foram a média das analises GC-
FID em triplicado.

As anélises de GC-MS foram realizadas por um sistema Shimadzu QP2010 Plus
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo) equipado com um amostrador automatico AOC-
20i. A coluna foi um capilar de silica fundida RTX-5MS (Restek Co., Bellefonte, PA,
EUA) (30 m x 0,25 mm d.i. x 0,25 pum de espessura de filme). O modo de ionizacao
eletronica ocorreu a 70 eV. O hélio (99,999%) foi empregado como gas transportador a
um fluxo constante de 1,0 mL/min. O volume de injecdo foi de 0,1 puL (proporcéo de
divisdo de 1:10). As temperaturas do injetor e da fonte de ions foram fixadas em 240 e
280 °C, respectivamente. O programa de temperatura do forno era o mesmo utilizado
para 0 GC. Os espectros de massa foram obtidos em um intervalo de varredura de 0,5 s,
na faixa de massa de 40 a 600 Da. A identificacdo de componentes volateis das folhas e
flores de S. odoratissima A. St. Hil. (Tabela 1) foi baseada em seus indices de retencédo
em uma coluna capilar RTX-5MS nas mesmas condi¢Oes de operagdo encontradas no
caso do GC, relacionada a uma série homdloga de n-alcanos (Cg-Cy). As estruturas
foram comparadas por computador com as bibliotecas de espectros Wiley 7, NIST 08 e

FFNSC 1.2 e seus padroes de fragmentacao foram comparados com dados da literatura.
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Tabela 1. Constituintes quimicos dos 6leos essenciais das folhas e flores de S.

odoratissima A. St. Hil.

Componentes % AR

IRexp IR}t Folhas Flores
Limoneno 1030 1031 05 0,5
Linalol 1101 1098 - 1,0
terpineno-4-ol 1171 1177 - 0,3
a-terpineol 1190 1192 - 0,4
Bicicloelemeno 1327 1331 1.3 0,3
a-cubebeno 1358 1352 23 2,1
0-Copaeno 1365 1372 55 6,4
B-elemeno 1389 1392 53 5,4
B-cariofileno 1416 1418 23,8 14,1
a-bergamoteno 1430 1436 0,6 1,6
a-humuleno 1447 1455 48 3,9
Aloaromadendreno 1455 1461 2,6 5,2
y-muuroleno 1472 1477 11 1,9
germacreno D 1478 1480 5,9 3,3
[-selineno 1482 1485 15 0,9
Biciclogermacreno 1490 1496 10,8 4,2
a-muuroleno 1494 1499 - 2,7
germacreno A 1501 1503 04 04
y-cadineno 1510 1513 3,0 7,2
8-cadineno 1521 1524 7,1 5,8
a-cadineno 1533 1538 0,3 0,7
germacreno B 1554 1561 0,5 -
Espatulenol 1581 1578 2,9 8,1
Oxido de cariofileno 1585 1583 1,6 3,0
Viridiflorol 1591 1595 1.2 0,7
Epiglobulol 1601 1598 - 0,4
Carotol 1613 1597 0,3 -
humulano-1,6-dieno-3-ol 1618 1619 0,3 -
epoxido de isoaromadendreno 1623 1622 05 0,4
t-muurolol 1643 1640 4,3 6,3
d-cadinol 1647 1645 05 0,6
a-cadinol 1658 1653 4,7 6,6
Nootkatone 1810 1807 0,2 -
Hidrocarbonetos monoterpenos 0,5 0,5
Monoterpenos oxigenados - 1,7
Hidrocarbonetos de sesquiterpenos 76,6 66,1
Sesquiterpenos oxigenados 16,7 26,1
Total 93,8 94,4

IRexp: Indice de retencdo relativo a n-alcanos (C8-C20) na coluna Rtx-5MS; IRy Indice de retencdo
encontrado na literatura; AR%: area relativa.

Vinte e oito componentes foram identificados no O6leo das folhas de S.

odoratissima A. St. Hil., que exibiam cerca de 93,8% da composi¢do total do o6leo,

enquanto vinte e nove componentes foram identificados em oleos de suas flores, que

apresentaram cerca de 94,4% da composicao total do éleo. Os principais constituintes

dos oleos essenciais de suas flores foram B-cariofileno (14,1%), espatulenol (8,1%), v-

cadineno (7,2%), a-cadinol (6,6%), a-copaeno (6,4%), T-muurolol (6,3%), &-cadineno
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(5,8%), p-elemeno (5,4%) e aloaromadendreno (5,2%). Os principais constituintes dos
6leos essenciais de suas folhas foram [-cariofileno (23,8%), biciclogermacreno
(10,8%), d-cadineno (7,1%), germacreno D (5,9%), a-copaeno (5,5%) e P-elemeno
(5,3%). A composicdo quimica dos 6leos essenciais de S. odoratissima A. St. Hil. folhas
foi semelhante & descrita anteriormente na literatura. Esta pesquisa sobre oéleos
essenciais de S. odoratissima A. St. Hil. adiciona informagdes quimiotaxondmicas
relevantes a literatura, uma vez que ha relatos de isolamento de furoquinolina e
alcaloides da B-indoloquinazolina, cumarina, terpeno, esterdide e limondides dessa
espécie. Constituintes quimicos dos 6leos de S. odoratissima A. St. Hil. estdo descritos
na Tabela 1. O segundo passo sera avaliar as atividades bioldgicas desses Oleos

essenciais, a fim de valorizar esta espécie com um carater ecoldgico especial.
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CAPITULO 11 - Atividade antibacteriana in vitro de éleos essenciais de
Spiranthera odoratissima A. St. Hil. contra patogenos de origem
alimentar e bactérias deteriorantes de alimentos

(Normas de acordo com a revista Australian Journal of Crop Science, 2019)

RESUMO

Na medicina popular brasileira, a Spiranthera odoratissima é usada no tratamento de
reumatismo, infeccdo e dor abdominal. Os d&leos essenciais (OES) sdo opcdes
tecnoldgicas que podem ser empregadas em alimentos naturais devido as suas
atividades antimicrobianas. Este trabalho teve como objetivo investigar a composicédo
quimica e os efeitos antibacterianos in vitro dos OEs obtidos de folhas e flores de S.
odoratissima contra bactérias de origem alimentar e deteriorantes, Listeria
monocytogenes, Salmonella enteritidis, Yersinia enterocolitica, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Os valores das concentracdes inibitdrias
minimas (CIMs) dos OEs foram calculados usando o método de microdiluicdo em caldo
em microplacas de 96 pogos. As analises GC-FID e GC-MS revelaram que os principais
componentes determinados no 0Oleo essencial das folhas de S. odoratissima foram f3-
cariofileno (23,8%), biciclogermacreno (10,8%) e &-cadineno (7,1%). Os principais
constituintes do dleo das flores foram [-cariofileno (14,1%), espatulenol (8,1%) e -
cadineno (7,2%). Os OEs de S. odoratissima apresentaram a maior atividade
antibacteriana contra Yersinia enterocolitica (CIM = 0,30 mg/mL), Staphylococcus
aureus (CIM = 0,12 mg/mL) e Listeria monocytogenes (CIM = 0,25 mg/mL). Esses
OEs podem ser uma alternativa natural importante para impedir o crescimento

bacteriano em produtos alimenticios.

Palavras-chave: Alimentos, manaca, bactérias.
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INTRODUCAO

Embora as propriedades bioldgicas dos 6leos essenciais (OE) extraidos de
plantas aromaticas e medicinais sdo explorados por muitos anos, 0 uso de
antimicrobianos naturais recentemente ganhou mais atencdo com o objetivo de
preservacdo de alimentos (Barbosa et al., 2015). Patdégenos de origem alimentar,
amplamente distribuidos na natureza, tém sido a principal causa de problemas de satde
publica nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Como esses agentes Sao
responsaveis por consideravel mortalidade, eles aumentam os custos dos cuidados de
salde e a perda de produtividade e controle na industria de alimentos. Salmonella sp.,
Listeria monocytogenes e Escherichia coli estdo entre os mais perigosos patégenos de
origem alimentar, porque causam a maior nimero de doencas e mortes (Valeriano et al.,
2012).

Sabe-se que os maiores desafios enfrentados pelo uso agentes antimicrobianos
nos alimentos sdo barreiras da regularizagdo, mesmo que varios componentes de OE
tenham sido registrados para serem usados como intensificadores de sabor em alguns
paises, como os EUA. O uso de aromatizadores naturais em alimentos é permitido no
Brasil, esses compostos ndo precisam ser registrados no Ministério da Salude, que
considera que eles ndo representam nenhum risco para a salude dos consumidores,
carvacrol, carvona, cinamaldeido, citral, eugenol, mentol, timol, p-cimeno e limoneno
sdo alguns deles. No entanto, outros compostos, como metil eugenol e estragol, foram
considerados toxicos e ndo devem ser adicionados aos alimentos (Santos et al., 2011).

Para mitigar doencas e perdas econdmicas causadas por microrganismos
patogénicos, 0 uso de produtos naturais, como compostos antimicrobianos, parece ser
relevante para controlar bactérias patogénicas e prolongar a vida atil de alimentos
processados, principalmente quando ha prevaléncia de microrganismos resistentes aos
convencionais anti-sépticos e antibioticos, alem de aumento da popularidade conceitos
de qualidade dos alimentos e o impacto negativo de 334 aditivos sintéticos para a saude.
Assim, o aumento dos consumidores pela demanda por produtos naturais eficazes e
seguros desencadeou investigagdes sobre os efeitos dos fitoquimicos, como resultado, o
numero de estudos sobre OEs aumentou consideravelmente (Valeriano et al., 2012).

EOs sdo novas opcOes tecnologicas que podem ser empregadas como
conservantes. Como eles tém uma atividade de amplo espectro contra bactérias, virus,
fungos, parasitas e insetos, eles potencialmente podem ser aplicado a produtos

farmacéuticos, sanitarios, industrias cosmética, agricola e alimenticia. Devido a sua
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extracdo, geralmente por destilacdo por arraste a vapor, eles contém uma variedade de
moléculas volateis, como terpenos, terpendides, compostos arométicos derivados de
fenol e componentes alifaticos (Franciscato et al., 2018).

Estudos de atividade antibacteriana de OE contra patdgenos transmitidos por
alimentos foram realizados, principalmente in vitro e aplicando bactérias e OE aos
produtos alimentares simultaneamente (Valeriano et al., 2012).

E importante enfatizar que os alimentos devem ser livres de patogenos e
protegidos contra a deterioracdo microbiana durante a vida de prateleira. Como a
demanda dos consumidores por produtos naturais e seguros sem conservantes quimicos
aumentou, pesquisas sobre a avaliacdo de técnicas alternativas que visam preservar sua
qualidade microbioldgica e mantendo suas as propriedades nutricionais e sensoriais
estdo aumentando (ElSalam e Ibrahim, 2014).

Spiranthera odoratissima (Rutaceae), popularmente conhecida como manaci, é
um arbusto encontrado na savana e floresta em Brasil central e Bolivia. Na medicina
popular, tem sido usada no tratamento de reumatismo, gota, infec¢fes renais, retencao
urinaria, dores abdominais e acne, anti-inflamatério, analgésico, ansiolitico e
antiprotozodrio, as atividades de OE de S. odoratissima foram relatadas por a literatura
(Souza et al., 2018). No entanto, o melhor de nosso conhecimento, a atividade
antibacteriana dos OE das flores de S. odoratissima ainda néo foi documentado.

Para continuar os estudos com OE de S. odoratissima (Cabral et al., 2019)
tiveram como objetivo realizar uma investigacdo pioneira sobre a atividade
antimicrobiana in vitro OE de folhas e flores de S. odoratissima (Figura 1) contra as
seguintes bactérias de origem alimentar e deterioradas: Listeria monocytogenes,
Salmonella enteritidis, Yersinia enterocolitica, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Clostridium botulinum, Salmonella typhimurium, Bacillus cereus e Pseudomonas

aeruginosa.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal e Extracéo dos Oleos Essenciais

Folhas e flores de Spiranthera odoratissima foram coletadas no més de
novembro no ano de 2017 as 08:30 da manhad na cidade de Ipora, estado de Goias
seguindo as seguintes coordenadas: (16°24'11,2°’Sul e 51°06'41,4" Oeste). A planta foi

identificada pela botanica MSc. Erika Amaral, e uma exsicata (n° 1039) foi depositada
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no herbario de Rio Verde, no Instituto Federal Goiano (IFGOIANO). Os o6leos
essenciais de S. odoratissima foram extraidos de folhas e flores por hidrodestilagdo em
aparelho de Clevenger por 2 h. A hidrodestilacéo foi realizada em triplicata. O material
vegetal foi dividido em trés amostras de 500 g cada, e 500 mL de agua destilada foram
adicionados a cada amostra. Ap6s a coleta manual dos 6leos essenciais, 0s tracos de
agua remanescentes no 6leo foram removidos com sulfato de sodio anidro, seguido de
filtracdo. Os OEs foram armazenados em uma garrafa de cor ambar e mantidos em
geladeira a 4 °C até a analise. O rendimento de OEs foi calculado a partir do peso das

folhas e flores e expresso como a media das analises em triplicata.

Anaélise dos Oleos Essenciais

Os OEs foram dissolvidos em éter etilico e analisados por cromatografia gasosa
com detector por ionizacdo de chama (GC-FID) e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) usando os sistemas Shimadzu QP5000 Plus e
GCMS2010 Plus (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo). A temperatura da coluna no
GC-FID foi programada para subir de 60 para 240 °C a 3 °C/min e foi mantida a 240 °C
por 5 min; o gas transportador era H, a uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min. O
equipamento foi configurado para operar no modo de injecéo; o volume de injecdo foi
de 0,1 pL (proporcdo de divisdo de 1:10) e as temperaturas do injetor e do detector
foram de 240 e 280 °C, respectivamente. As concentracdes relativas dos componentes
foram obtidas normalizando as areas dos picos (%). As areas relativas consistiram na
média das analises GC-FID em triplicata. As condi¢cBes do GC-MS e a identificacdo dos
6leos essenciais foram previamente relatadas (Melo et al., 2015). A identificacdo dos
componentes volateis dos 6leos essenciais de S. odoratissima foi baseada em seus
indices de retencdo em uma coluna capilar Rtx-5MS (30 m X 0,25 mm; 0,250 um) nas
mesmas condic¢Bes operacionais usadas para GC em relacdo a uma série homologa de n-
alcanos (Cg-Cyp). As estruturas foram comparadas por computador com Wiley 7, NIST
08 e FFNSC 1.2, e seus padroes de fragmentacdo foram comparados com dados da
literatura (Adams, 2007).

Atividade antibacteriana
A concentracdo inibitoria minima (CIM) foi determinada usando microplacas de
96 pocos, conforme recomendado pelo NCCLS (2003). Para a preparacdo das placas,

500 mg de dleos essenciais foram solubilizados em 2 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) e
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submetidos a diluigdes em série 1:2 para outros 8 tubos. Em seguida, cada tubo foi
adicionado com 19 mL de &gar Muller-Hinton a 50 °C. Os tubos foram submetidos a
vortice e seu conteudo foi derramado em placas de Petri para dar concentracdes
variando na proporcao de 12,50 mg/mL a 0,098 mg/mL para os 0leos essenciais. Placas
contendo DMSO e apenas 0 meio de cultura, preparado sob as mesmas condigdes,
foram utilizadas como controle. As suspensdes dos microrganismos foram preparadas
em solucéo salina estéril a 0,9% e a turbidez foi ajustada para uma turbidez equivalente
a metade da escala 1.0 McFarland (NCCLS, 2003). Os inoculos bacterianos foram
aplicados as placas com o auxilio do inoculador Steers e as placas foram incubadas a 37
°C por 24 horas (Steers et al., 1959). A CIM foi considerada a menor concentracdo de
o6leo essencial a inibir o desenvolvimento de bactérias. O experimento foi realizado em

duplicado.

RESULTADOS

Composicdo Quimica dos Oleos Essenciais Extraidos

Foram obtidos os Oleos essenciais extraidos das folhas e flores de S.
odoratissima, com rendimento de 2,5% e 3,0% (m/m), respectivamente. Os compostos
volateis foram identificados por cromatografia gasosa com detector por ioniza¢do por
(GC-FID) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS).
Conforme listado na Tabela 1, os principais componentes dos 6leos essenciais foram 0s
hidrocarbonetos de sesquiterpeno, seguidos pelos sesquiterpenos oxigenados. Os trés
componentes principais identificados no 6leo essencial das folhas sdo PB-cariofileno
(23,8%), biciclogermacreno (10,8%) e d-cadineno (7,1%). Os principais componentes
do 6leo essencial das flores sdo o B-cariofileno (14,1%), o espatulenol (8,1%) ¢ o y-
cadineno (7,2%). Vinte e oito componentes foram identificados em 6leos de folhas de S.
odoratissima, que exibiram cerca de 93,8% da composicéao total do 6leo, enquanto que
vinte e nove componentes foram identificados no 6leos das flores, que apresentaram

cerca de 94,4% da composic¢éo total do 6leo (Tabela 1).
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Tabela 1. Composicdo quimica dos Oleos essenciais das folhas e flores de S.
odoratissima

Componentes % AR

IRexp IR;it Folhas Flores
Limoneno 1030 1031 0,5 0,5
Linalol 1101 1098 - 1,0
terpineno-4-ol 1171 1177 - 0,3
a-terpineol 1190 1192 - 0,4
Bicicloelemeno 1327 1331 1,3 0,3
a-cubebeno 1358 1352 2,3 2,1
a-Copaeno 1365 1372 5,5 6,4
[-elemeno 1389 1392 5,3 54
[-cariofileno 1416 1418 23,8 14,1
a-bergamoteno 1430 1436 0,6 1,6
a-humuleno 1447 1455 4.8 3,9
Aloaromadendreno 1455 1461 2,6 5,2
y-muuroleno 1472 1477 11 1,9
germacreno D 1478 1480 5,9 3,3
B-selineno 1482 1485 15 0,9
Biciclogermacreno 1490 1496 10,8 4,2
a-muuroleno 1494 1499 - 2,7
germacreno A 1501 1503 0,4 0,4
y-cadineno 1510 1513 3,0 7,2
d-cadineno 1521 1524 7,1 5,8
a-cadineno 1533 1538 0,3 0,7
germacreno B 1554 1561 0,5 -
Espatulenol 1581 1578 2,9 8,1
Oxido de cariofileno 1585 1583 1,6 3,0
Viridiflorol 1591 1595 1,2 0,7
Epiglobulol 1601 1598 - 0,4
Carotol 1613 1597 0,3 -
humulano-1,6-dieno-3-ol 1618 1619 0,3 -
epoxido de isoaromadendreno 1623 1622 0,5 0,4
t-muurolol 1643 1640 4,3 6,3
d-cadinol 1647 1645 0,5 0,6
a-cadinol 1658 1653 4,7 6,6
Nootkatone 1810 1807 0,2 -
Hidrocarbonetos monoterpenos 0,5 0,5
Monoterpenos oxigenados - 1,7
Hidrocarbonetos de sesquiterpenos 76,6 66,1
Sesquiterpenos oxigenados 16,7 26,1
Total 93,8 94,4

IRexp: Indice de retencdo relativo a n-alcanos (Cg-Cy) na coluna Rtx-5MS; IRy Indice de retencdo
encontrado na literatura. AR%: area relativa.
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Atividade Antibacteriana dos Oleos Essenciais Extraidos

A atividade antibacteriana in vitro dos 6leos essenciais de S. odoratissima contra
0S microrganismos testados e suas atividades potenciais na saude foram avaliadas
quantitativamente pelos valores da CIM. Os dados obtidos a partir dos valores da
concentracdo inibitéria minima (CIM) dos OEs foram calculados usando o método de
microdiluicdo em caldo em microplacas de 96 pocos. Os resultados da CIM sdo
apresentados na Tabela 2. Os dados indicaram que os 6leos essenciais exibiam niveis
varidveis de atividade antibacteriana contra 0s microrganismos investigados. As
propriedades inibidoras dos 6leos essenciais foram observadas dentro de uma faixa de
concentragfes de 1,0 a 0,12 mg/mL. Observou-se atividade méxima contra Listeria
monocytogenes (CIM = 0,25 mg/mL), Staphylococcus aureus (CIM = 0,12 mg/mL) e
Yersinia enterocolitica (CIM = 0,30 mg/mL). Valores mais altos de CIM foram obtidos
para Pseudomonas aeruginosa (CIM = 0,60 mg/mL), Escherichia coli (CIM = 1,0
mg/mL) e Salmonella enteritidis (CIM = 0,70 mg/mL).

Tabela 2. Valores de concentragdo minima inibitéria (mg/mL) dos dleos essenciais das
folhas e flores de S. odoratissima.

Bacteria Flores Folhas
Salmonella enteritidis 0,70 0,70
Yersinia enterocolitica 0,30 0,30
Staphylococcus aureus 0,12 0,12
Pseudomonas aeruginosa 0,60 0,60
Listeria monocytogenes 0,25 0,25
Escherichia coli 1,00 1,00
DISCUSSAO

O o6leo essencial obtido das folhas de S. odoratissima apresentou alta
concentracdo de hidrocarbonetos sesquiterpenos, principalmente: B-cariofileno (23,8%),
biciclogermacreno (10,8%) e 6-cadineno (7,1%), perfazendo 41,7% da composicéo total
do éleo. Também foram encontrados como compostos principais nos 6leos essenciais de
outras espécies da familia Rutaceae, como Haplophyllum linifolium (biciclogermacreno
e B-cariofileno) e Pilocarpus spicatus (3-cadineno) (Ifiigo et al., 2002; Andrade-Neto et
al., 2002). O B-cariofileno tambem foi identificado como um componente importante

nos Oleos essenciais de Galeopsis bifida (22%), Vernonia remotiflora (42,2%),
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Vernonia brasiliana (36,7%), Annona foetida (14,19%) (Olennikov et al., 2010; Maia et
al., 2010; Costa et al., 2009). Enquanto o biciclogermacreno foi identificado como o
principal componente do 6leo essencial de Annona foetida (35,12%) (Santos et al.,
2016).

A atividade antibacteriana in vitro dos OEs de S. odoratissima contra 0s
microrganismos estudados e suas atividades potenciais foram avaliadas
quantitativamente por valores de concentracdo inibitéria minima (CIM). Os dados
obtidos a partir dos valores de CIM dos EOs foram calculados pelo método de
microdiluicdo em caldo em microplacas de 96 pocos. Os resultados da CIM sdo
mostrados na Tabela 2. Os dados indicaram que os OEs exibiram niveis varidveis de
atividade antibacteriana contra os microrganismos investigados. As propriedades
inibitdrias dos OE foram observadas dentro de uma faixa de concentracdo de 1,0 a 0,12
mg/mL. Observou-se atividade méxima contra Listeria monocytogenes (MIC = 0,25 mg
mL), Staphylococcus aureus (MIC = 0,12 mg/mL), Yersinia enterocolitica (MIC = 0,30
mg/mL), Clostridium botulinum (MIC = 0,30 mg/mL) e Bacillus cereus (MIC = 0,20
mg/mL). Valores mais altos de CIM foram obtidos contra Pseudomonas aeruginosa
(CIM = 0,60 mg/mL), Escherichia coli (CIM = 1,0 mg/mL), Salmonella enteritidis
(CIM = 0,70 mg/mL) e Salmonella typhimurium (CIM = 0,70 mg/mL). Cabe ressaltar
gue a metodologia utilizada neste estudo é a publicada anteriormente por Chaibub et al.,
(2013). No entanto, alguns valores de CIM encontrados para as mesmas cepas
bacterianas neste estudo foram muito diferentes dos descritos anteriormente.

De acordo com Aligiannis et al. (2001), usando o método de dilui¢cdo em caldo, é
relatado que amostras testadas com valores de CIM < 0,5 mg/mL apresentaram forte
inibicdo antimicrobiana, CIM de 0,6 mg/mL a 1,5 mg/mL, a inibi¢cdo foi considerada
moderada e CIM > 1,6 mg/mL, uma inibicdo fraca. Considerando esses parametros,
verificou-se que os Oleos essenciais extraidos das folhas e flores de S. odoratissima
apresentaram forte inibicdo contra Yersinia enterocolitica, Staphylococcus aureus e
Listeria monocytogenes e atividade moderada contra as demais bactérias avaliadas.

A Yersinia enterocolitica € uma bactéria enteropatogénica responsavel pela
gastroenterite humana. A yersiniose entérica & uma doenca de origem alimentar,
transmitida pela via fecal-oral. A apresentacdo clinica da yersiniose inclui diarreia, dor
abdominal, febre e, as vezes, vémitos (Rahman et al., 2011). A Listeria monocytogenes
€ um patdgeno bacteriano que causa uma doenga potencialmente grave em humanos e

animais, chamada listeriose. Em todo 0 mundo, estima-se que a maioria dos casos
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humanos ocorra ap6s o consumo de alimentos contaminados. Os alimentos implicados
com mais frequéncia, tanto em surtos quanto em casos esporadicos, sdo queijos macios,
salsichas, leite ndo pasteurizado, carnes, peixe defumado, laticinios, saladas e produtos
refrigerados prontos para consumo (Buchanan et al., 2017). O Staphylococcus aureus é
uma das principais causas de diversas infecgdes em humanos, incluindo gastroenterite.
A intoxicagdo alimentar por estafilococos ocorre devido a ingestdo de enterotoxinas pre-
formadas nos alimentos, e seus sintomas incluem vomitos, diarreia e cdibras. Essa é
uma das doencas transmitidas por alimentos mais prevalentes no mundo (Dittmann et
al., 2017). Com base nos problemas causados pelas bactérias mencionadas, a aplica¢do
de bleos essenciais de plantas aromaticas e medicinais e seus componentes refor¢ou as
atividades antimicrobianas, antioxidantes e conservantes de alimentos contra uma ampla
gama de patdégenos microbianos (Pellegrini et al., 2018).

EOs de S. odoratissima também apresentaram alto potencial inibitério contra
duas bactérias causadoras de contaminacdo alimentar: Clostridium botulinum e Bacillus
cereus, esta Gltima é uma bactéria Gram-positiva, facultativamente anaerodbica, que
forma esporos e é amplamente distribuida no ambiente devido a sua capacidade de
sobreviver em condic¢des hostis. Pesquisadores em todo o mundo o descreveram como
contaminante de alimentos, uma vez que podem ser encontrados em diferentes tipos de
alimentos crus, como arroz, carne, vegetais, leite e laticinios, alem de alimentos
cozidos. B. Cereus nos alimentos geralmente esta associado a deterioracdo e intoxicacédo
alimentar, que levam a sindromes eméticas e diarréicas (Organji et al., 2015). O
botulismo é uma doenca que resulta da atividade de uma potente neurotoxina derivada
de proteina produzida por Clostridium botulinum, geralmente como resultado da
ingestdo de alimentos nos quais a bactéria produziu a toxina. Quatro tipos de doengas
humanas sdo causadas pela toxina: transmitida por alimentos, feridas, colonizagdo
intestinal de adultos e bebés. O botulismo transmitido por alimentos resulta da ingestéo
de toxinas pré-formadas, enquanto o0s outros trés tipos ocorrem por infeccéo,
multiplicacdo e producdo de toxinas por microrganismos clostridiais em feridas ou no
trato gastrointestinal (Peck e Vliet, 2016).

Alguns constituintes quimicos identificados nos Oleos essenciais de S.
odoratissima tém reconhecida atividade antibacteriana relatada na literatura (Pandey et
al., 2017). Por exemplo, verificou-se que o B-cariofileno e o biciclogermacreno sé&o
altamente concentrados em 6leos essenciais de espécies de Verbenaceae, exibindo
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atividade antimicrobiana promissora (Montanari et al., 2011). Além disso, a atividade
antibacteriana de componentes individuais de OEs, como a-humuleno, espatulenol e [3-
cariofileno, foi relatada anteriormente (Rahman et al., 2016). Como nos OEs de S.
odoratissima, o y-cadineno foi um dos principais constituintes do 6leo essencial, assim
como este mesmo composto foi um dos principais constituintes do éleo essencial de
Xenophyllum poposum que também exibiu atividade antibacteriana pronunciada contra
duas cepas de Staphylococcus aureus (Gonzélez et al., 2012).

Presume-se que os compostos ndo polares difundam facilmente através das
membranas celulares, afetando as vias metabdlicas ou as organelas bacterianas. Além
disso, esses compostos podem interagir com a membrana bacteriana e induzir mudangas
fisioldgicas drasticas, causando perda de permeabilidade da membrana, que acabam
levando a morte celular (Raut e Karuppayil, 2014).

A atividade antimicrobiana de um determinado 6leo essencial pode depender
apenas de um ou dois dos principais constituintes que compdem o 6leo essencial. De
acordo com o crescente nivel de evidéncia, a proporcdo em que 0S principais
constituintes ativos estdo presentes pode ndo ser o Unico fator responsavel pela
atividade inerente aos 6leos essenciais, mas as interacdes entre esses e 0s constituintes
de menor porcentagem nos o6leos também sdo importantes. Em suma, possiveis
interacdes sinérgicas entre 0s componentes dos 6leos essenciais sdo benéficas por sua
atividade contra patdgenos de transmissdo alimentar e bactérias deteriorantes dos
alimentos (Baldim et al., 2018).

CONCLUSAO

O trabalho mostrou que o 6leo essencial de S. odoratissima, além de apresentar
altos teores, apresentou alta atividade antibacteriana in vitro contra Yersinia
enterocolitica, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes. Os 0leos essenciais de
folnas e flores de S. odoratissima mostraram-se moderadamente ativos contra

Salmonella enteritidis, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.
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CAPITULO I1I - Bioatividades de 6leos essenciais de diferentes partes
de Spiranthera odoratissima (Rutaceae)

(Normas de acordo com a Revista Australian Journal of Crop Science, 2019)

Resumo

Na medicina popular brasileira, Spiranthera odoratissima A. St. Hil. (Rutaceae) é usada
para tratar doencas renais, hepaticas, dor de estdmago, dores de cabeca e reumatismo.
Este trabalho tem por objetivo investigar, pela primeira vez, a bioatividade in vitro dos
6leos essenciais (OEs) obtidos de folhas e flores de S. odoratissima cultivadas no
Centro-Oeste do Brasil contra Mycobacterium tuberculosis, formas promastigota de
Leishmania amazonensis e linhagens de células tumorais humana. Avaliamos a
atividade antimicobacteriana dos OEs em termos da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM). Os OEs de folhas e flores mostraram ser antimicrobianos ativos contra M.
tuberculosis, com valores de CIM de 150 pg/mL e 162,5 pg/mL, respectivamente.
Ambos os OEs apresentam significativa atividade antiparasitaria contra a forma
promastigota de L. amazonensis, com valores de Clso (50% de inibi¢do do crescimento)
de 14,36 + 2,02 (OEs-folhas) e 19,89 + 2,66 pg/mL (OEs-flores). A atividade
antiproliferativa em linhagem celular normal (GMO07492A, fibroblastos de pulmao) e
tumorais (MCF-7, HeLa e M059J) foi realizada utilizando o ensaio XTT; os resultados
foram expressos a partir do célculo da Concentragéo Inibitoria de 50% do crescimento
celular (Clsp) e o indice de seletividade foi calculado. OEs de folhas e flores
apresentaram um Clso de 502,97 *+ 40,33 pg/mL e 370,60 + 2,01 pg/mL para a linhagem
GMO07492A, respectivamente. Observou-se atividade antiproliferativa contra todas as
linhagens celulares tumorais humanas, com valores de Clsg significativamente inferiores
aos obtidos para a linhagem celular normal, demonstrando valores de Clsy para a
linhagem MCF-7 (367,57 = 4,46 ug/mL para OEs folhas e 357,70 + 1,85 pg/mL para
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OEs flores) e M059J (492,53 + 56,67 pug/mL para OEs folhas e 324,90 + 6,72 pg/mL
para OEs flores). Estes resultados in vitro mostraram que OEs de S. odoratissima
podem ser um possivel candidato que atue como agente antimicobacteriano,
antiparasitario e antitumoral. No entanto, futuros estudos in vivo usando modelos

experimentais sdo necessarios para confirmar seus efeitos.

Palavras-chave: planta medicinal, Leishmania amazonensis, Mycobacterium

tuberculosis, células tumorais, B-cariofileno, fitoterapia.

Introducéo

Os Oleos essenciais (OEs) sdo sistemas multicomponentes naturais,
complexos e compostos principalmente de terpenos e alguns outros componentes ndo
terpenos. Especificamente, os OEs e seus constituintes exibem diferentes atividades
biologicas, como atividades antioxidantes, antimicrobianas, antifungicas, anti-
inflamatdrias e antitumorais (SHARIFI-RAD et al., 2017). Eles consistem em misturas
de varios compostos volateis e sollveis em lipidios, como monoterpenos,
sesquiterpenos e fenilpropanoides, que podem se difundir facilmente através das
membranas celulares, uma grande vantagem em relacdo as interagdes com alvos
intracelulares. Além disso, possiveis interacfes sinérgicas entre componentes de OEs
sdo benéficas para suas atividades (RAUT; KARUPPAYIL, 2014).

A Spiranthera odoratissima A. St. Hil. (manacd), uma espécie da familia
Rutaceae, € amplamente encontrada no cerrado brasileiro. Na medicina popular, suas
folhas tém sido usadas para depuracdo sanguinea e prevencdo de doencas renais e
hepéticas. Elas também tém atividades ansioliticas e anti-inflamatérias importantes; a
raizes tém sido aplicadas no tratamento de doencgas do estbmago, dores musculares,
dores de cabeca, reumatismo e distirbios hepaticos, além de depressdo do sistema
nervoso central (CHAIBUB et al. 2013; SOUZA et al. 2015; GALDINO et al. 2012).

A tuberculose (TB), causada pela microbactéria aerdbica Mycobacterium
tuberculosis (MT), é a principal doenga infecciosa causada por bactérias em todo o
mundo. A bactéria tem forma de bacilo e pode ser disseminada pela exteriorizacdo de
material bioldgico contaminado, principalmente dos pulmdes, pulverizando pequenas
goticulas ao espirrar e tossir. Como o tecido pulmonar é rico em oxigénio, é muito

favoravel ao desenvolvimento desse microrganismo. No entanto, a MT € capaz de
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permanecer latente mesmo em tecidos com boa concentracdo de oxigénio. Como
resultado, ndo responde adequadamente ao tratamento anti-TB e permite que a doenca
recaia. Embora os pulmdes sejam os responsaveis pelo maior nimero de casos, a TB
extrapulmonar pode se desenvolver e ambos podem coexistir. Nesse caso, a
microbactéria pode infectar diferentes tecidos humanos, como linfaticos,
gastrointestinais, nervosos e até &sseos, além de levar a ampla disseminacdo
denominada tuberculose miliar, que € extremamente perigosa (GLOBAL
TUBERCULOSIS REPORT, 2018).

A Organizacdo Mundial da Saude afirma que cerca de um terco da populacdo
mundial esta infectada pelo MT e estima que uma em cada 10 pessoas contaminadas
possa desenvolver TB. Sua incidéncia foi de cerca de 8,8 milhGes de novos casos em
2010, quando cerca de 1,45 milhdo de pessoas morreram; 25% delas foram vitimas de
coinfecgdo por TB e HIV. Embora a Africa e a Asia concentrem 86% dos casos de TB,
0 Brasil ocupa a 172 posigdo entre 22 paises que representam 80% de todos os casos. O
Brasil estima que cerca de 50 milhdes de pessoas foram infectadas pelo bacilo. Essa
doenca registrou 71 mil novos casos e 4,6 mil 6bitos em 2010 no pais, fato que a torna a
quarta principal causa de morte por doencas infecciosas e a principal entre os pacientes
com HIV. Os nimeros mais alarmantes pertencem ao Rio de Janeiro e a0 Amazonas,
uma vez que os dois estados apresentam taxas de incidéncia semelhantes as encontradas
na Asia e na Africa (GLOBAL TUBERCULOSIS REPORT, 2018).

A leishmaniose é uma doenca infecciosa causada por um protozoario do género
Leishmania. Pode ocorrer de diferentes formas: viscerais, cutaneas, mucocutaneas e
cutaneas difusas. A doenca utiliza um hospedeiro invertebrado, um flebotomineo, um
flebotomineo denominado mosquito-palha, responsavel pela transmissdo de formas
promastigotas a animais selvagens e domésticos, além de humanos. Nos hospedeiros
vertebrados, as formas promastigotas séo trazidas para a célula pelos macrofagos, se
transformam em formas amastigotas e, assim, propagam a infec¢do. No Brasil, a forma
visceral é causada por L. donovani, enquanto as cutdneas e mucocutaneas sao
desencadeadas por infeccdes causadas por L. tropica, L. braziliensis e L. amazonensis
(KAUFFMANN et al., 2017).

Como a medicacdo convencional aplicada ao tratamento de certas doencas,
como tuberculose e leishmaniose, resulta em efeitos colaterais adversos, é urgente o
desenvolvimento de novos tratamentos mais eficientes, seguros, menos toxicos e menos

agressivos. Portanto, estudos focados em alternativas naturais, investigando OEs que
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possam revelar atividades promissoras anti-Leishmania amazonensis e anti-
Mycobacterium tuberculosis foram exaustivamente realizados em todo o mundo
(BERNUCI et al., 2016).

As estimativas mostram que cerca de 60% e 75% dos produtos farmacéuticos
atualmente utilizados no tratamento de cancer e doencas infecciosas, respectivamente,
derivam de fontes naturais. Assim, estudos de toxicidade e mutagenicidade séo
relevantes, pois contribuem para seu uso seguro e eficaz (FACHINETTO; TEDESCO,
2009). Como resultado, as plantas continuam chamando a atencéo de pesquisadores e
empresas farmacéuticas em estudos de protétipos que visam o desenvolvimento de
novos medicamentos a base de compostos naturais. Nessa perspectiva, os OEs
mostraram atividades biologicas promissoras, como antibacterianas, antiproliferativas e
antiparasitarias, que desencadearam varios estudos sobre esse tipo de produto natural
(ESTEVAM et al., 2017; SILVA et al., 2019).

Considerando o potencial medicinal de S. odoratissima, além da importancia
quimica e bioldgica dos OEs de plantas pertencentes a familia Rutaceae (LIAQAT et
al., 2018), e o interesse em aprofundar estudos de OEs de folhas e flores de S.
odoratissima realizado por nosso grupo de pesquisa (CABRAL et al., 2019), este artigo
descreve, as atividades antituberculares, antileishmaniais e antiproliferativas in vitro de

OEs extraidos de folhas e flores de S. odoratissima.

Material e Métodos
Material Vegetal

Folhas e flores de Spiranthera odoratissima foram colhidas em Ipora, GO,
Brazil (16°24°11,2°’Sul e 51°06°41,4’’Oeste) em novembro de 2017. A planta foi
identificada pela botanica MSc. Erika Amaral, e uma exsicata (n°® 1039) foi depositada
no herbario em Rio Verde, no Instituto Federal Goiano (IFGOIANO).

Extracdo dos OEs

Folhas e flores frescas foram submetidas a hidrodestilacdo em aparelho do tipo
Clevenger por 3 horas (CABRAL et al., 2019). Para esse fim, 900 g de material vegetal
foram divididos em trés amostras de 300 g e 1000 mL de agua destilada foram
adicionados a cada amostra. Apds a coleta manual, os tracos de 4gua remanescentes nos
OEs foram removidos com o uso de sulfato de sédio anidro, seguido de filtracdo. Os

OEs foram armazenados em uma garrafa de &mbar e mantidos em geladeira a 4 °C até
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andlise posterior. O rendimento de OEs foi calculado a partir do peso de folhas e flores

frescas e expresso como a média da analise em triplicata.

Anélise GC-FID e GC-MS

As analises de cromatografia gasosa-ionizacdo por chama e cromatografia
gasosa-espectrometria de massa foram realizadas pelos sistemas Shimadzu QP2010 Plus
e GCMS2010 Plus (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo). As condi¢cdes de GC-MS e
GC-FID e a identificacao de constituintes quimicos de OEs foram realizadas de acordo

com a metodologia proposta por Cabral et al. (2019).

Ensaio antitubercular in vitro

A estirpe M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) foi obtida da American Type
Collection (ATCC) e mantida a -80 °C. A atividade antimicobacteriana de OEs de
folhas e flores de S. odoratissima foi avaliada pelo método de microdilui¢cdo em caldo
CIM realizado em microplacas. A resazurina foi empregada para revelar o crescimento
micobacteriano pelo método Resazurin Microtiter Assay (REMA) (PALOMINO et al.,
2002). Os OEs foram diluidos em série (duas vezes) com caldo Middlebrook 7H9
(DifcoTM, Detroit, MI, EUA). O in6culo de micobactéria foi entdo adicionado para
obter concentracdes variando de 150 a 162,5 pg/mL. A isoniazida foi usada como
controle positivo na concentracao de 1,0 pg/mL, enquanto o caldo Middlebrook 7H9 e o

inéculo foram utilizados como solvente e controle negativo, respectivamente.

Ensaio antileishmanial in vitro

Para avaliar a atividade antileishmanial, as formas promastigotas de L.
amazonensis (MHOM/BR/PH8) foram mantidas em meio de cultura RPMI 1640
(Gibco) suplementado com soro bovino fetal a 10%, penicilina (100 Ul/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL). Posteriormente, cerca de 1x10° parasitas foram
distribuidos em placas de 96 pocos e OEs, que haviam sido dissolvidos anteriormente
em 100% de dimetilsulfoxido (DMSO, solucdo-mde 100 mM) (Synth), foram
adicionados as culturas em concentragbes que variavam de 3,12 a 50 pg/mL. A
anfotericina B (Sigma Aldrich, 97% de pureza), em concentragdes variando de 0,19 a
0,011 pg/mL, foi adicionada as culturas e usada como controle positivo. As culturas
foram incubadas em uma incubadora de DBO (Quimis) a 25 °C por 24h. Entdo, a

atividade antileishmanial foi determinada verificando se o crescimento das formas
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promastigotas havia sido inibido. Foi observado contando o numero total de
promastigotas vivas na camara de Neubauer (Global Glass, Porto Alegre, BR) com base
na motilidade flagelar. Foi utilizado o meio RPMI 1640 (Gibco) com 0,1% de DMSO
(Synth) (a concentracdo mais alta). Os resultados foram expressos como a média da
porcentagem de inibicdo do crescimento relacionada ao controle negativo (0,1%
DMSO). As experiéncias foram realizadas em triplicata.

Ensaio antiproliferativo in vitro

Neste estudo, foram utilizadas as trés linhas celulares tumorais a seguir:
adenocarcinoma de mama humano (MCF-7), adenocarcinoma cervical humano (HeLa)
e glioblastoma humano (M059J). Uma linha celular humana normal (fibroblastos de
pulmdo, GM07492A) foi incluida para avaliar a possivel atividade seletiva do produto
natural sob investigagdo. Diferentes linhas celulares foram mantidas como
monocamadas em meio de cultura de plastico (HAM-F10 + DMEM, 1:1, Sigma-
Aldrich) suplementado com soro fetal bovino a 10% (Nutricell), antibidticos
(estreptomicina 0,01 mg/mL e penicilina 0,005 mg/mL; Sigma-Aldrich) e 2,38 mg/mL
de Hepes (Sigma-Aldrich). As células foram incubadas a 36,5 °C em atmosfera de CO,
umidificada a 5%. A atividade antiproliferativa foi medida pelo Toxicology
Colorimetric Assay Kit in vitro (XTT; Roche Diagnostics), de acordo com as instrucdes
do fabricante. Nas experiéncias, as células (10* células/poco) foram incubadas em
microplacas de 96 pocos. Cada poco foi preenchido com 100 pL de meio HAM-
F10/DMEM que continha 6leo essencial em concentra¢fes variando de 3,91 a 500
pug/mL. Foram incluidos os controles negativo (sem tratamento), solvente (DMSO a
0,4%, dimetilsulfoxido, Sigma-Aldrich) e positivo (doxorrubicina, DXR, Pharmacia
Brazil Ltda.). Apds incubagdo a 36,5 °C por 24h, o meio de cultura foi removido. As
células foram lavadas com 100 pL de PBS (solucdo salina tamponada com fosfato) para
remover tratamentos e expostas a 100 pL de meio de cultura HAM-F10 sem vermelho
de fenol. Em seguida, foram adicionados 25 pL de XTT e as células foram incubadas a
36,5 °C por 17h. A absorbancia da amostra foi determinada por um leitor de placas
maltiplas (ELISA - Tecan - SW Magellan vs 5.03 STD 2P) no comprimento de onda de
450 nm e comprimento de referéncia de 620 nm. A atividade antiproliferativa foi
avaliada com o uso de ICsp, a concentragdo capaz de inibir 50% do crescimento da linha
celular como parametro de resposta, calculado pelo programa GraphPad Prism que

representava a sobrevivéncia das células em relacdo as concentracdes do produto natural
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sob investigacdo. Foi utilizada ANOVA de uma via para comparar médias (P < 0,05).
As experiéncias foram realizadas em triplicado. O indice de seletividade foi calculado
dividindo o valor de ICsy dos OEs obtidos para as células GM07492A pelo valor de 1Csg

obtido para a linha de células cancerigenas.

Resultados

Os principais componentes dos OEs foram os hidrocarbonetos sesquiterpenos,
seguidos pelos sesquiterpenos oxigenados. Os trés principais componentes identificados
nos OEs das folhas foram B-cariofileno (23,8%), biciclogermacreno (10,8%) e 9d-
cadineno (7,1%), enquanto os encontrados nos OEs das flores foram B-cariofileno
(14,1%), espatulenol (8,1%) e y-cadineno (7,2%). Dados completos sobre a composi¢do
quimica dos OEs podem ser encontrados em um artigo que acaba de ser publicado pelo
grupo de pesquisa composto pelos autores deste estudo (CABRAL et al., 2019).

A atividade antimicobacteriana in vitro de OEs contra M. tuberculosis foi
investigada em termos de valores de concentracdo inibitéria minima (CIM), em
compara¢do com a isoniazida (controle positivo). A Tabela 1 resume os valores
resultantes da CIM. Os OEs forneceram valores de CIM que variaram de 150 pg/mL
(OEs-folhas) e 162,5 pg/mL (OEs-flores) contra o importante agente causador da TB.

Tabela 1. Atividade antibacteriana de 6leos essenciais de folhas e flores de S.
odoratissima contra M. tuberculosis

M. tuberculosis

CIM (pg/mL)
OEs-Folhas 150
OEs-Flores 162,5
Isoniazida* 1,0

*Controle positivo

Em relacéo a atividade antileishmanial in vitro dos OEs de folhas e flores de S.
odoratissima, os valores de ICsy foram de 14,36 = 2,02 (OEs-folhas) e 19,89 £ 2,66
pug/mL (OEs-flores) (Tabela 2). Os OEs de S. odoratissima inibiram o crescimento do
parasita de maneira dependente da concentragcdo/dose. A anfotericina B (1Csp = 0,011 +

0,34 pg/mL) foi utilizada como controle positivo (Tabela 2).



Tabela 2. Atividade

odoratissima

o1

antileishmanial de 6leos essenciais de folhas e flores de S.

Amostras % de lise + DP /Concentracdo (ug/mL™) 1Cso (Ug/mL)
50 25 12,5 6,25 3,12

OEs-Flores 100+0,00 60,24+56,22 24,44+32,80 7,26+10,27 0,42+0,60 19,89+2,66

OEs-Folhas 97,01+4,22 76,05+33,14 39,69+39,84 16,10+4,66  12,48+17,65 14,36+2,02
0,19 0,095 0,047 0,023 0,011

Amph. B 99,88+0,60 78,33+24,43 68,74+21,97  54,67+17,77 42,44+20,97 0,011+0,34

Controle Negativo: Meio RPMI + 0,1% DMSO. Amph. B: Anfotericina B (controle positivo); DP:
Desvio Padréo

A citotoxicidade de OEs de flores e folhas de S. odoratissima foi avaliada em

relacdo a linha celular normal GM07492A; os valores de ICso foram 370,60 + 2,01 e

502,97 * 40,33 pg/mL, respectivamente. Os OEs das flores foram avaliados em relagéo

as linhas celulares tumorais MCF-7, HeLLa e M059J, cujos valores de ICso foram 357,70
+ 1,85, 376,47 £ 6,45 ¢ 324,90 + 6,72 pg/mL, respectivamente (Tabela 3). Os OEs de
folhas também foram avaliados contra as linhas de células tumorais MCF-7, HelLa e
M059J; os valores de ICs foram 367,57 + 4,46, 523,37 + 1,93 e 492,53 + 56,67 ug/mL,

respectivamente. Os valores de ICso das linhas celulares MCF-7 e M059J foram

significativamente inferiores aos da linha normal (GMO07492A), ou seja, os indices de

seletividade foram de 1,03 e 1,14 nos OEs das flores, enquanto os de OEs das folhas

foram 1,36 e 1,02, respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 3. Atividade antiproliferativa de Oleos essenciais de flores e folhas de S.
odoratissima contra diferentes linhagens celulares

Tratamento (ug/mL)

Linhagem OE-flores OE-folhas DXR
celular

ICx IS 1Cs IS 1Cs IS
GMO07492A 370,60 + 2,01 - 502,97 + 40,33 - 05+0,2 -
MCEF-7 357,70 + 1,85% 1,03 367,57 + 4,462 1,36 62,1+2,0 -
HelLa 376,47 £ 6,45 - 523,37 £1,93 - 53+1,3 -
MO059J 324,90 + 6,722 1,14 49253 +56,67% 1,02 16,2+ 25 -

Valores de ICsq, 50% de inibicdo do crescimento celular; 1S, indice de seletividade. GMO7492A,
fibroblastos de pulmdo humano; MCF-7, adenocarcinoma de mama humano; Hela, adenocarcinoma
cervical humano; M059J, glioblastoma humano. Doxorrubicina (DXR) foi usada como controle positivo.
O indice de seletividade é a razdo entre o valor de 1Csy de OEs de flores e folhas obtidas para células
GMO07492A e o valor encontrado para a linha de células tumorais. Os valores sdo médios £ DP, n = 3.
®Significativamente diferente da linha celular normal (GM07492A) (P < 0,05).

Discusséo

Como mencionado anteriormente, vinte e oito componentes foram identificados em
Oleos das folhas de S. odoratissima A. St. Hil.,, que exibiam cerca de 93,8% da
composicdo total do 6leo, enquanto vinte e nove componentes foram identificados nos
6leos de suas flores, que mostraram cerca de 94,4% da composicdo total do 6leo
(CABRAL et al., 2019).

Os valores de CIM dos OEs de S. odoratissima contra M. tuberculosis séo
bastante promissores, uma vez que alguns autores consideram que CIMs < 200 pg/mL
indicam boa atividade contra M. tuberculosis (MOTA et al., 2018). Além disso, de
acordo com Holetz et al. (2002), produtos naturais com valores de CIM inferiores a 100
png/mL, entre 100 e 500 pug/mL, de 500 a 1000 pg/mL e acima de 1000 pg/mL exibem
boa atividade antimicrobiana, atividade antibacteriana moderada, atividade
antibacteriana fraca e nenhuma atividade antibacteriana, respectivamente. Em relagéo
aos constituintes quimicos, alguns terpenos ja tiveram sua atividade antimicobacteriana
avaliada. Isoprenos, como monoterpenos, sesquiterpenos e alcoois e fendis
relacionados, tém sido responsaveis pela atividade antimicobacteriana de OEs
(BALDIN et al., 2018). Deve-se enfatizar que a promissora atividade antitubercular dos

OEs de S. odoratissima pode ser atribuida ao B-cariofileno, um terpeno cuja atividade
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biologica favordvel ja foi descrita na literatura, principalmente suas propriedades
antioxidantes, antitumorais e antimicrobianas (DAHHAM et al., 2015).

Os OEs das flores (ICso = 19,89 nug/mL) e folhas (ICsp = 14,36 ug/mL) de S.
odoratissima foram considerados ativos contra L. amazonensis, uma vez que a literatura
atribui o potencial antiparasitario dos OEs da seguinte forma: 1Csp < 10 pg/mL ¢
altamente ativo, 1Cso > 10 < 50 pg/mL ¢ ativo, ICso > 50 < 100 ug/mL ¢ moderadamente
ativo e ICsp > 100 pg/mL ¢ inativo (ESTEVAM et al., 2017). Deve-se mencionar que a
promissora atividade leishmanicida dos OEs de S. odoratissima pode ser atribuida a alta
concentragdo de f-cariofileno, um terpeno ativo contra L. amazonensis (SOARES et al.,
2013).

Os resultados da atividade antiproliferativa destacam o B-cariofileno nos OEs de
flores e folhas de S. odoratissima. Varios autores afirmam que esse composto é
responsavel pela atividade antitumoral de OEs. O germacreno D também foi descrito
como um composto que pode influenciar positivamente a atividade antiproliferativa
contra as linhas celulares de leucemia humana (HL-60). Os OEs das folhas de Casearia
sylvestris exibiram citotoxicidade seletiva contra as linhagens celulares tumorais HelLa,
A-549 e HT-29, devido a presenga de ambos os terpenos B-cariofileno e a-humuleno. A
atividade citotdxica exibida pelos OEs de Eperua duckeana pode ser causada por seus
principais compostos (p-cariofileno ou germacreno D), pelo sinergismo entre eles ou
com outros compostos encontrados nos OEs que podem ter efeitos aditivos e inibir o
crescimento de células tumorais (LEANDRO et al., 2015). Além disso, Nascimento et
al. (2018) observaram anteriormente que o valor de ICs do espatulenol, um constituinte
principal dos OEs de S. odoratissima, era de 49,3 pug/mL contra a linha de células
tumorais MCF-7. Como resultado, sua citotoxicidade pode ser atribuida - pelo menos
parcialmente - a atividade antiproliferativa desse sesquiterpeno.

Dois mecanismos de acdo foram propostos pela literatura para explicar as
atividades bioldgicas dos OEs. Ambos estdo associados a hidrofobicidade de
monoterpenos e sesquiterpenos, que costumam ser seus principais produtos quimicos. A
hidrofobicidade dos terpenoides pode permitir-lhes permear facilmente as membranas
celulares, causando a morte de parasitas ou micro-organismos, afetando suas vias
metabolicas ou organelas. Os OEs podem interagir com a membrana do parasita, causar
mudangas fisioldgicas drasticas, levar a permeabilidade reduzida da membrana e
resultando em morte celular. Por outro lado, considerando o grande nimero de

constituintes quimicos e as interacfes sinérgicas ou antagbnicas entre eles, os OEs
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também podem atuar em alvos celulares além das membranas celulares, como lipidios e
proteinas (LEMES et al., 2017).

Concluséo
Os OEs de S. odoratissima exibem atividades antituberculares,

antileishmaniais e antiproliferativas in vitro promissoras. Os OEs estudados destacam-
se como fontes promissoras de compostos bioativos que podem ser utilizadas no
desenvolvimento de tratamentos alternativos para doencas negligenciadas, como a
leishmaniose. Outro resultado favoravel encontrado por este estudo € a atividade desses
OEs contra 0 agente causador da TB.
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CONCLUSAO GERAL

Cerca de 93,8% da composi¢do quimica total do 6leo essencial das folhas de S.
odoratissima A. St. Hil., foram identificados e cerca de 94,4% da composicdo total do
Oleo em suas flores, essa espécie mostrou-se um alto rendimento na composi¢édo
quimica total do 6leo essencial.

As propriedades inibidoras dos 6leos essenciais tiveram eficiéncia contra esses
patdgenos: Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Salmonella enteritidis.

Deve-se mencionar que a atividade leishmanicida dos OEs de S. odoratissima
pode ser atribuida a alta concentracdo de PB-cariofileno, um terpeno ativo contra L.
amazonenses. Os OEs de S. odoratissima exibem atividades antituberculares,
antileishmaniais e antiproliferativas in vitro promissoras. Outro resultado favoravel
encontrado por este estudo é a atividade desses OEs contra o agente causador da TB,
sendo o B-cariofileno, o principal constituinte dos OEs das folhas e flores de S.
odoratissima, podendo ser o principal composto responsavel por sua atividade
antiproliferativa.

Pelos resultados satisfatorios em relacdo a atividade antimicrobiana,
antileishmanial, antiproliferativa, dentre outras, indicaram que o OE da espécie estudada

torna-se um agente eficaz no combate a esses patogenos causadores de doengas.



