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RESUMO

SILVA, ELIZABETH APARECIDA JOSEFI. Instituto Federal de Educacao, Ciéncia ¢
Tecnologia Goiano — Campus Rio Verde — GO, julho de 2019. Oleo essencial das folhas
de Psidium guajava: controle de Sclerotinia sclerotiorum em soja, atividade
bactericida e anticariogénica. Orientador: Edson Luiz Souchie. Coorientadora: Cassia

Cristina Fernandes Alves.

O género Psidium que pertence a familia Myrtaceae abriga diversas espécies
importantes, como a goiabeira (Psidium guajava L.). O o6leo essencial (OE) das folhas
desta planta tem levado a diversos estudos pela sua composi¢do quimica e por suas
propriedades, destacando-se sua atividade antimicrobianas, e sua acdo antifiingica. Esta
vem sendo comprovada sobre fungos fitopatogénicos como o Sclerotinia sclerotiorum,
causador da doenga mofo branco, que ¢ uma das mais importantes na cultura da soja e
possui dificil controle, pois uma vez instalada na lavoura ¢ de dificil erradicagdo. Com
este trabalho, objetivou-se testar o OE das folhas de Psidium guajava, na forma de
emulsdo, e determinar seu efeito fungicida no controle do fungo Sclerotinia sclerotiorum
in vivo, na cultura da soja, bem como avaliar sua atividade anticariogénica e antitumoral.
A extracdo do OE foi realizada por hidrodestilagdo e sua composi¢ao analisada por CG-
EM. Para aplicagdo do OE sobre o micro-organismo foram utilizados dois veiculos, por
emulsdo, e por microcapsulas a 300 ul.mL!. O teste in vivo em plantas de soja foi
realizado utilizando a emulsdao em discos de 7 mm do fungo Sclerotinia sclerotiorum, que
foram incubadas a 22°C e 90% UR e observadas até o crescimento total do controle
negativo. Como controle negativo, foi utilizado apenas o fungo sem nenhum tratamento
e, como positivo, o fungicida frowcide. O teste em folha destacada foi realizado seguindo
a mesma metodologia descrita para o teste in vivo, tanto para emulsao quanto para as
microcapsulas. Foram identificados como compostos majoritarios no OE o trans-
cariofileno e a-humuleno. As microcéapsulas no teste da folha destacada possibilitaram
taxa de inibicdo micelial do mofo branco de 34,6%, enquanto a emulsdo possibilitou
96,4% e 92,5% no teste in vivo em plantas de soja, comprovando seu potencial

antifiungico. Em um segundo momento foi realizada a atividade anticariogénica do OE



das folhas de P. guajava foi determinada em termos de suas concentragdes minimas
inibitorias (MIC), usando o método de microdiluicdo em caldo em microplacas de 96
cavidades. O OE das folhas de Psidium guajava teve atividade moderada contra
Streptococcus mutans (MIC = 200 pg / mL), S. mitis (MIC = 200 pg / mL), S. sanguinis
(MIC =400 pg / mL), S. sobrinus (MIC = 100 ug / mL) e S. salivarius (MIC = 200 pg /
mL). A atividade antiproliferativa foi avaliada em linhagens de células tumorais:
adenocarcinoma de mama (MCF-7), adenocarcinoma cervical humano (HeLa) e
gliobastoma humano (MO059J). Foi incluida uma linha celular humana normal
(GMO07492A, fibroblastos pulmonares). A atividade antiproliferativa foi avaliada,
utilizando o ensaio XTT e os resultados expressos como IC50. As linhas MCF e MO59]
mostraram menores valores de IC50 que os obtidos para a linha normal, mostrando
seletividade. Tais resultados sugerem que o OE de Psidium guajava L. tem atividades

bioldgicas promissoras e pode ser considerado uma nova fonte de compostos bioativos.

PALAVRAS-CHAVE: Atividade antifingica, mofo branco, goiaba, metabolitos

secundarios.



ABSTRACT

SILVA, ELIZABETH APARECIDA JOSEFI. Instituto Federal de Educado, Ciéncia e
Tecnologia Goiano — Campus Rio Verde, July 2019. Psidium guajava leaf essential oil:
Sclerotinia sclerotiorum control in soybean, bactericidal and anticariogenic activity

Advisor: Edson Luiz Souchie. Co-advisor: Cassia Cristina Fernandes Alves.

The genus Psidium belonging to the family Myrtaceae comprises several
important species, such as guava (Psidium guajava L.). The essential oil (EO) from leaves
of this plant, has led to several studies due to its chemical composition and properties,
highlighting its antimicrobial activity, and antifungal action. This has been proven on
phytopathogenic fungi such as Sclerotinia sclerotiorum, which causes the white mold
disease, which is one of the most important in soybean crop and also of difficult control.
Once installed in the field, it is difficult to eradicate. The objective of this work was to
test the EO of Psidium guajava leaves as emulsion and to determine its fungicidal effect
on control of fungus Sclerotinia sclerotiorum in vivo in soybean, as well as to evaluate its
anticaryogenic and antitumor activity. EO extraction was performed by hydrodistillation
and its composition analyzed by GC-MS. For the EO application on the microorganism,
two vehicles were used, emulsion and by microcapsules at 300 ul.mL™!. The in vivo test
on soybean plants was performed using the emulsion over 7 mm Sclerotinia sclerotiorum
fungus discs, which were incubated at 22 °C and 90% RH and observed until the total
negative control growth. As negative control, only the untreated fungus was used and, as
positive control, the frowcide fungicide. The detached leaf test was performed following
the same methodology as described for the in vivo test for both emulsion and
microcapsules. The major EO compounds were trans-caryophyllene and a-humulene. The
microcapsules in the detached leaf test allowed 34.6% white mold mycelial inhibition
rate, while the emulsion allowed 96.4% and 92.5% in vivo test in soybean plants, proving
its antifungal potential. Secondly, the EO anticancer activity of P. guajava leaves was
determined in terms of their minimum inhibitory concentrations (MIC) using the broth
microdilution method in 96-well microplates. The EO of Psidium guajava leaves had

moderate activity against Streptococcus mutans (MIC = 200 pg / mL), S. mitis (MIC =



200 pg / mL), S. sanguinis (MIC = 400 pg / mL), S. sobrinus ( MIC = 100 pg / mL) and
S. salivarius (MIC = 200 pg / mL). Antiproliferative activity was evaluated in tumor cell
lines: breast adenocarcinoma (MCF-7), human cervical adenocarcinoma (HeLa) and
human gliobastoma (M059J). A normal human cell line (GM07492A, pulmonary
fibroblasts) was included. Antiproliferative activity was evaluated using the XTT assay
and results expressed as IC50. The MCF and MOS59]J lines showed lower IC50 values
than those obtained for the normal line, showing selectivity. These results suggest that
EO Psidium guajava L. has promising biological activities and may be considered a new

source of bioactive compounds.

KEYWORDS: antifungal activity, white mold, guava, secondary metabolites.



20

1. INTRODUCAO

Dentro do género Psidium pode-se destacar a goiabeira (Psidium guajava L.)
que pertence a familia Myrtaceae, que possui cerca de 3.800 espécies sendo apontada
como uma das maiores familias botanicas (LANDRUM E KAWASAKI, 1997;
OLIVEIRA, 2018). A goiabeira ¢ considerada uma planta nativa do México se estendendo
por toda a América do Sul, Europa, Africa ¢ Asia (SHAH et al., 2011; ETEMADIPOOR
et al., 2019). Ela cresce em todas as regides tropicais e subtropicais do mundo, adapta-se
as diferentes condicOes climaticas e estd amplamente difundida e bem adaptada no
territorio brasileiro, inclusive no Dominio Cerrado (AMORIM et al.,, 2017;
ETEMADIPOOR et al., 2019).

A goiabeira ¢ uma espécie bastante utilizada na medicina popular, suas cascas
tém sido empregadas no tratamento de diarreia em criangas; as folhas sdo usadas para o
alivio da tosse, distirbios pulmonares, feridas, tlceras, agente hipoalergénico e analgésica
e o fruto utilizado como tonico, laxante e anti-helmintico (FLORES et al., 2015; NUNES
etal., 2016). Resultados comprovam que os extratos de suas folhas possuem propriedades
antimicrobianas, antimutagénica, atividade hipoglicémica, hepaprotetora, anti-
inflamatoria, antioxidante, antinociceptiva, antidiabéticos, antiproliferativa (NORA et al.,
2014; SILVA et al., 2019; VASCONCELOS et al., 2017) entre outras. Ademais, seus
extratos e Oleos essenciais tém mostrado atividade inibitoria in vitro para diferentes
microrganismos dentre eles bactérias e fungos, incluindo Sclerotinia sclerotiorum
(GONCALVES et al., 2008; MENEZES, 2013; SILVA et al., 2018).

Os fungos fitopatogénicos possuem expressivo potencial para causar perdas nas
lavouras ja que, em sua maioria, produzem grandes quantidades de esporos, podem ser
disseminados facilmente por longas distincias, levam plantas & morte e sdo de dificil
erradicacdo (VELOSO, 2016). Tais fungos s@o responsaveis por grandes perdas agricolas
em todo o mundo, gerando consideravel impacto negativo na economia, com perdas de
produtividade entre 30-60% em culturas de interesse econdmico, como a soja, milho,
arroz, trigo, cana-de-agtcar, café, entre outros (VELOSO, 2016).

O fungo Sclerotinia sclerotiorum ¢ um fungo fitopatogénico causador de uma
doenga chamada mofo branco, de expressiva importancia em grandes culturas, como a
soja. E considerada a segunda doenca mais importante nesta cultura, atris apenas da
ferrugem asiatica, e que se traduz em grande desafio para ser controlada, devido ao seu

desenvolvimento e resisténcia em culturas de interesse econdmico no Brasil



(MACHADO, 2017). Ha relatos de reducdes de 21% na produtividade da soja que em
lavouras isoladas pode chegar a 70% (MEYER et al., 2015).

Desde os primeiros relatos da agricultura, os produtores buscam por alternativas
para o controle de organismos nocivos as plantas e grande quantidade de fungicidas
convencionais ¢ utilizada para combater estes fungos, sendo muitos destes compostos
nocivos ao homem e ao ambiente. O Brasil ¢ um dos maiores produtores mundiais de
alimentos, algodao, celulose e biocombustiveis, sendo lider no mercado do agronegdcio,
mas também é o maior consumidor mundial de agrotoxicos para o controle de pragas e
doengas agricolas (PIGNATI et al., 2017). Por isso, € necessaria a busca de estratégias
para o controle de fungos fitopatogénicos. Tendo em vista que as plantas sdo fontes
promissoras de compostos bioativos, que podem controlar estes organismos, diversas
pesquisas com Oleos essenciais e extratos brutos tém sido realizadas (ALCANTARA,
2015; HAGSTRUM E PHILLIPS, 2017; RADUNZ, 2017; TAVARES et al., 2018).

Em virtude da grande diversidade de plantas presentes na flora do Cerrado
brasileiro e sabendo-se que a espécie goiabeira possui compostos biologicamente ativos
e com acao fungitoxica, como relatado por SILVA et al. (2018), justificam-se estudos mais
detalhados sobre estes metabdlitos secundarios, como também de uma forma de sua
aplicagdo in vivo para gerar alternativas de controle para este fungo fitopatogénico em
questdo.

A veiculagdo de 6leos essenciais para sua utilizacdo como possivel biofungicida
tem sido um grande desafio devido sua volatilidade, baixa solubilidade em agua, oxidacao
e estabilidade. Uma alternativa para este fim ¢ a microencapsulacdo como também a
utilizagdo de sistemas emulsionados para veicular 6leos essenciais, sendo que este tltimo
apresenta algumas dificuldades de preparacao pelas caracteristicas dos 6leos essenciais,
tornando-se um desafio obter novas formulagdes (SONG et al., 2015; LOPES, 2016).

Desta forma, o estudo de plantas com propriedades antifungicas ¢ estratégico,
pois pode reduzir a dependéncia das culturas por fungicidas convencionais, como também
reduzir o efeito toxico de suas aplicagdes sobre o ambiente e a satide humana, e as folhas
de goiabeira tém se mostrado com potencial para tal fim (LIMA et al., 2010; FREITAS,
2018; SILVA et al., 2018). A forma de aplicagdo destes produtos naturais bioativos
também deve ser estudada para melhor aproveitamento de sua agdo bioldgica. O uso de
sistemas emulsionados contendo oOleos essenciais pode ser uma alternativa para a

veiculagdo do 6leo essencial de Psidium guajava para a aplicacao na cultura da soja.



1.1.REVISAO DE LITERATURA

A utilizagdo de plantas medicinais ¢ uma das mais antigas armas empregadas no
tratamento de enfermidades e combate a doengas e pragas na agricultura. Seu uso vem
através da sabedoria popular, e este conhecimento vem sendo transmitido de geracdo em
geracdo (BRUNING et al., 2012; LOPES, 2016).

As plantas sdo ricas fontes de produtos biologicamente ativos que podem gerar
novos produtos. Alguns dos constituintes isolados de folhas, raizes, caule, flores e frutos
sdo os principios ativos responsdveis pelas acdes, analgésicas, antimicrobianas,
antifingicas, antiproliferativas e antialérgicas (CARNEIRO et al., 2015). Assim, este fato
instigou a pesquisa sobre plantas medicinais em diversas areas como agronomia,
botanica, farmacologia e fitoquimica, visando seu aperfeicoamento. Contudo, o
conhecimento € escasso sobre a composicdo quimica de 99,6% das plantas da flora
brasileira, estimadas entre 40 a 55.000 espécies (BANDEIRA, 2011). Neste contexto,
destaca-se a flora da regido do Cerrado brasileiro que possui uma das maiores
diversidades taxondmicas e bioquimicas do planeta (PEREIRA et al., 2009; FREITAS,
2018), para a descoberta de novos compostos quimicos capazes de controlar o
desenvolvimento de fitopatogenos.

O fato que gera interesse nos produtos encontrados na natureza ¢ que esses
possuem alta diversidade em termos de estrutura e propriedades fisico-quimicas e
bioldgicas. A diversidade molecular dos produtos naturais ¢ muito superior aquela
derivada dos processos de sintese que, apesar dos avangos consideraveis, ainda ¢ muito
limitada. Portanto, surge a necessidade de novos estudos com plantas produtoras de 6leos
essenciais, como o presente estudo focado no uso do o6leo essencial extraido das folhas
da goiabeira e aplicado em sistema emulsionado para aplicagdo in vivo na soja como

possivel agente de controle para Sclerotinia sclerotiorum.

1.2.Goiabeira (Psidium guajava L.)

A goiabeira pertence a familia Myrtaceae, sendo composta por mais de 70
géneros e 2.800 espécies, distribuidas nas regides tropicais e subtropicais do mundo,
principalmente na América, Australia e Peru (FENG et al., 2015; THORNHILL et al.,
2015; DIAZ-DE-CERIO et al., 2016; AMORIM et al., 2017). O género Psidium apresenta

cerca de 120-150 espécies, dentre as quais destacam-se P. guajava L.(goiaba), P.



catleyanum Sabine (aragd-doce, araca-de-praia ou aragd-de-coroa) e P. guineense Swartz
ou P. ara¢a Raddali (araga-verdadeiro ou araga-azedo) (FENG et al., 2015).

A goiabeira apresenta em forma de arvore ou arbusto pequeno, medindo entre 3
a 5 m de altura, com ramos grandes e folhas oblongas ou ovaladas, de 5 a 15 cm de
comprimento, com veias pinadas proeminentes € possuem em sua estrutura canais
oleriferos em que estd armazenado o seu 6leo essencial (SANTOS, 2017).

No Brasil, a goiabeira € cultivada em escala comercial em quase todas as regioes,
com destaque para os Estados de S3o Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Bahia,
Pernambuco, Paraiba, Goias, Rio Grande do Sul e Parand, sendo o pais o terceiro maior
produtor mundial desta fruta (BATISTA et al., 2015; CARAMES et al., 2017; TAVARES
et al., 2018). Nessas regioes, sdo encontradas, aproximadamente 3.024 espécies
conhecidas, distribuidas e cultivadas principalmente em paises de clima tropical e
subtropical, pela sua capacidade de dispersdo e rdpida adaptagdo aos diferentes
ambientes.

Alguns autores relatam que a goiabeira ¢ nativa do Brasil, de onde foi levada
para todas as regides tropicais e subtropicais do mundo, em razao de sua fécil adaptacao
as diferentes condi¢des edafoclimaticas, bem como da facilidade de propagacao por meio
de sementes (GONZAGA e SOARES, 1994).

A utilizagcdo do cha das folhas de goiabeira ¢ popularmente conhecida, sendo
utilizado contra coélica e diarreias, inflamagao gastrointestinais, hipertensdo, diabetes,
tosse, doencas pulmonares, antitérmico, bronquite, laxante, sangramento nas gengivas,
colera, reduzir vomitos, atividade antimicrobiana, atividade anti-inflamatoria, anticarie,
no tratamento de feridas oculares, anticancerigenas e hepaprotetora, efeitos comprovados
com inumeros estudos a esse respeito (ALMEIDA et al., 1995; LOZOYA et al., 2002;
BEGUM et al., 2002; OH et al., 2005; FERNANDES et al., 2014; FLORES et al., 2015;
FENG et al., 2015; DIAZ-DE-CERIO et al., 2017; JIAO et al., 2017; BORAH et al.,
2019).

A analise da composicao quimica do extrato das folhas revelou a presenca de
aminoacidos, triterpenos e esteroides, acidos, fenois e saponinas (CUELLAR et al., 1984;
SANTOS et al., 2017; BORAH et al, 2019) e de importantes carotenoides
(MERCADANTE et al., 1999; SANTOS et al., 2017; BORAH et al., 2019). Estudos
revelam que os 6leos essenciais extraidos das folhas de goiabeira apresentam intimeras
atividades, dentre elas agdo antimicrobiana contra varios micro-organismos, como

Candida albicans, e contra algumas bactérias como Staphylococcus aureus



(NASCIMENTO et al., 2000; SANTOS et al., 2017, BORAH et al., 2019). Também
possuem poder antioxidante, pela presenca de vitaminas, carotenoides polifenois e,
principalmente, de acido ascorbico (SANTOS et al., 2017; BORAH et al., 2019).

Nas folhas de goiabeira, também foram encontrados acidos volateis, (E)-acido
cinamico e (Z)-3-acido hexenoico (IDSTEIN et al., 1985) e 4cidos graxos (OPUTE, 1978;
BORAH et al., 2019). No 6leo essencial, foram encontrados varios compostos como o-
pineno, p-9-mentenol, trans-cariofileno, B-bisaboleno, o-humuleno, a-santaleno, d-
limoneno, 6xido de cariofileno, eugenol, mirceno, aromadendreno, B-selineno e 1,8-
cineol (CRAVEIRO et al., 1981; PINO et al., 2001; SILVA, 2015; ARAIN et al., 2017;
BORAH et al., 2019), sendo que estudos comprovaram a eficacia do 1,8-cineol como
potente antimicrobiano e antifiingico. Dessa forma, no 6leo essencial das folhas de

Psidium guajava existe um potencial antifingico, antimicrobiano a ser estudado.

1.3.Bioatividade dos 6leos essenciais

As plantas medicinais produzem uma variedade de compostos organicos, dentre
eles estdo os metabolitos secundarios, podendo citar os 6leos essenciais (MARTINS et
al., 2010; MENDES et al., 2018; VAZQUEZ et al., 2019), que sdao considerados fontes
para o desenvolvimento de novos produtos naturais que s3o utilizados como
antibacterianos, anticancerigenos, analgésicos, sedativos, expectorantes, estimulantes,
antioxidantes, inseticidas, antiviral etc, ¢ na composicdo de diversos medicamentos
(PEDROSA, 2016; RAMOS et al., 2017; SOUZA et al., 2017, MENDES et al., 2017,
KUMAR et al., 2019). Além de possuir atividade direta sobre fitopatdgenos como
bactérias, nematoides e fungos, possuem ag¢do indireta, ativando mecanismos de defesa
das plantas aos patogenos (MENDES et al., 2018; VAZQUEZ et al., 2019).

Denominado como “Quinta Esséncia” pelo suico Paracelsus von Hohenheim, a
palavra 6leo essencial foi utilizada para referenciar um componente ativo de uma droga
(GUENTHER, 1950). Sao compostos organicos de baixo peso molecular, muito volateis
e sintetizados pelo metabolismo secundario das plantas, como uma forma de defesa contra
predadores e micro-organismos patogénicos. Podem ser obtidos de diversas partes da
planta, como folhas, raizes, caule, flores, frutos e sementes. Os O6leos essenciais
apresentam qualidade, quantidade e composicao de acordo com a regido e clima que a

planta se encontra, do 6rgdo coletado, da idade da planta, do método de extracdo do



mesmo, entre outros fatores (PEDROSA et al., 2016; KUMAR et al., 2019; SOUZA et
al., 2017; MENDES et al., 2018; VAZQUEZ et al., 2019).

Os constituintes dos 6leos essenciais sao uma mistura muito complexa em que
se tem a mistura de diversos componentes com concentragdes distintas, distribuida em
quatro grandes grupos: terpenos, terpenoides, fenilpropenos e outros. A classe dos
terpenos e tepenoides sdo responsaveis geralmente pela alta atividade antifungica e
antibacteriana dos oleos essenciais (DA SILVA et al., 2017, MENDES et al., 2018;
KUMAR et al., 2019; VAZQUEZ et al., 2019).

A habilidade dos 6leos essenciais em se difundir através da parede celular e
membrana plasmatica de patogenos € pela sua constitui¢do hidrofobica podendo alterar
estruturas de polissacarideos, acidos graxos e fosfolipideos € com suas propriedades
antioxidantes, causando a lise celular tornam plausiveis a sua utilizacao contra estes. Os
compostos geralmente responsaveis por estas propriedades sdo: 1,8 cineol, timol,
carvona, carvacrol (SHAO et al., 2013; MARQUES, 2014; MENDES et al., 2017).

Atualmente, as doengas de plantas sdo responsaveis por relevantes perdas na
agricultura, podendo chegar a perdas entre 20 a 100% da safra anual. Tais perdas podem
reduzir o fornecimento de alimento, gerar produtos agricolas de baixa qualidade, elevar
0s precos e comprometer economicamente o produtor (CASTRO et al., 2016;
MACHADO, 2017).

Como tentativa para evitar as perdas causadas pelas doengas e pragas agricolas,
o controle destas ¢ realizado de maneira tradicional com o controle quimico que nem
sempre sdo eficazes ou economicamente viaveis, além dos riscos que oferecem ao
ambiente e ao ser humano (MENDES et al., 2017). O uso indiscriminado e excessivo de
agrotoxicos gera crescente resisténcia de doencas e pragas aos mesmos, aumentando a
dependéncia de insumos quimicos por parte de produtores (COUTINHO, 1996). A
reducdo na utilizagdo de agrotoxicos no controle de doengas de plantas ¢ uma necessidade
atual, econdmica e ambiental (SCHWAN-ESTRADA et al., 2000), o que t€ém motivado
pesquisas a formula¢ao de novos principios ativos, formando um ciclo vicioso de alto
custo econdmico e ambiental, contaminacao e degradagdo de solos e dguas, reducdo da
biodiversidade e desequilibrios ecoldgicos, levando a insustentabilidade dos sistemas de
produgdo agricola (COUTINHO, 1996; MENDES et al., 2017).

Frente a estes problemas, a necessidade de se preservar o ambiente tem instigado
o estudo de produtos naturais, visando um controle alternativo de fitopatdgenos.

Metabdlitos secundarios que estdo presentes no extrato bruto ou 6leo essencial em plantas



medicinais podem desempenhar fun¢des importantes em interagdes planta-patogeno,
através da acdo antimicrobiana direta, ou indireta, ativando mecanismos de defesa das
plantas que venham a ser tratadas com estes compostos (SCHWAN-ESTRADA;
STANGARLIN, 2000; VAZQUEZ et al., 2019; MENDES et al., 2017; MENDES et al.,
2018). Os o6leos essenciais sao compostos biodegradaveis, seguros, vidveis e eficientes
no controle de fitopatdgenos, e contribuem para a diminuicao das perdas de produtividade
e reducao dos custos de produgao (COSER, 2018).

Dentre as plantas medicinais que apresentam caracteristicas farmacologicas,
pode-se destacar a familia Myrtaceae. Dentre as espécies, destacam-se a goiabeira, ja que
suas folhas apresentam taninos, 6leos essenciais, triterpenoides, -sitosterol, flavonoides
fenodis, saponinas, carotenoides, lectinas, vitaminas, fibras e acidos graxos, resinas,
glicosideos etc (AJAIKUMAR et al., 2005; KARIAWASAM et al., 2017; SOUZA et al.,
2018; WELI et al., 2018).

A goiabeira ¢ uma planta de facil acesso podendo ser encontrada em quintais
residenciais e suas propriedades terapéuticas tém sido amplamente utilizadas na medicina
popular, como estimulante, anti-inflamatodrio, antibacteriano, antidiarreico, antitumoral,
antiproliferativo e seu 6leo essencial extraido de suas folhas tem sido estudado como
poderoso antifingico contra patéogenos e fitopatdogenos (SCGWAN-ESTRADA et al.,
2000; MANOSROI et al., 2006; WANG et al., 2017; QIN et al., 2017; SOUZA et al.,
2018; NGBOLUA et al., 2018; NEGREIROS et al., 2019).

A variabilidade na producdo e teor de oleos essenciais € conhecida por ser
afetada por fatores ambientais tais como luz, temperatura, pluviosidade, vento, solo,
latitude, altitude, estacdoes do ano (CHAGAS et al., 2011; WANG et al., 2017; HANIF et
al., 2018; NGBOLUA et al., 2018; NEGREIROS et al., 2019), como também fatores
genéticos. Assim sendo, a padronizacdo da composigdo e dos efeitos de extratos vegetais
para o controle pragas e doengas, depende também do conhecimento deste metabolismo
em cada espécie a ser utilizada bem como o conhecimento das alteracdes na sua
composi¢ao como consequéncia das variagdes ambientais (WANG et al., 2017; HANIF
et al., 2018; NGBOLUA et al., 2018; NEGREIROS et al., 2019).

Estudos relatam a utilizagao ¢ a eficiéncia do 6leo essencial extraidos das folhas
de goiaba contra patogenos e fitopatogenos. Silva et al. (2019) relataram a utilizag¢do do
0leo essencial para o controle de bactérias cariogénicas do género Streptococcus € como
antiproliferativo em células tumorais indicando a¢cdo moderada contra as bactérias € uma

fonte promissora de compostos com atividade anticancerigena, pela alta quantidade de



terpenos em sua composi¢do. Outros autores relataram atividade antimicrobiana,
antimutagénica, hipoglicémica, antioxidante, antifingica, repelente contra baratas,
moderado efeito repelente contra o mosquito Anopheles stephens Liston, atividade anti-
inflamatoria, efeito larvicida sobre Aedes aegypti (THAVARA et al., 2007; RAJKUMAR,
JEBANESAN, 2007; RATTANACHAIKUNSOPON, PHUMKHACHORN, 2007;
GONCALVES et al., 2008; CHEN et al., 2010; BUVANESWARI et al., 2011; SHRUTHI
et al., 2013; FLORES et al., 2015; KARIAWASAM et al., 2017; MENDES, 2017; QIN
et al., 2017; WANG et al., 2017; WELI et al., 2018; HANIF et al., 2018; NGBOLUA et
al., 2018; VAZQUEZ et al., 2019).

A bioatividade de Oleos essenciais sobre fitopatogenos também tem sido
estudada segundo dados da literatura em que os autores constataram agao antimicrobiana,
antiflingica, bioinseticidas, pesticidas, bactericida de diversos 6leos essenciais extraidos
de plantas medicinais e, ou aromaticas (ALCANTARA, 2015; RADUNZ, 2017,
TAVARES et al., 2018). O 6leo essencial extraido das folhas de goiaba apresentou agao
antiflingica in vitro sobre o fitopatogeno Sclerotinia sclerotiorum, como relatado por Silva
et al. (2018). Portanto, justificam-se estudos visando sua possivel utilizagao in vivo contra
este fungo fitopatogénico que ataca culturas de grande importancia econdmica como a
soja.

Mesmo com grande uso de plantas medicinais no Brasil, € o Dominio Cerrado
apresentar alta biodiversidade e 44% da flora endémica, essas espécies vegetais sao pouco
utilizadas, pela escassez de informagdes na literatura (CASTELO et al., 2010; PAULA et
al., 2012; CORTEZ et al., 2015; CHAVES et al., 2018). Apesar de haver alguns trabalhos
realizados até o momento, ainda had caréncia de estudos sobre as espécies de plantas
medicinais no Cerrado que podem produzir 6leo essencial com alto potencial

antimicrobiano e antifungico sobre fitopatdgenos de importancia econdmica.

1.4.Emulsoes

Sistemas termodinamicamente instaveis e heterogéneos compostos por dois
liquidos que ndo se misturam entre si, em que se tem uma das partes intimamente dispersa
na outra em forma de goticulas esféricas sao denominados emulsdes, que apresentam
tamanho entre 0,1 a 1 pm envolvidos por um dispersante (LI et al., 2012; LAM e

NICKERSON, 2013; PEREIRA ¢ GARCIA-ROJAS, 2015; MILLEO et al., 2019). As



emulsdes sdo uma alternativa para incorporar, proteger e, ou liberar compostos insoluveis
ou pouco soluveis em 4gua (PEREIRA e GARCIA-ROJAS, 2015; MILLEO et al., 2019).

As emulsdes podem ser divididas em emulsdes do tipo simples e do tipo
multiplas (PEREIRA e GARCIA-ROJAS, 2015). Sao do tipo simples quando a emulsdo
contém agua em 6leo (A/O), e as goticulas de agua estio dispersas no 6leo ou quando se
tem 6leo em 4gua (O/A) e as goticulas de 6leo estdo dispersas na agua. Ja as emulsdes do
tipo multiplas, ¢ quando ha sistemas multicompartimentalizados, formados por trés ou
mais fases, como agua/dleo/agua (A/O/A) ou o6leo/agua/dleo (O/A/O) (HILL, 1996;
BENICHOU et al., 2004; HERZI et al., 2014; PEREIRA ¢ GARCIA-ROJAS, 2015;
LOPES, 2016). Na Figura 1, pode-se observar a estrutura de emulsdes simples e

multiplas.

Emulsées Simples

Emulsoes Multiplas

Figura 1 - Esquema simplificado dos tipos de emulsfes. Fonte: Propria Autora.

Para a estabilizagdo das emulsdes sdo utilizados os agentes tensoativos, que sao
moléculas anfifilicas que t€ém como a finalidade promover essa estabilidade cinética da
mesma formando uma pelicula na superficie da goticula (PEREIRA, GARCIA-ROJAS,
2015; LOPES, 2016). A escolha desse tensoativo depende de seu EHL (Equilibrio
Hidroéfilo-Lipdlifo). Para a formacao de emulsdes, sdo utilizados geralmente tensoativos
hidrofilicos com EHL > 7,0 por terem maior afinidade para formar emulsdes do tipo O/A
e com EHL < 7,0 para formar emulsdes do tipo A/O, fator que influencia diretamente a

estabilidade da emulsao a ser preparada (LOPES, 2016).



Os sistemas emulsionados sdo alternativas para liberacdo controlada de
compostos bioativos, como a de dleos essenciais que sao substancias lipofilicas muito
complexas, odoriferas, liquidos a temperatura ambiente, muito volateis e fotodegradaveis
(BRUNETON, 1999; NERIO et al., 2010; ASBAHANI et al., 2015). Para a veiculagao
destes compostos tdo sensiveis como os Oleos essenciais, a utilizacdo de emulsdes vem
aumentando, pois estas sdo capazes de propagar o 6leo essencial sem desestabiliza-lo,
fornecendo maior biodisponibilidade dos compostos ativos tornando-o mais eficaz, como
também, postergando o seu efeito bioativo (PEREIRA, GARCIA-ROJAS, 2015; LOPES,
2016).

1.5.Mofo Branco - Sclerotinia sclerotiorum

A soja ¢ uma cultura de grande importancia econdmica mundial, e as doengas
que lhe acometem sdo causadas por agentes bidticos e abidticos e sao um dos principais
empecilhos para sua produgdo, podendo causar danos irreversiveis a cultura e gerar
grandes prejuizos aos agricultores. Para um controle eficaz dessas doengas, ¢ necessario
que se adote um manejo integrado com ac¢des em conjunto, como o controle cultural,
bioldgico, quimico e genético (GUERRA, 2017; GOMES et al., 2017; RANJAN et al.,
2019).

Dentre as principais doencas que atacam a cultura da soja, o mofo branco ¢ a
segunda mais importante, de dificil controle, ficando atrds apenas da ferrugem asiatica.
Desde seu surgimento em lavouras de soja brasileiras, tem causado danos, mas teve sua
incidéncia aumentada deste a década de 1990, sendo que a infestacdo por esclerddios
deste fitopatogeno pode estar entre 23 e 100%, reduzindo a producdo em até 37%
(DILDEY et al., 2014; MEYER et al., 2014; GOMES, 2017). Areas entre 100 e 300
hectares em Goids, com incidéncia desta doenga superior a 50%, sdao facilmente
detectadas (FILHO, 2012; GUERRA, 2017; MACHADO et al., 2017)

O mofo branco ou podridao branca da haste que acomete a soja ¢ causado pelo
fungo Sclerotinia sclerotiorum, pertencente a classe dos Ascomicetos, subclasse
Discomicetos, Ordem Helotiales, a familia Sclerotiniaceae e ao gé€nero e espécie
Sclerotinia sclerotiorum. Este ¢ um fungo de solo, necrotrofico, cosmopolita e
inespecifico que pode provocar perdas em diversas espécies, entre monocotiledoneas e
dicotiledoneas (BOLAND, HALL, 1994). O ataque deste patdgeno ocorre no estadio de

floracdo da cultura, pela presenca no solo dos esclerddios que sdo as estruturas de



resisténcia, com tamanho de 1 a 30 mm de comprimento, geradas por este fungo e que
permanecem viaveis no solo por um longo periodo de tempo nas condi¢des mais adversas
de temperatura, umidade, luz e nutrientes, pela presenca de melanina em sua estrutura,
assim conservando intacto seu poder patogénico (MC LEAN, 1958; PAVAN et al., 1997;
KUHN, 2006; XIMENES, 2013; GOMES, 2017; GUERRA, 2017; WANG et al., 2018).

Quando as condi¢des de umidade (acima de 75%) e temperatura (13 a 22 °C)
estao ideais e na presenga de um hospedeiro, os esclerodios germinam e se reproduzem
por forma miceliogénica (o proprio esclerddio produz o micélio que infecta o hospedeiro)
ou capogénica (ocorre a producdo de apotécios que produzirdo os ascOsporos que se
disseminam até o hospedeiro causando a infec¢do) (MC LEAN, 1958; PURDY, 1979;
GERALDINE et al., 2010; GOMES, 2017; GUERRA, 2017; HU et al., 2018).

A doenga mofo branco provoca sintomatologia que se caracteriza pelas lesoes
encharcadas coberta por um micélio variando de coloracdo de branca a parda
(pardacenta), septado, muito ramificado de aspecto cotonoso na superficie dos o6rgaos
atacados (Figura 3) (DILDEY et al., 2014; NA et al., 2018; JIA et al., 2019). Ap6s a
infeccdo e a formagdo do micélio, este produz suas estruturas de resisténcia que sao
inicialmente brancos ¢ quando se formam totalmente, apresentam coloragdo preta e
estrutura rigida e sdo denominados esclerddios que se instalam tanto na superficie, como
no interior das hastes e vagens infectadas, sementes infectadas tem aparéncia opaca e de
baixo peso (Figura 4) (DILDEY etal., 2014; GUERRA, 2017; NA et al., 2018; LIU et al.,
2019).

Figura 2 - Sintomas e sinais de mofo branco em hastes de soja, causados por Sclerotinia sclerotiorum.
Fonte: Arquivo pessoal



Figura 3 - Estrutura dos esclerédios do mofo branco. Fonte: Arquivo pessoal.

A soja ¢ atacada pelo mofo branco, principalmente em seu estadio de floragdo
plena e no inicio da formagdo das vagens, mas pode ser atacada em qualquer estadio de
seu desenvolvimento. O que favorece sua infestacdo ¢ a alta densidade de plantio, com
condigdes favoraveis para os esclerodios germinarem e, por pressao mecanica, via
apressorio e, ou secrecdo de enzimas e acido oxalico alteram o funcionamento dos
estomatos e as hifas penetram o hospedeiro. Apds ocorrer a infec¢@o nas flores de soja,
0s sintomas passam para as axilas das folhas, ramos e vagens, podendo afetar e levar a
morte toda a planta, pois, apos o aparecimento das lesdes aquosas estas evoluem para
podridao mole dos tecidos com crescimento do micélio branco cotonoso, assim podendo
ocorrer a formagao dos esclerddios nas hastes e vagens da soja fora ou em seu interior,
acarretando na murcha, seca e morte da planta (MC LEAN, 1958; ABAWI, GROGAN,
1979; PURDY, 1979; BOLAND, HALL, 1994; ALMEIDA et al., 2005; DILDEY et al.,
2014; WUTZKI, 2017; NA et al., 2018; LIU et al., 2019).

A erradicagao do mofo branco e seus esclerédios uma vez instalados em uma
area de cultivo ¢ muito dificil. Desta forma, o melhor método de controle é evitar sua
infestagdo na area de cultivo de soja. Porém, uma vez detectada a infestagao deve-se
tomar algumas medidas de manejo, tais como rotagcdo de cultura, aplicacao de produtos
bioldgicos nas culturas exploradas, maior espagamento entrelinhas, menor densidade de
semeadura, cobertura do solo com palhada, época de semeadura desfavoravel ao mofo
branco e escolha por variedades com resisténcia parcial ao patégeno. Além disso,
recomenda-se a aplicacdo de fungicidas especificos para seu controle, sendo que este

ultimo, pela sua intensiva utilizacdo indiscriminada, tem aumentado a resisténcia do



patogeno aos mesmos (JACCOUD-FILHO et al., 2016; WUTZKI et al., 2016; BERGER-
NETO et al., 2017; NA et al., 2018; ZANATTO et al., 2018).

Os fungicidas para o mofo branco podem prevenir a infeccao pelos ascosporos,
mas pela alta densidade de plantio, podem ndo penetrar o dossel da cultura e o controle
da doenga nao ser efetivo. Com o intensivo uso de fungicidas quimicos industrializados
convencionais, tem ocorrido contaminagdo do solo, dos alimentos, da 4gua e do ambiente
e também aumento da resisténcia do fitopatdgeno aos mesmos (XIE et al., 2011; MEYER
etal., 2015; WUTZKI et al., 2016). Isto tem favorecido a busca por métodos alternativos
de controle desta doenga, principalmente, com produtos vegetais, como 6leos essenciais
com propriedades antifingicas que sejam eficientes € com reduzido ou isento impacto
ambiental negativo (DILDEY et al., 2014, COSER, 2018).

Diversos estudos tém comprovado o efeito de metabolitos secundarios, obtidos
de plantas, como os Oleos essenciais, demonstrando seu potencial antifingico a
fitopatogenos, incluindo S. clerotiorum (STANGARLIN, 1999; FERRAZ et al., 2003;
ATTI-SANTOS, 2010; PANSERA et al., 2013). Por exemplo, foi comprovada a acao
antiftingica do 6leo essencial de Azadirachta indica, Melaleuca arternifolia, Pongamia
glabra, Piper aduncum, Psidium guajava, Cinnamomum sp., Cymbopogon sp., Panax
ginseng, Salvia officinalis, entre outros sobre o mofo branco (MARTINS et al., 2010;
GARCIA et al., 2012; PANSERA et al., 2013 SILVA et al., 2018; VALADARES et al.,
2018; MORAES et al., 2018).

Tendo em vista que o mofo branco ¢ uma doenga importante para a cultura da
soja, no Brasil, justifica-se a busca por métodos alternativos de controle. O uso de 6leo
essencial, extraido das folhas de Psidium guajava, no controle deste fitopatdgeno, motiva

o desenvolvimento de pesquisas, ja que sua eficcia in vitro foi comprovada.
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2. OBJETIVOS
2.1.Geral

Avaliar o efeito do 6leo essencial das folhas de Psidium guajava na forma
de emulsdo e determinar seu efeito fungicida no controle do fungo Sclerotinia

sclerotiorum in vitro € in vivo na cultura da soja.

2.2.Especificos

e Avaliar uma emulsdo simples contendo 6leo essencial das folhas de goiabeira;

e Avaliar o efeito antifingico do dleo essencial extraido das folhas da goiabeira
emulsionado no controle do fungo fitopatogénico Sclerotinia sclerotiorum
causador do mofo branco in vitro e in vivo na soja;

e Avaliar a atividade bactericida, anticariogénica e antitumoral do 6leo essencial

extraido das folhas de Psidium guajava.



3. CAPITULO I

(Artigo submetido de acordo com as normas da Revista Pesquisa Agropecudria
Tropical)
Acao antifungica do dleo essencial das folhas de Psidium guajava in vitro e in vivo

no controle de Sclerotinia sclerotiorum em plantas de soja

Essential oil antifugal action of Psidium guajava leaves in vitro and in vivo on the

Sclerotinia sclerotiorum control in soybean plants

RESUMO

Mofo branco ¢ uma das doencas mais importantes que ataca a cultura da soja, atras apenas
da ferrugem asiatica. Este incide sobre varias culturas de grande importancia economica,
e possui dificil controle, aumentando o uso de agrotoxicos. A busca por biofungicidas
extraidos de plantas eficientes e biodegradaveis tem crescido bastante como alternativa
para o controle de fitopatégenos. Com este trabalho objetivou-se avaliar a acdo
antifungica do 6leo essencial (OE) extraido das folhas de goiabeira in vitro e in vivo em
plantas de soja sobre o mofo branco. O OE foi extraido por hidrodestilacdo e sua
composi¢ao analisada por CG-EM. Para aplicagdao do OE, foi formulada uma emulsao e
microcapsulas a 300 ul.mL!. O teste in vivo em plantas de soja foi realizado utilizando a
emulsdo em 7 repeti¢des e discos de 7 mm do fungo Sclerotinia sclerotiorum, que foram
incubadas a 22°C e UR 90% e observadas até o crescimento total do controle negativo.
Como controle negativo, foi utilizado apenas o fungo sem nenhum tratamento e como
positivo o fungicida frowcide. O teste em folha destacada seguiu a mesma metodologia
descrita acima, tanto para emulsdo quanto para as microcapsulas. Foram identificados
como compostos majoritarios no OE o trans-cariofileno e a-humuleno. As microcépsulas
no teste da folha destacada apresentaram taxa de inibi¢do micelial do mofo branco de
34,62%, enquanto a emulsao possibilitou 96,4% e de 92,5% no teste in vivo em plantas

de soja, o que comprova seu potencial antifingico.

Palavras-chave: Goiabeira, fungos fitopatdgenicos, Glycine max, metabolitos

secundarios.



ABSTRACT

White mold is one of the most important diseases affecting soybean crop, behind only
Asian rust. This focuses on several crops of great economic importance, and has difficult
control, increasing the pesticides use. The search for biofungicides extracted from
efficient and biodegradable plants has grown considerably as an alternative for
phytopathogens control. The objective of this work was to evaluate the antifungal action
of essential oil (OE) extracted from guava tree leaves in vitro and in vivo on soybean
plants on white mold. The OE was extracted by hydrodistillation and its composition
analyzed by GC-MS. For OE application, an emulsion and microcapsules were
formulated at 300 ul.mL!. The in vivo test on soybean plants was performed using 7
repetition emulsion and 7 mm discs of the fungus Sclerotinia sclerotiorum, which were
incubated at 22 °C and 90% RH and observed until the total negative control growth. As
negative control, only the untreated fungus was used and as positive the frowcide
fungicide. The detached sheet test followed the same methodology described above for
both emulsion and microcapsules. The major OE compounds were trans-caryophyllene
and a-humulene. The microcapsules in the detached leaf test presented 34.62% white
mold mycelial inhibition rate, while the emulsion allowed 96.4% and 92.5% in the in vivo

test in soybean plants, which proves its antifungal potential.

Keywords: guava, phytopathogenic fungi, Glycine max, secondary metabolites.

3.1.INTRODUCAO

O fungo Sclerotinia sclerotiorum ¢ um fungo fitopatogénico causador de uma
grave doenca chamada mofo branco em grandes culturas como a soja, sendo a segunda
doenca mais importante, atras apenas da ferrugem asiatica. Acarreta perdas em diversas
espécies, entre monocotiledoneas e dicotiledoneas, sendo responsavel por perdas de
rendimento anuais expressivas em culturas agricolas. Representa, portanto, grande
desafio para ser controlada, devido ao seu desenvolvimento e resisténcia (NA et al., 2018;
LIU et al., 2019). Esta doenca recebe essas denominagdes em funcdo de sua
sintomatologia que se caracteriza pelas lesdes encharcadas, coberta por um micélio
variando de coloragdo de branca a parda, septado, muito ramificado e de aspecto cotonoso

na superficie dos orgaos atacados (BOLAND, HALL, 1979; JIA et al., 2019).



A erradicacdo do mofo branco e seus esclerodios, que sdo suas estruturas de
resisténcia, uma vez instalados em area de cultivo torna-se complexa. Assim, o melhor
método de controle ¢ evitar a entrada do mesmo na area de cultivo de soja. Uma vez
detectada sua infestacdo, deve-se tomar algumas medidas de manejo para esta doenga,
como o controle cultural, a rotacdo de cultura, a adi¢do de produtos bioldgicos nas
culturas exploradas, maior espacamento entre linhas, menor densidade de semeadura,
escolha por variedades com resisténcia parcial ao patdgeno, aplicagdo de fungicidas
especificos para seu controle entre outros. Este ultimo, pela sua utilizagao indiscriminada,
tem aumentado a resisténcia do patdogeno para aos fungicidas quimicos convencionais
(WUTZKI et al., 2016; NA et al., 2018; RANJAN et al., 2019).

Os fungicidas para o mofo branco podem prevenir a infec¢ao pelos ascosporos,
mas por causa da alta densidade de plantio este pode nao penetrar no dossel da cultura e
o controle torna-se ineficiente. Com o aumento da utilizagdo do controle quimico
convencional, consequentemente, hd contaminagdo do solo, dos alimentos, da dgua, do
ambiente e também aumento a resisténcia do fitopatégeno (WUTZKI et al., 2016). Isto
tem motivado a busca por métodos alternativos para seu controle, como a utilizagao de
6leos essenciais com propriedades antifungicas que sejam eficientes ¢ provoquem o
minimo de impacto ambiental negativo, além de serem facilmente adquiridos e terem
baixo custo (BOMFIM et al., 2015).

Diversos estudos na literatura t€m provado o efeito de metabolitos secundarios
obtidos de plantas como os 6leos essenciais, demonstrando seu potencial de controle a
fungos fitopatogénicos (ATTI-SANTOS, 2010; PANSERA et al., 2013). Um exemplo, é
o caso do 6leo essencial extraido das folhas da Psidium guajava, que pertence a familia
Myrtaceae, que cresce em todas as regioes tropicais e subtropicais do mundo, adapta-se
as diferentes condigdes climaticas e esta amplamente difundida e bem adaptada no
territorio brasileiro, inclusive no Dominio Cerrado (ETEMADIPOOR et al., 2019).

A analise da composicao quimica das folhas revelou a presenga de aminoécidos,
triterpenos e esteroides, acidos, fendis, saponinas, carotenoides (CUELLAR et al., 1984;
SANTOS et al., 2017), 6leos essenciais, triterpenoides e p-sitosterol (CRAVEIRO et al.,
1981; ARAIN et al., 2017; BORAH et al., 2019). A utilizagdo do cha das folhas de
goiabeira ¢ popularmente conhecida, sendo utilizado contra cdlica e diarreias, inflamagao
gastrointestinais, hipertensao, diabetes, tosse, doengas pulmonares, antitérmico, laxante,
sangramento nas gengivas, colera, reduzir vomitos, atividade antimicrobiana, atividade

anti-inflamatdria, anticarie, no tratamento de feridas oculares, anticancerigenas e



hepaprotetora, efeitos comprovados com inimeros estudos a esse respeito (FENG et al.,
2015; FLORES et al., 2015; JIAO et al., 2017; SOUZA et al., 2017, BORAH et al., 2019).

No 6leo essencial das folhas de goiaba, foram encontrados varios compostos
como a-pineno, trans-cariofileno, B-bisaboleno, a-humuleno, d-limoneno, 6xido de
cariofileno, eugenol, mirceno, aromadendreno, B-selineno e 1,8-cineol (CRAVEIRO et
al., 1981; PINO et al., 2001; ARAIN et al., 2017; SILVA et al., 2018; BORAH et al.,
2019), sendo que estudos comprovaram a eficacia do 1,8-cineol como potente
antimicrobiano, inseticida e antifingico. Dessa forma, o 6leo essencial das folhas de
Psidium guajava possuem potencial bioativo a ser estudado (LIMA et al., 2010; SOUZA
et al., 2017).

Tendo em vista que o mofo branco ¢ uma doenga importante para a cultura da
soja no Brasil, justifica-se a busca por métodos alternativos de controle. Sendo assim,
com este trabalho objetivou identificar os compostos presentes no 6leo essencial das
folhas de Psidium guajava bem como avaliar o seu efeito antifingico in vitro e in vivo no

controle de Sclerotinia sclerotiorum em plantas de soja.

3.2.MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

As coletas das folhas de Pisidum guajava ocorreram em margo e abril de 2018,
na cidade de Rio Verde, nas coordenadas S 17°47°26.43", W 50°54'49.597" a uma altitude
de 682 m entre 06 e 08h da manha. O material foi coletado da parte superior e inferior do
dossel da planta e, em seguida, identificado de forma inicial por suas caracteristicas
morfoldgicas e, na sequéncia, confirmada pelo bidlogo Marcelo Nogueira Xavier na
Universidade Estadual de Montes Claros, MG, onde foi registrado (exsicata n° de adesao

4481) e depositada em seu herbario.

Extracéo do dleo essencial

A extracdo do oleo essencial ocorreu por hidrodestilagdo utilizando um aparelho
do tipo Clevenger, segundo Silva et al. (2018), em que foi utilizado um total de 20 kg de
folhas in natura. Apds a obtencao do 6leo e medida sua massa em balanga analitica, este
fora armazenado em frasco de vidro dmbar a 4°C, para posterior analise de sua

composic¢ao quimica, conforme Silva et al. (2018).



Emulséo contendo 6leo essencial de Psidium guajava

A emulsdo O/A foi preparada utilizando 6leo essencial com o tensoativo de
natureza hidrofilica (Tween 80, EHL= 15), segundo Kang et al. (2019). A emulsao foi
preparada utilizando 20mL de agua deionizada, juntamente com 1 mL de Tween 80
(quantidade definida em testes prévios) e 6 mL de dleo essencial das folhas de goiabeira,
sob agitacdo em agitador magnético a 500 rpm, por 10 min, para se obter uma emulsio
com concentracdo final de 300 ul/mL de 6leo essencial, dose esta pré-estabelecida

segundo resultados obtidos em experimento por Silva et al. (2018).

Microcépsulas contendo 6leo essencial de Psidium guajava

As microcapsulas foram produzidas pelo método de coacervagdo simples,
segundo adaptacdo de Sharma, Goel (2018). As microcapsulas foram preparadas
utilizando 0,3 g de alginato de s6dio como polimero, 6 mL de 6leo essencial, 1 mL de
tween 80 e 20 mL de agua destilada, para se obter a mesma concentracao da emulsao.
Posteriormente, a solucdo de alginato de sdédio, oleo essencial e tween 80 foram
homogeneizadas com agitacao a 500 rpm, por 45min, em agitador magnético. Logo apos,
a solucdo foi colocada em seringa com agulha 0,3x13 mm e gotejada em solugdo de
cloreto de calcio a 1,5% p/v para formagdo das microcapsulas que ficaram, sob agitacao,
por 20 min, para sua reticulagdo. Posteriormente, foram filtradas e lavadas com agua
destilada e secadas em estufa a 35°C, até peso constante. Foram entdo armazenadas em

frasco ambar, até a utilizacao no teste da folha destacada.

Cultura do fungo Sclerotinia sclerotiorum

Os isolados de S. sclerotiorum Ss12 (BRM 29673) e Ss 43 (BRM 29870)
utilizados no experimento foram cedidos pela Embrapa Arroz e Feijdo, localizada em
Santo Antonio de Goias, GO e mantidos em estufa de crescimento a 23°C, até sua

utilizagdo nos ensaios.

Material vegetal de soja

Plantas de soja (cultivar NS6906 IPRO) de ciclo superprecoce foram cultivadas
em vasos de 6 kg, contendo como substrato formado por solo (Latossolo Vermelho
distrofico) de textura média, fertilizado com NPK (4-30-16), sendo mantidas em casa de
vegetacdo a temperatura ambiente, com fotoperiodo de 12 h e irrigagdo automatizada por

15 dias.



Teste da folha destacada

O teste da folha destacada foi realizado segundo Marques (2014) com algumas
adaptagdes. Folhas com 15 dias ap6s a emergéncia das plantas de soja foram destacadas,
desinfectadas com dgua sanitdria e alcool 70% e colocadas em placa de Petri com papel
de filtro e dgua para manter a umidade. Em seguida, as folhas foram inoculadas com
discos de 7 mm de didametro da cultura do fungo S. sclerotiorum crescido em meio BDA
por 4 dias, e incubadas em camara de germinacao a 22 + 3°C por 24 h, com fotoperiodo
de 12 h. Apds o periodo de incubagdo, as folhas foram aspergidas com agua destilada e
tween 80, sendo o controle negativo 1 para a emulsdo e com as microcapsulas contendo
apenas tween 80, alginato de sdédio como controle negativo 2 para as microcapsulas. O
controle positivo foi realizado com o fungicida frowncide, na concentragio de 10 ug.mL"
! do ingrediente ativo, e os tratamentos aplicados foram a emulsdo e as microcapsulas
ambos com 6leo essencial de folhas de P. guajava a 300ul.mL™!, concentracio escolhida
por testes anteriores. Logo apos a pulverizacdo dos mesmos, que se deu até o completo
molhamento das folhas sem que ocorresse escorrimento dos tratamentos, as placas de
Petri foram novamente incubadas a temperatura de 22 + 3°C e fotoperiodo de 12 h, sendo
a primeira avaliacdo realizada apds 12 h de incubacdo. Avaliagdes foram feitas até o
crescimento total dos controles negativos. A formagao da lesao foi mensurada com auxilio
de um paquimetro digital e o percentual de inibi¢ao calculado por valores de Percentual

de Inibi¢do do Crescimento Micelial (PIC), conforme Edginton (1971).

Teste antifangico in vivo em soja

Para o teste antifingico in vivo foi utilizada a metodologia de Marques (2014),
em que as plantas de soja, com 15 dias ap6s emergéncia, foram levadas para o Laboratorio
de Microbiologia Agricola da institui¢ao, para a inoculagdo do fungo em suas folhas. A
inoculagdo se deu com a inser¢ao de discos com 7 mm de didmetro da cultura do fungo,
crescido em meio BDA por 4 dias, na por¢ao adaxial de folhas. Apos a inoculagdo, as
plantas foram mantidas em 22°C + 3°C com 90% de umidade e fotoperiodo de 12 h, por
24 horas para o crescimento inicial do fungo. Apos as 24 horas, o fungo ja havia iniciado
seu crescimento e assim as plantas de soja foram pulverizadas com o controle negativo
(4gua + tween), controle positivo (fungicida frowncide) e com a emulsdo contendo dleo
essencial das folhas de goiabeira, at¢ o molhamento completo das folhas sem ocorrer
escorrimento. Logo apos a aplicacdo dos tratamentos, as plantas foram mantidas a 22°C

+ 3°C com 90% de umidade e fotoperiodo de 12 horas. As areas das lesdes foram



mensuradas com um paquimetro digital apos 24 horas da aplicacdo dos tratamentos até o
crescimento total do fungo nas folhas das plantas do controle negativo. Os testes foram

feitos com sete repeti¢des, € cada repeticao teve um conjunto de trés plantas.

Analise estatistica

O teste com a folha destacada foi executado, segundo esquema ao acaso
constituido de 5 tratamentos com 7 repeti¢cdes: controle positivo (+), controle negativo (-
) 1 e 2, emulsdo e microcéapsulas. O teste in vivo foi feito segundo esquema ao acaso
constituido de trés tratamentos: controle +, controle -, € emulsdo do 6leo essencial a
300ul/mL com sete repeticdes. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as
médias dos tratamentos comparadas pelo teste Tukey (5%), por meio do software

ASSISTAT.

3.3.RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise da composi¢do quimica do O6leo essencial das folhas P. guajava
identificou 17 compostos que estdo listados na Tabela 1. Dentre estes compostos, foram
identificados dois compostos majoritarios: o trans-cariofileno (18,18%) e o a-humuleno
(26,37%). Estes resultados sdo similares aos de Craveiro et al. (1981), Cuellar et al.
(1984), Pino et al. (2001) e Silva et al. (2018), indicando a presenca de importantes
compostos com bioatividade, como a agdo fungicida, como o 1,8- cineol, limoneno, trans-

cariofileno, a-humuleno, 6xido de cariofileno, entre outros.

Tabela 1 - Constituintes do 6leo essencial das folhas de Psidium guajava.

Compostos RI* RA(%)
Limoneno 1024 2,22+0,.2
1,8-cineol 1026 1,50+0,3
a-Copaeno 1374 1,05+0,3
trans-cariofileno 1419 18,18+0,4
a-humuleno 1454 26,37 +£0,2

4,11-selinadieno 1475 1,19%0,2



y-muuroleno 1478 0,83+0,2

Aromadendreno 1488 7,63%0,2
a-selineno 1497 7,35%+0,3
a-panasinseno 1517 1,21+0,2
trans-Nerolidol 1566  3,38+0,2
oxido de cariofileno 1585 3,79%0,2
epoxido de a-humuleno 11 1612 4,18+0,3
epoxido longipineno 1620 1,61+0,2
epi-a-muurulol 1639 2,97+0,2
a-cadinol 1651 0,78%+0,3
Selin-11-en-40-o0l 1662 7,20%+0,2
Total Identificado 91,44
Monoterpenos hidrocarbonados 1,8
Monoterpenos oxigenados 1,2
Sesquiterpenos hidrocarbonados 62,0
Sesquiterpenos oxigenados 14,8

*RI - indice de retencéo obtido com referéncia em série homologa de n-alcanos usando coluna SPB-5. *RA
— Avrea relativa (area do pico em relagéo ao pico total no cromatograma CG-MS), média de trés repetigdes
+ - desvio padréo.

O teste de folha destacada para verificar a atividade antifngica da emulsao e
das microcapsulas, contendo 6leo essencial das folhas de goiabeira sobre o crescimento
micelial de S. sclerotiorum foi realizado in vitro e resultou nos dados que podem ser
observados na Figura 5. A emulsdo contendo 300uL.mL"! de 6leo essencial em estudo
possibilitou inibi¢do de crescimento micelial de 96,4%, enquanto as microcépsulas
contendo a mesma concentracao de 6leo essencial, possibilitou apenas 34,62%.

No teste de folha destacada, ao comparar o percentual de inibi¢do de crescimento
micelial das microcépsulas com o controle positivo (fungicida frowncide) e com a
emulsdo (Figura 1), verifica-se que os valores diferiram entre si, indicando que as
microcapsulas possibilitaram apenas 34,62% de inibicdo em relagdo ao fungicida

comercial e a emulsdo, que possibilitaram inibi¢ao de 100% e 96,4%, respectivamente.



Ao observar os resultados para a emulsdo e comparar o percentual de inibi¢ao
de crescimento micelial da mesma com o controle positivo (fungicida frowncide) (Figura
2), verifica-se que os valores ndo diferiram estatisticamente. Isto confirma o potencial

fungicida dos compostos presentes no 6leo essencial das folhas de goiabeira.
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Figura 1 - Percentual de inibi¢do micelial da emuls&o e das microcépsulas contendo 6leo essencial de
folhas de goiabeira a 300uL.mL sobre o fungo Sclerotinia sclerotiorum. Controle 1 (controle negativo
microcapsulas), controle 2 (controle negativo emulsao).

Essa discrepancia nos resultados obtidos para a emulsdo (PIC 96,4%) e para as
microcapsulas (PIC 34,62%), ambas a uma mesma concentra¢ao de 6leo essencial, pode
ser por causa do polimero alginato de sddio utilizado para confec¢do das microcapsulas,
que pode ter impedido a liberagdo do dleo essencial. Nao foram encontrados relatos para
tal fato, devendo-se realizar estudos posteriores para averiguar o ocorrido. Portanto, os
estudos prosseguiram com o teste in vivo em plantas de soja somente com a emulsao.

Quanto ao teste in vivo em plantas de soja, os resultados sobre a atividade
antifingica da emulsdo do dleo essencial das folhas de goiabeira sobre o crescimento
micelial de S. sclerotiorum estio na Figura 6. A emulsdo contendo 300uL.mL"! de 6leo
essencial em estudo possibilitou porcentagem de inibicao de crescimento micelial in vivo
em plantas de soja de 92,5%.

No teste antifungico in vivo em plantas de soja, os resultados foram semelhantes

ao teste da folha destacada que foi realizado in vitro, em que o percentual de inibi¢cdo da



emulsdo ndo diferiu do controle positivo realizado com o fungicida comercial frowncide,
jé utilizado para o controle do mofo branco em lavouras de soja.
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Figura 2 - Percentual de inibicdo micelial in vivo em folhas de soja da emulsdo contendo 6leo essencial
de folhas de goiabeira sobre o fungo Sclerotinia sclerotiorum.

c

A emulsdo possibilitou percentual de inibi¢do ao fungo de 92,5%, valor menor
comparado ao percentual de 96,5% obtido com o teste da folha destacada, mas que nao
diferem estatisticamente. Novamente, este teste in vivo comprova a acdo fungicida dos
metabdlitos secundarios presentes na composi¢do quimica do 6leo essencial das folhas de
P. guajava.

Na analise de composi¢ao quimica do 6leo essencial das folhas de goiabeira, foi
possivel encontrar importantes metabodlitos especiais com potencial fungicida como o 1,8-
cineol, limoneno, trans-cariofileno, a-humuleno, 6xido de cariofileno, entre outros
(CUELLAR et al., 1984; PINO et al., 2001; DE LIMA et al., 2010; KHADRIA et al.,
2014; ARAIN et al., 2017; HANIF et al., 2018; BORAH et al., 2019).

Uma maior bioatividade pode ser observada em estudos com 6leos essenciais
com diversas plantas aromaticas que apresentam em sua composic¢ao alguns constituintes
em especial (citral, geraniol, a-pineno, 1,8-cineol, tranms-cariofileno, furanodieno,
limoneno, eugenol e carvacrol) (TANG et al., 2018; PERVEEN et al., 2018; HANIF et
al., 2018; KANG et al., 2019). Ressalta-se, que pela grande complexidade da composi¢ao

quimica de um o6leo essencial, ¢ dificil relacionar sua bioatividade com apenas estas



substancias, sendo que essa bioatividade pode ser resultado de sinergia entre os
componentes € nao s6 apenas por um unico composto quimico.

Hanif et al. (2018) comprovaram a acdo antifungica do 6leo essencial de P.
guajava contra fungos fitopatogénicos como Aspergillus niger, Aspergillus flavus,
Fusarium solani e Rhizopus solani. Ignalmente, Silva et al. (2018) comprovaram a agao
antifingica in vitro sobre S. sclerotiorum com a dose de 300uL inibindo mais de 90% de
sua germinagao.

Nao ha nenhum relato sobre a agdo antifingica de emulsdes contendo 6leo
essencial das folhas de goiabeira, ha apenas para bioatividade contra fitopatdogenos de
outros Oleos essenciais como: geranio, orégano, canela, eucalipto, absinto, entre outros
(KANG et al., 2018; PARK et al., 2018; SONG et al., 2018; RIBES et al., 2018; KANG
etal., 2019). Portanto, o presente estudo ¢ o primeiro relato sobre a atividade antifiingica
de emulsdo contendo o Oleo essencial das folhas de goiabeira contra o fungo S.
sclerotiorum.

De acordo com Perveen et al. (2018), a acdo dos 6leos essenciais sobre micro-
organismos pode ser atribuida a capacidade em modificar o crescimento geral dos
mesmos pelo achatamento das pontas das hifas, impedindo-as de se desenvolver e
podendo causar a morte do fungo. Além dos 6leos essenciais possuirem carater lipofilico,
que permite atravessar a parede celular e a membrana citoplasmdtica que sdao a base de
lipidios, assim destruindo a estrutura celular e causando danos a essas membranas. Tal
fato ¢ uma citotoxidade caracteristica dos 6leos essenciais, que pode causar desequilibrio
no metabolismo energético de toda a célula, levando ao acimulo de espécies reativas de
oxigénio (ERO), inibindo a taxa respiratoria e a fosforilagdo oxidativa, levando a
apoptose e a necrose celular do fitopatogeno (PERVEEN et al., 2018; SONG et al., 2018;
KANG et al., 2019).

Os resultados obtidos neste trabalho indicam o efeito fungicida da emulsdo
contendo 6leo essencial de folhas de goiabeira sobre o fungo Sclerotinia sclerotiorum,
tanto in vitro (teste da folha destacada) como in vivo (teste antifingico em plantas de
soja). Dessa forma, a utilizacao de 6leos essenciais pode se tornar uma ferramenta para o
controle de pragas agricolas. Vale ressaltar que hd necessidade de estudos posteriores
sobre o assunto para o desenvolvimento de um possivel biofungicida que podera ser

utilizado em campo para a cultura da soja, assim como outras afetadas pelo fitopatogeno.



3.4.CONCLUSOES

No o6leo essencial, extraido das folhas de goiabeira, ha compostos com agdo
antiflingica, como o 1,8-cineol, limoneno, trans-cariofileno, a-humuleno e 6xido de
cariofileno.

A emulsdo contendo 6leo essencial das folhas de goiabeira, na concentracao de
300uL.mL"!, demonstrou atividade antifingica tanto in vitro como in vivo em plantas de
soja, com valor de IMC acima de 90%, comprovando seu potencial fungicida contra S.

clerotiorum.
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Abstract

This study evaluated the anticariogenic and antiproliferative activities of
Psidium guajava leaves (PG-EO) essential oil, traditionally used in folk medicine. The
essential oil was obtained from fresh leaves by hydrodistillation, using a modified
Clevenger apparatus. The major PG-EO chemical constituents were identified by GC-MS
and GC-FID as being B-caryophyllene (16.1%), a-humulene (11.9%), aromadendrene
oxide (14.7%), d-selinene (13.6%), and selin-11-en-4a-ol (12.5%). The EO anticariogenic
activity of P guajava leaves was determined in terms of its minimum inhibitory
concentrations (MIC) using the broth microdilution method in 96-well microplates. PG-
EO had moderate activity against Streptococcus mutans (MIC = 200 pg/mL), S. mitis
(MIC =200 pg/mL), S. sanguinis (MIC = 400 pg/mL), S. sobrinus (MIC = 100 pg/mL),
and §. salivarius (MIC =200 pg/mL). The antiproliferative activity was evaluated against
different tumor cell lines: breast adenocarcinoma (MCF-7), human cervical
adenocarcinoma (HeLa), and human gliobastoma (M059J). A normal human cell line
(GMO07492A, lung fibroblasts) was included. The antiproliferative activity was evaluated
using the XTT assay and the results were expressed as ICso. The MCF and MOS59J lines
showed significantly lower ICso values than that obtained for the normal line, showing
selectivity. Our results suggest that the essential oil of Psidium guajava L. has promising

biological activities and can be considered a new source of bioactive compounds.

Atividades anticariogé€nicas e antiproliferativas do 6leo essencial de folhas

frescas de Psidium guajava L. (Myrtaceae).



Resumo

Este estudo avaliou as atividades anticariogénicas e antiproliferativas do o6leo
essencial das folhas de Psidium guajava (PG-EO), tradicionalmente utilizadas na
medicina popular. O o6leo essencial foi obtido a partir de folhas frescas por
hidrodestilacao, utilizando um aparelho Clevenger modificado. Os principais
constituintes quimicos de PG-EO foram identificados por GC-MS ¢ GC-FID como [3-
cariofileno (16,1%), o-humuleno (11,9%), 6xido de aromadendreno (14,7%), 6-selineno
(13,6%) e selin-11-en-4a-ol (12,5%). A atividade anticariogénica do dleo essencial das
folhas de P. guajava foi determinada em termos de suas concentragdes minimas inibitorias
(MIC) usando o método de microdilui¢ao de caldo em microplacas de 96 pocos. PG-EO
teve atividade moderada contra Streptococcus mutans (MIC =200 pg / mL), S. mitis (MIC
=200 png/ mL), S. sanguinis (MIC =400 pg / mL), S. sobrinus (MIC = 100 pg/mL) e S.
salivarius (MIC = 200 pg / mL). A atividade antiproliferativa foi avaliada em diferentes
linhagens de células tumorais: adenocarcinoma de mama (MCF-7), adenocarcinoma
cervical humano (HeLa) e gliobastoma humano (M059J). Foi incluida uma linha celular
humana normal (GM07492A, fibroblastos pulmonares). A atividade antiproliferativa foi
avaliada utilizando o ensaio XTT e os resultados foram expressos como IC50. As linhas
MCF e MO59J mostraram valores significativamente mais baixos de IC50 do que os
obtidos para a linha normal, mostrando seletividade. Os resultados sugerem que o 6leo
essencial de Psidium guajava L. tem atividades bioldgicas promissoras e pode ser

considerado uma nova fonte de compostos bioativos.

4.1.Introduction

Essential oils are sources of natural substances with several biological activities
with antioxidant, antimicrobial, anticancer, antinociceptive, antiviral, and antiphlogistic
properties (Martins et al. 2015).

Tooth decay is an important public health problem that affects a large number of
people in many countries in the world. More than 700 species of bacteria are identified in
the oral cavity and some of them are responsible for caries and other periodontal diseases,
among them we can highlight the bacteria of Streptococcus genus (Melo et al. 2017).

Plant-derived materials such as plant extracts, essential oils, and pure

compounds have antimicrobial effects against oral pathogens and these materials have



attracted the interest of researchers worldwide. However, reports on the antimicrobial
activity of natural products against oral pathogens are still scarce (Estevam et al. 2016).

Currently, cancer treatment is considered one of the most challenging problems
in medicine and several experimental and epidemiological studies have shown that the
use of some plants may promote chemopreventive and/or antineoplastic action (Oliveira
et al. 2004). In this scenario, some essential oils extracted from different plants have
promising antitumor potential, both in vitro and in vivo (Lesgards et al. 2014).

The species Psidium guajava L., common name guava, belongs to the family
Myrtaceae, which is composed of more than 100 genera and 3800 species and is one of
the most studied species of this family (Haida et al. 2015). The essential oils and leaf
extracts of this plant have several biological activities, including antidermatophytic, anti-
inflammatory, antibiotic, analgesic, hepato-protective and antioxidant properties
(Bhushan et al. 2014; Ferdinand et al. 2014). However, this is the first study reporting the
anticariogenic and antiproliferative activities of the fresh leaves essential oil of P. guajava
occurring in the Cerrado of Goids State, Brazil.

This work, continuing our line of research on chemical composition and the
biological activities of essential oils (Lemes et al. 2017; Oliveira et al. 2017), analyzes
the chemical composition and the anticariogenic and antiproliferative activities of the
fresh leaf essential oil of P. guajava L. collected in the southwest region of the Goias

state.

4.2.Material and Methods

4.2.1. Plant material

The experiment was conducted at the Laboratory of Natural Products Chemistry
of the Instituto Federal Goiano - Campus Rio Verde, GO. In March 2014, fresh P. guajava
leaves were collected at 4:00 p.m from a native population in the Rio Verde region.
Collection took place at coordinates 17°48'12.006"S and 50°54'19.083"W, 715m altitude.
Plant material was identified, and the samples were deposited as desiccated specimens in
the Herbarium of the Universidade Estadual de Montes Claros, state of Minas Gerais,

Brazil under identification number 4481.



4.2.2. Essential oil extraction

The essential oil was extracted from fresh leaves of P. guajava (100 g) ground in
a knife mill by the hydrodistillation method using a Clevenger type apparatus at 100C
for 4 h (Xavier et al. 2016). Thereafter, the hydrolate was subjected to liquid-liquid
partition in a separatory funnel and three washes with three 10 mL portions of
dichloromethane. Essential oil samples were stored at —4°C until further chemical and

biological tests.

4.2.3. Chemical analysis of essential oil

Essential oil chemical composition was analyzed at the Laboratory of Analysis
and Synthesis of Agrochemicals of the Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais.
Quantitative analysis of the essential oil components was performed in a Shimadzu GC-
17A gas chromatograph equipped with a flame ionization detector (FID) and SPB-5 fused
silica capillary column (30 mx0.25 mm; 0.25-pum film thickness). Nitrogen was used as
the carrier gas (1.8 mL min-1), split 1/10, and injector and detector temperatures were
220 and 240 °C, respectively. The initial column temperature was 40 °C isothermal for 4
minutes, followed by heating at 3 °C min-1 up to 240 °C; 1uL of the essential oil was
injected for analysis. Essential oil components were identified using a gas chromatograph
(CG-EM Shimadzu, QP-5050A) equipped with a mass-selective detector, operating by
electronic ionization (70 eV), with an RTX-5 fused silica column (30mx0.25mm; 0.25-pum

film thickness). Chromatographic conditions were identical to the conditions applied to the

CG-FID, except for the carrier gas, which in this case was helium at a 1mL min_] flow. The
constituents dentification was based on retention indices relative to Co—C>2 alkanes and
by comparing the mass spectra with a computer databank (Wiley 7 and Nist 62) and with
published data (Adams 2007).

4.2.4. Antibacterial assays

Bacteria were acquired from the American Type Culture Collection (ATCC) and
kept in the culture collection of the Laboratory of Research on Applied Microbiology
(LaPeMA) at Universidade de Franca, state of Sao Paulo, Brazil, at -80°C. The following

microorganisms were used: Streptococcus salivarius (ATCC 25975), Streptococcus



mutans (ATCC 25175), Streptococcus mitis (ATCC 49452), Streptococcus sanguinis
(ATCC 10556) and Streptococcus sobrinus (ATCC 33478).

Minimum Inhibitory Concentrations (MIC) of essential oils were
determined by the broth microdilution method in 96-well microplates, following the
methodology of CLSI (2006). Samples were dissolved in 125 pL tryptic soy broth (TSB)
to yield compound concentrations between 50 and 400 pg/mL. The inoculum was
adjusted to 625 nm for every microorganism in a spectrophotometer to obtain cell
concentration of 5 x 10° colony-forming units (CFU/mL) (CLSI 2006). Chlorhexidine
digluconate (Sigma-Aldrich), at concentrations from 0.115 to 59.0 ug/mL, was used as
positive control. The microplates were incubated at 37 °C for 24 h; then, 30 uL 0.02 %
resazurin (Sigma-Aldrich) aqueous solution was added to every well (Sarker et al. 2007).
Resazurin is an oxireduction probe that enables microbial growth to be immediately
observed. Blue and red colors represent the absence and the presence of microbial growth,

respectively.

4.2.5. Cell lines and culture conditions

In this study, we used three different tumor cell lines: human breast
adenocarcinoma (MCF-7), human cervical adenocarcinoma (HeLa), and human
gliobastoma (M059J). A normal human cell line (lung fibroblasts, GM07492A) was
included to evaluate the possible selective activity of the natural product tested. The
different cell lines were maintained as monolayers in plastic culture medium (HAM-F10
+ DMEM, 1:1, Sigma-Aldrich) supplemented with 10 % fetal bovine serum (Nutricell),
antibiotics (0.01 mg/mL streptomycin and 0.005 mg/mL penicillin; Sigma-Aldrich), and
2.38 mg/mL Hepes (Sigma-Aldrich). The cells were incubated at 36.5 °C in a humidified
5% CO; atmosphere.

4.2.6. Antiproliferative assay

The antiproliferative activity was measured using the in vitro Toxicology
Colorimetric Assay Kit (XTT; Roche Diagnostics) according to the manufacturer’s
instructions. For the experiments, the cells (10* cells/well) were plated onto 96-well
microplates. Each well received 100 uL HAM-F10/DMEM medium containing essential

oil at concentrations ranging from 3.91 to 500 pug/mL. Negative (no treatment), solvent



(0.02 % DMSO, dimethylsulfoxide, Sigma-Aldrich) and positive (doxorubicin, DXR,
Pharmacia Brasil Ltda.,) controls were included. After incubation at 36.5 °C for 24 h, the
culture medium was removed. The cells were washed with 100 pL of PBS (phosphate
buffered saline) to remove the treatments and exposed to 100 puL of culture medium
HAM-F10 without phenol red. Then, 25 uL of XTT was added, and the cells were
incubated at 36.5 °C for 17 h. The samples absorbance was determined using a multi-
plate reader (ELISA — Tecan — SW Magellan vs 5.03 STD 2P) at the wavelength of 450
nm and reference length of 620 nm. The antiproliferative activity was assessed using
IC50, the concentration able to inhibit 50% of cell line growth as a response parameter,
which was calculated with the GraphPad Prism program by plotting cell survival against
the respective concentrations of the natural product tested. One-way ANOVA was used
for the comparison of means (p<0.05). The experiments were performed in triplicate. The
selectivity index was calculated by dividing the ICso value of the essential oil obtained

for GM07492A cells by the ICso value obtained for the cancer cell line.

4.3.Results and Discussion

The fresh leaves essential oil of P. guajava is composed mainly by hydrocarbon
sesquiterpenes (62.0%), followed by oxygenated sesquiterpenes (14.8%), hydrocarbons
monoterpenes (1.8%), and oxygenated monoterpenes (1.2%) (Table 1). Seventeen
compounds were identified in the essential oil of P. guajava, which corresponded to
94.1% of the total oil analyzed and the main components are: B-caryophyllene (16.1%),
a-humulene (11.9%), aromadendrene oxide (14.7%), d-selinene (13.6%), and selin-11-

en-4a-ol (12.5%) (Table I).

Table 1

The chemical composition of the essential oil extracted from fresh leaves of P.
guajava, collected in the Goids state, showed little similarity to other oils reported in the
literature for species occurring in other countries. For example, the major constituents
identified in the leaf essential oil of P. guajava from Nepal were E-nerolidol (35.6%) and
E-caryophyllene (15.8%) (Satyal et al. 2015), whereas in Tunisia, the major constituents
were viridiflorol (36.4%) and trans-caryophyllene (5.9%) (Khadhri et al. 2014) and, in
Nigeria, the predominant constituents were limonene (42.1%) and B-caryophyllene

(21.3%) (Ogunwande et al. 2003). The essential oil chemical composition of P. guajava



occurring in Lavras, a municipality in the southern region of Minas Gerais, showed
similarity with the chemical composition found in the present study, especially the
compound selin-11-en-4a-ol was present in both (Lima et al. 2010).

Regarding the antibacterial activity, several papers have reported the
antimicrobial potential of plant essential oils against oral pathogens over the last decade
(Sousa et al. 2015). Table 2 shows the anticariogenic activity of the fresh leaf essential oil
of P. guajava against a representative panel of oral pathogens, with MIC values ranging

from 400 to 100 pg/mL.

Table 2

According to Holetz et al. (2002), the antimicrobial activity can be considered
good when MIC values are below 100 pg/mL; moderate from 500 to 100 pug/mL; weak
from 1000 to 500 pg/mL,; and inactive above 1000 pg/mL.

The PG-EO showed moderate anti-bacterial activity against all bacteria of the
genus Streptococcus assessed in this work. These promising data can be explained by the
chemical constituents of known antibacterial activity such as caryophyllene oxide (4.1%),
B-caryophyllene (16.1%), and a-humulene (11.9%) present in the oil (Moreira et al.
2014).

Several mechanisms are proposed to explain the essential oils antimicrobial
activity. It is believed that microbial growth inhibition by essential oils is due to the direct
damage to cell membrane integrity caused by their lipophilic components, which affects
cell pH maintenance and inorganic ion balance. According to the literature, the essential
oils inhibitory effects are consistent with the action of monoterpene and sesquiterpene
constituents on cell membrane, and the damage to membrane produces different effects
on microorganisms (Oliveira et al. 2016).

The PG-EO cytotoxicity was assessed against the GM07492A normal cell line,
with an ICso of 126.4 + 11.8 pg/mL, and against the MCF-7, HeLa, and MO59J tumor
lines with ICsp 0of 96.9 + 8.4; 128.7 = 1.5; and 103.6 £ 5.1 ug/mL, respectively (Table 3).
The 1Cso of the lines MCF-7 and MOS59] were significantly lower than that of the normal
line, with selectivity indices of 1.2 and 1.3, respectively. The ICso values of PG-EO are
lower and have higher antiproliferative activity than the ICso values of the leaf essential
oil of Rosmarinus officinalis against the cell lines MCF-7 (ICso = 190.1 ug/mL) and
LNCaP (ICso = 180.9 pg/mL) (Hussain et al. 2010). Hussain et al. (2010) classified 1Cso



values < 10 pg/mL as potentially very toxic, ICso from 10 to 100 pg/mL as potentially
toxic, ICso from 100 to 1000 pg/mL as potentially harmful, and ICso > 1000 pg/mL as

potentially non-toxic.

Table 3

The evidence from this study, the high amount of terpenes, known for their
anticancer activity such as p-caryophyllene (16.1 %), aromadendrene oxide (14.7 %), d-
selinene (13.6 %), selin-11-en-4a-ol (12.5 %), a-humulene (11.9 %), B-caryophyllene
oxide (4.1 %), and a-cadinol (1.6 %) (Table 1), suggests that P. guajava essential oil is a
significant potential source of pure compounds with promising anticancer activity
(Salvador et al. 2011; Quassinti et al. 2013; Fidyt et al. 2016; Guerrini et al. 2016).
Besides, despite the low concentration of hydrocarbon monoterpenes (1.8%) and
oxygenated monoterpenes (1.2%) in the essential oil of P. guajava (Table 1), this class of
compounds deserves special attention for its important antitumor activity (Sobral et al.
2014). Furthermore, it is worth mentioning that the anticariogenic and antiproliferative
activities of the leaf essential oil of P. guajava occurring in the southwestern region of
Goias can also be explained by the synergistic effect among all its chemical constituents

(Lesgards et al. 2014; Casanova and Costa 2017).

4.4.Conclusion

The GC-MS analysis of the essential oil of P. guajava revealed the presence of
17 compounds, among which B-caryophyllene, a-humulene, aromadendrene oxide, o-
selinene, and selin-11-en-4a-0l were the major components. Whit respect to testing the
antibacterial activity, the essential oil showed moderate anti-bacterial activity against all
bacteria of the genus Streptococcus assessed in this work. Regarding the anticancer
activity the essential oil is a significant potential source of pure compounds with
promising anticancer activity, for presenting in its chemical composition the high amount

of terpenes whith anticancer properties.
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TABLE 1 - Compounds identified in the leaf essential oil of P. guajava (Myrtaceae)

Table 1 - Compounds identified in the leaf essential oil of P. guajava (Myrtaceae)

Compound RI* %RA
Limonene 1024 1.8
1,8-Cineole 1026 1.2
a-Copaene 1374 1.3
-Caryophyllene 1419 16.1
a-Humulene 1454 11.9
4,11-Selinadiene 1475 1.3
y-Muurolene 1478 1.4
Aromadendrene oxide 1488 14.7
5-Selinene 1499 13.6
a-Panasinsene 1517 1.3
trans-Nerolidol 1566 3.3
-Caryophyllene oxide 1585 4.1
Humulene epoxide Il 1612 1.4
Longipinene epoxide 1620 1.8
epi-a-Muurolol 1639 4.0
Selin-11-en-4a-ol 1645 12.5
a-Cadinol 1660 1.6
Total identified 924.1
Hydrocarbon monoterpenes 1.8
Oxygenated monoterpenes 1.2
Hydrocarbon sesquiterpenes 62.0
Oxygenated sesquiterpenes 14.8

RI*: Retention index from the literature. %RA: Relative area (peak area relative to the total peak in the
GC-MS chromatogram), average of three replicates.

Table 2 - Anticariogenic activity of essential oil of P. guajava leaves (PG-EQO) against
oral bacteria

Minimum inhibitory concentration (MIC) - pg/mL

Species CHD*

Streptococcus salivariusa 400 0.922
S. mutansa 200 0.922
S. mitisa 200 3.688
S. sanguinisa 400 0.922
S. sobrinusa 100 0.922

2Aerobic Gram-positive bacteria; *CHD: chlorhexidine dihydrochloride (positive control).



Table 3 - ICso and selectivity index (SI) of essential oil of P. guajava leaves (PG-EQ)
against diferent cell lines.

Treatment (ug/mL)
Cell line PG-EO DXR

IC50 Sl IC50 Sl
GMO07492A 126.4+11.8 - 05+0.2 -
MCF-7 96.9 + 8.4a 1.3 62.1+2.0 -
Hela 128.7+15 - 53+13 -
MO59J 103.6 +5.1a 1.2 16.2+25 -

Doxorubicin (DXR) was used as positive controls. GM07492A (human lung fibroblasts), MCF-7 (human
breast adenocarcinoma), HeLa (human cervical adenocarcinoma) and MO59J (human glioblastoma). The
selectivity index is the ratio between the ICsy value of the PG-EO obtained for GM(07492A cells and the
value found for the tumor cell line. Values are mean = SD, n = 3. *Significantly different from the normal

cell line (GMO7492A) (p<0.05).



