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. Resumo

Embora o Brasil possua extensa fauna e flora, o conhecimento sobre o quanto essa
riqueza contribui cientificamente ¢ ainda restrito. A importancia do saber académico sobre
a fauna e a flora brasileira se baseia na possibilidade de descoberta de biomoléculas ativas
que possam contribuir contra doencas como candidiase, causadas por fungos tdo comuns
como do género Candida. Conhecidas pela medicina popular, a Eugenia uniflora L
(pitanga) e a Eugenia dysenterica DC (cagaita) sdo plantas que possuem importancia tanto
medicinal quanto alimenticia, dessa forma, ambas as plantas chamam aten¢do para a
descoberta de possiveis terapias. O presente trabalho avaliou a atividade antioxidante e
antimicrobiana dos 6leos essenciais de E. uniflora e E. dysenterica frente a Candida
albicans, Candida tropicalis e Candida krusei. A andlise por Cromatografia Gasosa
acoplada ao espectrofotdometro Massa/Massa revelou compostos como germacreno,
naftaleno ¢ widdrol no 6leo de E. uniflora;, por outro lado o 6leo de E. dysenterica
apresentou compostos como benzofurano e spathulenol. A atividade antioxidante mostrou
que a E. uniflora se apresenta como melhor sequestradora de radicais que a E. dysenterica,
ainda que com pouca diferenga. O 6leo essencial de ambas as plantas ndo foram ativos na
concentragdo inibitéria minima entre 125 pg/mL e 1000 pg/mL. Os resultados chamam
atengdo para a continuidade de pesquisas com ambas as plantas com fim a descoberta de
quais compostos apresentam melhor atividade antioxidante, bem como, testes para melhor
entendimento sobre a a¢do antimicrobiana de ambos os 6leos em concentragdes diferentes,
para o desenvolvimento de novas terapias eficazes e seguras.

Palavras chave: Eugenia uniflora, Eugenia dysenterica, Candida, Cerrado, antioxidante,

antimicrobiana.



. Abstract

Although Brazil has a large fauna and flora, the knowledge about this wealth is
very restrict yet. The importance of knowledgement about natural Brazil's wealth is based
on the possibility of discovering bioactive molecules that could contribute against diseases
like candidiasis, caused by comum fungus as from the Candida genus. Recognized by their
medicinal properties and as food source, Eugenia uniflora L and Eugenia dysenterica DC,
respectively denominated as pitanga and cagaita, calls attention from research to discovery
of new therapies. This research evaluated the antioxidant and antimicrobial activity from
E. uniflora and E. dysenterica against strains of Candida albicans, Candida tropicalis and
Candida krusei. The analysis by gas chromatography coupled to spectrophotometer Mass /
Mass showed compounds as germacrene, naphthalene and widdrol from the oil of E.
uniflora; on the other hand the oil from E. dysenterica revealed benzofuran and spathulenol
compounds. E. uniflora shows a better antioxidant activity than E. dysenterica, even if
with a little difference. The essential oil from both plants did not demonstrate activity
between the minimum inhibitory concentration of 125 pg/mL and 1000 pg/mL. The results
draws to continue the research with both plants to the description of which compounds has
better antioxidant, as well, tests for the better understanding of the antimicrobial action of
both oils at different concentrations, for the development of new safe and effective
therapies
keys words: Eugenia uniflora L, Eugenia dysenterica DC, Candida, Cerrado, antioxidant,

antimicrobial.
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. Introducao

As plantas fazem parte da historia e desenvolvimento do ser humano, seja como
alimento, com fins curativos e ou ritualisticos. A importancia social das plantas medicinais
chama atencdo para a necessidade de leis de incentivo ao uso racional, bem como, para a
pesquisa cientifica. Detentor de ampla diversidade quanto a fauna e a flora, o Brasil ¢ um
ber¢o de abundante material para o conhecimento sobre plantas medicinais. Apoiado nisso,
nos ultimos anos diversas portarias e resolugdes de suporte e incentivo a pesquisa em
plantas medicinais t€ém surgido.

Sao recentes os marcos para as plantas medicinais no Brasil: Lancada em 2006, a
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), aprovada pelo Decreto
5.813/06, tem como objetivo garantir acesso seguro e uso racional a plantas medicinais e
fitoterapicos, bem como, incentivar o uso sustentavel da biodiversidade, o
desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional (ALMEIDA, 2011; BRASIL,
2006).

A Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema
Unico de Saude (SUS), aprovada pelo Decreto 971/06, atende, sobretudo, a necessidade
de se conhecer, apoiar, incorporar ¢ implementar experiéncias que ja vém sendo
desenvolvidas na rede publica de muitos municipios e estados, entre as quais destacam-se
aquelas no ambito da Medicina Tradicional Chinesa-Acupuntura, da Homeopatia, da
Fitoterapia, da Medicina Antroposoéfica e do Termalismo-Crenoterapia (ALMEIDA, 2011;
BRASIL, 2006).

O Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, legitimado pela
Portaria Interministerial 2.960/08, além de abarcar os objetivos da PNPMF, pretendia

inserir plantas medicinais, fitoterapicos e servigos relacionados a fitoterapia no SUS, bem



como, promover o uso sustentadvel da biodiversidade e a repartigdo dos beneficios
decorrentes do acesso aos recursos genéticos de plantas medicinais e ao conhecimento
tradicional associado (ALMEIDA, 2011; BRASIL, 2006).

Em 2009 foi publicada pelo Ministério da Satde a Relagdo Nacional de Plantas de
Interesse ao SUS (RENISUS). A relacdo conta com 71 espécies vegetais com a finalidade
de orientar estudos e pesquisas que possam subsidiar a elaboragdo da relacdo de
fitoterapicos disponiveis para uso da populagdo, com seguranca e eficacia para o
tratamento de determinadas doengas (ALMEIDA, 2011; BRASIL, 2006). Ainda, a quinta
edi¢do da Farmacopeia Brasileira, publicada em 2010, conta com o controle de qualidade
para 54 drogas vegetais (ALMEIDA, 2011; BRASIL, 2010).

No Brasil, sdo consideradas cinco regides em abundancia de espécies medicinais:
Floresta Amazonica, Mata Atlantica, Pantanal Mato-grossense, Cerrado e Caatinga
(ALMEIDA, 2011). O Cerrado cobre cerca de um quarto da area do pais, atras da
Amazonia, ¢ o segundo maior bioma da América do Sul, além de ser classificado como um
hotspot, conceituado por Myers como areas ricas em biodiversidade (principalmente em
espécies endémicas) e que possuem alto grau de degradacdo ambiental de biodiversidade
(PEREIRA JUNIOR et al, 2014; OLIVEIRA; PIETRAFESA; BARBALHO, 2008). Abriga
11.627 espécies de plantas nativas ja catalogadas, sendo 220 espécies com uso medicinal e
mais 416 que podem ser usadas na recuperagao de solos degradados, como barreiras contra
o vento, prote¢do contra a erosdo, ou para criar habitat de predadores naturais de pragas,
além do uso para alimentagao (BRASIL, 2015).

Embora rico biodiversidade, apenas cerca de 2,2% da area do Cerrado tem um
estatuto de protecao juridica, o que aponta para a pouca aten¢ao que este bioma recebe, em

comparagdo com a floresta tropical (RIBEIRO et al., 2011). Atualmente, pelo menos, 49%



da vegetagdo do Cerrado foi convertida em monoculturas extensivas e pastagens
(PEREIRA JUNIOR et al, 2014). Depois da Mata Atlantica, Cerrado é o bioma brasileiro
que mais sofreu impactos antropogénicos, como representado na Figura 1, e tem sido

classificado entre os biomas mais ameacados do mundo (RIBEIRO et al., 2011).
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Figura 1: Mapa do Bioma Cerrado, contendo a distribuigdo espacial das areas

com vegetacao nativa, areas de supressdao acumulada até 2010 e corpos d’agua.
Fonte: Brasil (2011).

Diante dessa devastagdo crescente, percebe-se a importancia da preservacdo do
Cerrado e suas delimitacdes geograficas, pois 0 mesmo pode contribuir para a pesquisa de
biomoléculas ativas, a economia e o desenvolvimento social. Embora represente apenas
cerca de 2% RENISUS, a familia Myrtaceae compreende cerca de 100 géneros e 3.500

espécies de arvores e arbustos, com 211 espécies naturais do Cerrado (BRASIL, 2014;



GRESSLER; PIZO; MORELLATO, 2006; RIBEIRO et al., 2013).

As espécies da familia Myrtaceae apresentam habito lenhoso, raramente sao
arbustos, folhas com presenca de glandulas translucidas produtoras de terpenos e outras
substancias aromaticas (SIQUEIRA et a/, 2013). Os metabdlitos secundarios das plantas
presentes em Oleos essenciais e extratos de plantas sdo indiscutiveis fontes para a
descoberta de principios ativos inovadores para o tratamento de diversas doengas.
Constituintes da familia Myrtaceae, plantas do género Eugenia tem apresentado larga
atividade antimicrobiana abrangendo dermatofitos, bactérias e fungos (DUARTE et al,
2010).

Elencada na RENISUS, a Eugenia uniflora L, conhecida como pitanga, ¢ uma
planta nativa da América do Sul, de facil adaptagdo a diferentes solos e climas, o que
justifica sua presenca em diferentes vegetagdes e ecossistemas (GUZMAN et al., 2014,
RODRIGUES et al., 2013). A pitangueira se espalha de paises do continente americano ao
asiatico; no Brasil, a regido que mais produz a fruta ¢ o Nordeste (GARMUS et al., 2014).

No Cerrado, a pitangueira ocorre na espécie Eugenia pitanga, arbustiva porém, com
frutos, flores, usos e propriedades semelhantes a E. uniflora (LORENZI; MATOS, 2008).
A E. uniflora (figura 2) se apresenta como arbusto ou arvore, de folhagem e casca semi-
decidua, de 4 a 10 metros de altura, copa estreita, de tronco liso de cor pardo clara (FIUZA
et al, 2008). Folhas simples, ovais lanceoladas, em geral com 4,5 a 6,2 centimetros de
comprimento e 2,0 a 2,7 centimetros de largura, com aroma caracteristico, quando secas
apresentam odor citrico e sabor picante (FIUZA et al, 2008).

As flores s3o de cor branca, solitarias ou em grupos de 2 ou 3 nas axilas e nas
extremidades dos ramos, com graos de polen como unico recurso floral atrativo para os

polinizadores, sendo enquadrado dentro da categoria de “flores-polen” (ALMEIDA;



FARIA; SILVA, 2012; FIUZA et al, 2008;). Os frutos sdo do tipo drupa, globosos e
sulcados, brilhantes e de cor vermelha, amarela ou preta, com polpa carnosa e agridoce,
contendo 1 a 2 sementes (FIUZA et al, 2008). Durante o processo de amadurecimento, os
frutos mudam de verde para amarelo e segue laranja, vermelho, vermelho escuro,
tornando-se quase preto, casos os quais o licopeno ¢ o principal carotenoide encontrado

(FILHO et al, 2008). Rizomatosa, pode se rebrotar sobre a arvore produzindo touceiras

(LORENZI; MATOS, 2008).

[T

Figura 2: Fotos de identificacdo da Eugenia uniflora L. (1) Excicata com folhas e frutos

secos; (2) Excicata com folhas e flores secas; (3) Tronco; (4) Frutos; (5) Flores.
Fonte: (1) Herbario da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (1990); (2)Herbario Dr. Roberto Miguel Klein
(2006); (3) Sistema de Identificagdo Dendroldgica Online (2015) ; (4) BORDIGNON (2006); (5) Molz (2009).

A E. uniflora apresenta atividades como antioxidantes, antimicrobianas, anti-



hipertrigliceridemia, antivirais, diuréticas, antihiperglicémico, hipotensores, vasorelaxante,
antinociceptiva, hipotérmica, antiinflamatoria, antidiarreicos, contra¢do dos musculos,
tripanocida, antidepressiva e sobre leishmaniose (GUZMAN et al., 2014; SANTOS et al.,
2013; VICTORIA et al., 2013).

Nativa do Cerrado ¢ membro da familia Myrtaceae, a Eugenia dysenterica DC
(figura 3), popularmente conhecida como cagaiteira, ¢ largamente utilizada pelo potencial
laxativo da fruta, enquanto as folhas atuam como antidiarreicas (PRADO et al., 2014).
Podendo atingir 30 metros de altura, a cagaiteira, ¢ uma arvore de porte médio, tronco
cilindrico e torcido, variando de 20 a 40 centimetros de diametro (RIBEIRO et al., 2013).
E uma planta perene, de folha caduca, seletivamente heliofita e xeréfila (RIBEIRO et al.,
2013; VILELA et al., 2012). A floragdo ocorre no meio da estagdo seca, a partir de meados
de julho ao inicio de agosto, com o surgimento simultaneo de novas folhas (RIBEIRO et
al., 2013).

As flores da cagaiteira sdo sempre axilares, singular ou agrupadas em conjuntos de
trés e ¢ polinizada principalmente por abelhas e primatas (incluindo humanos) na dispersao
de sementes contribuindo para a variabilidade genética da arvore. (VILELA et al., 2012;
RIBEIRO et al., 2013). Sdo hermafroditas, com 1,5 a 2 centimetros de didmetro,
actinomorfica, dialipétalas, dialissépalo, tetrameras e cheias de pétalas brancas (RIBEIRO
etal.,2013).

O fruto da E. dysenterica é uma baga amarela palida, achatada, globular, com 2 a 3
centimetros de didmetro, contendo de 1 a 3 sementes globulares brancas que sao
encerradas por uma polpa ligeiramente acida (RIBEIRO et al., 2013). Atividade
moluscicida, anti-helmintica, antifungica e toxicidade em ratos também foras relatadas

(VIEIRA et al., 2012).
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Figura 3: Fotos de identifica¢do da Eugenia dysenterica DC. (1) Excicata com folhas e

frutos secos; (2) Excicata com folhas e flores secas; (3) Tronco; (4) Frutos; (5) Flores.
Fonte: (1) Herbario BHCB (1998); (2)Herbario do Instituto de Botanica (1956);
(3), (4) e (5) Mercadante (2010).

A E. dysenterica apresenta significante diferenca qualitativa e quantitativa dos
constituintes das folhas entre espécimes que pode ser atribuida as mudancgas climaticas,
composi¢ao do solo, época de coleta, altitude, métodos de extracdo e a diferentes bidtipos
da espécie (SANTOS; BRAZ-FILHO; CASTRO, 2015). A E. dysenterica vem sendo
estudada para doengas como constipacdo cronica e sindrome do intestino irritado
(OLIVEIRA et al., 2012).

O valor de uso tradicional e social, bem como as propriedades comprovadas tanto



da E. uniflora quanto da E. dysenterica, chama atengdo para o desenvolvimento de estudos
na descoberta de moléculas bioativas para novas terapias. Formado por um grupo de trés
géneros, os dermatodfitos sdo o grupo de fungos patogénicos mais comuns mundialmente e
se dividem em: Trichophyton, Epidermophyton, Microsporum e ¢ comum a infec¢do por
esses fungos estar associada a complicagdes causadas por leveduras do género Candida
(KINGSBURY; HEITMAN; PINNELL, 2012).

Além de chamar atencdo por estarem espalhados de forma global, a infec¢do por
fungos e leveduras ¢ preocupante no que tange a infecgdes oportunistas em pacientes
imunodeprimidos (PERES et al., 2010). Sao fatores que interferem na epidemiologia das
dermatofitoses e leveduras: migracdo, certas praticas sociais, fatores climaticos, idade,
aspectos genéticos, condi¢des de higiene inadequadas, doengas como diabetes melittus,
quadros de imunodeficiéncia e mesmo fatores hormonais (RODRIGUES, 2014; PERES et
al., 2010).

A candidiase ¢ formada por conjunto de sindromes clinicas causada por fungos do
género Candida, constituido por cerca de 200 espécies de leveduras, que sobrevivem em
diversas partes do corpo (PEIXOTO et al., 2014). A Candidiase consiste numa infec¢do
cosmopolita muito frequente no mundo todo, podendo afetar individuos de todas as idades
e sexo, sendo de maior prevaléncia em mulheres (RODRIGUES, 2014). As colonias sdo de
coloragdes que vao de branco a creme, de superficie lisa ou rugosa, se reproduzem por
brotamento e formam pseudo-hifas e hifas nos tecidos (PEIXOTO et al., 2014).

Embora faga parte da flora humana, a Candida albicans ¢ uma das representantes
mais comuns das infec¢des, chegando a representar 60% dos isolados clinicos em quadros
de candidiase, no entanto, mesmo que em menor frequéncia, outras espécies podem ser

infecciosas, sdo exemplos a Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis,



Candida krusei, Candida lusitaniae e Candida guilliermondii (PEIXOTO et al., 2014;
RODRIGUES, 2014; YANG et al., 2014).

Ser reconhecida como uma das mais prevalentes em infec¢des pode estar ligado a
ampla presenca dessa levedura na natureza, o que a difere de outras espécies que possuem
distribuicdo mais limitada (SANTANA et al., 2013). Uma caracteristica que contribui a
viruléncia da C. albicans ¢ a morfogénese, podendo se apresentar como pseudo-hifas ou
hifas verdadeiras, além da capacidade de aderéncia e producao de toxinas (SILVA-ROCHA
et al.,2015; SANTANA et al., 2013).

Em condig¢des apropriadas como de imunodepressdo, a C. albicans é capaz de, além
da infec¢do superficial, difundir-se hematologicamente se espalhando para diversos 6rgdos;
essa condicdo apresenta grande preocupagdo para paciente de imunidade fragil como
portadores do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), além de ser descrita como
importante fator no desenvolvimento de cancer (PEIXOTO et al., 2014; RAMIREZ-
GARCIA et al., 2014; MATHE; VAN DIJCK, 2013). Outra peculiaridade é a capacidade
da Candida albicans em formar biofilmes tanto sozinha quanto com a participacdo de
outros microrganismos (SARDI et al., 2012).

A Candida tropicalis tem sido relatada como o segundo agente etioldégico mais
comum em infec¢des sistémicas nos pacientes com neoplasias, sendo encontrada em cerca
de 50% dos casos de infec¢do (PEIXOTO et al., 2014; RODRIGUES et al., 2011). A
tropicalis possui ja relatada tolerancia a 5-fluorocitosina e pouca resisténcia ao fluconazol
(JIANG et al., 2012). Atréas da espécie glabrata, a Candida krusei é o quarto patogeno de
maior relevancia clinica, principalmente pela facilidade em desenvolver resisténcia a
antifungicos como o fluconazol, anfotericina B e 5-fluorocitosina (PEIXOTO et al., 2014;

RODRIGUES et al., 2011; BARBEDO; SGARBI, 2010). Tem forte presenca em pacientes



neutropénicos expostos a longos tratamentos de profilaxia com fluconazol (SARDI et al.,
2012; COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

Atualmente, o tratamento de desmatofitoses se baseia em aplicagdes topicas ou
orais e se dividem em cinco principais classes: (1) polienos, que ao se ligarem em esterois
na membrana plasmatica da célula fungica, provoca evasdo de eletrdlitos, (2) analogos de
pirimidina, que interferem na sintese de RNA, (3) os azois, atuantes na biossintese do
ergosterol, (4) alilaminas, também atuam na sintese do ergosterol, (5) equinocandinas, as
quais inibem a sintese de parede celular do fungo (MATHE; VAN DIJCK, 2013).

No entanto, os atuais medicamentos antifungicos apresetam efeitos adversos como
hepatotoxicidade, espectro de agdo limitado, tratamento longo e resisisténcia
(KINGSBURY; HEITMAN; PINNELL, 2012). O conhecimento sobre como a atividade
patogenica ocorre ainda ¢ insuficiente, somado ao uso irracional de medicamentos que leva
a resisténcia e ou mutacdes de cepas, o desenvolvimentos de terapias eficazes e seguras se
faz necessario.

Levando em consideracdo o cendrio apresentado, o presente trabalho objetivou
tanto caracterizar os compostos presentes no Oleo essencial de Eugenia uniflora L e
Eugenia dysenterica DC, quanto avaliar a atividade antioxidante e antimicrobiana com a

finalidade de descobrir possiveis terapias para o tratamento de diferentes leveduras.

10



. Metodologia

Os testes foram realizados na Universidade de Brasilia, na Faculdade de Ciéncias
da Satde, Campus Darcy Ribeiro, no laboratorio de Farmacognosia, LTMAC (avaliacao
antioxidante) e LabTox (analise em Cromatografia gasosa acoplada ao espectrofotometro

de massa/massa - CG-MS/MS).

I — Obtencao do vegetal

As folhas de Eugenia uniflora L e Eugenia dysenterica DC foram coletadas nas
adjacéncias da Universidade de Brasilia — Campus Darcy Ribeiro, em seguida higienizadas
com papel toalha e colocadas para secar a temperatura ambiente e ao abrigo de sol até

atingirem peso constante.

II — Extracao dos o6leos esséncias

Os 6leos essenciais foram obtidos por hidrodestilacao em Clevenger, usando 4 L de
agua destilada e cerca de 70-80 g de massa vegetal previamente talhada com tesoura,
deixada em ebuli¢ao por 3 horas. Por meio da técnica de separagao liquido-liquido, com
cloroféormio 100 mL, o 6leo foi dissociado da agua, repetindo o processo de separacao 3
vezes. Em seguida, a fase organica foi seca com sodio anidro e filtrada com papel filtro a
vacuo. Os oOleos foram concentrados por rotacvaporador e deixados para secar a
temperatura ambiente e ao abrigo de sol até atingirem peso constante. O 6leo essencial foi
pesado em balancga analitica e o rendimento expresso em porcentagem, calculado segundo
a formula R%= Mi/M>*100; onde M, ¢ a massa total de folhas secas e M, ¢ a massa de

6leo expresso em gramas.
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III — Teste de microdiluicio em poco

Todo o teste foi realizado de acordo com o descrito por Theodoro (2009) que tem
como base de metodologia os protocolos da CLSI, em especial o protocolo de testes para
leveduras M27-A2 (NCCLS, 2002).

IIL.I — Preparo do meio RPMI

Foi utilizado o meio RPMI 1640 com vermelho de fenol e sem bicarbonato de
sodio. Para a obten¢do de um litro e meio, foi reconstituido 10,4 g de meio desidratado em
agua destilada. Apos diluicdo, o meio foi tamponado com acido MOPS 0,165 M (6,9 g em
200 mL de agua deionizada) até pH 7,0, medido com o auxilio de um potencidmetro
previamente calibrado.

O meio foi filtrado em uma capela de fluxo laminar utilizando um sistema de
filtragdo a vacuo e um filtro com membrana de 0,22 um. Em duplicata, uma aliquota de 3
mL desse meio foi colocada em estufa a 37 °C, por cinco dias para o controle de
esterilidade, apos esse tempo, o meio deveria estar ausente de turbidez e pode ser guardado
a 4 °C por duas semanas.

ITLIT — Preparo das amostras

Os dleos essenciais foram diluidos em DMSO a 100 mg/mL e desta solucdo, foram
diluidos em meio RPMI, até a concentragdo de 4000 ug/mL e concentragdo final de DMSO
inferior a 5% (V/v).

IILIII — Preparo dos controles positivos e negativos

Como controles positivos foram usados Itraconazol e Fluconazol. O Itraconazol,
solivel em DMSQO, foi diluido em uma concentragdo de 16 pg/mL, enquanto o Fluconazol
foi diluido a 64 pg/mL. Ambos foram diluidos em meio RPMI. Como controle negativo foi

utilizado meio RPMI 100%.
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IIL.IV — Preparo dos microrganismos

Foi inoculada uma colénia dos microrganismos Candida albicans ATCC 40177,
Candida krusei ATCC 40147, Candida tropicalis ATCC 40042, para crescimento no
periodo de 48 horas antes do teste, a 35°C, em meio dgar batata dextrose em diferentes
tubos de ensaio. O indculo foi produzido vertendo-se 5 mL de solucdo salina estéril a
0,85% no tubo de ensaio contendo o fungo. Com o auxilio de uma alga de plantina, a
superficie do fungo foi raspada suavemente até que a suspensdo adquirisse um grau de
turbidez de 0,5 na escala de McFarland. Em seguida, foi feito uma dilui¢do da suspensdo
na propor¢ao de 1:100, onde uma parte ¢ de suspensdo e 99 partes sdo de meio RPMI.
Dessa solucdo, fez-se uma segunda dilui¢ao de 1:20, obtendo-se o indculo utilizado no
teste, com uma concentragio que varia de 5x10” a 2,5x10’ células/mL.

IIL.V — Teste de microdiluicio em poc¢o

Inicialmente foi colocado 100 pL. de meio RPMI em todos os pogos de uma placa
de 96 pocos estéril. Em seguida 100 pL das amostras e controles positivos foram
colocados nos pogos da primeira fileira da placa de modo a se obter 200 puL nos primeiros
pogos. Com o auxilio de uma pipeta multicanal, regulada para 100 pL, foram feitas
dilui¢des seriadas da coluna 1 a 10, homogeneizando a cada dilui¢ao e desprezando os 100
uL finais.

Apds, 100 pL do indculo foi colocado nos pogos da coluna 1 a coluna 10. Na
coluna 11, que corresponde ao controle negativo, foram colocados 100 puL do indculo. Na
coluna 12, correspondente ao controle de esterilidade do meio e controle negativo, foi
pipetado 100 uL. RPMI. As placas foram tampadas, vedadas com parafilm e incubadas a
35°C por 48 horas.

O resultado foi lido observando se houve crescimento de fungos no fundo das
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placas no sentido da direita para a esquerda. O primeiro pogo onde nao foi observado
crescimento de fungos foi considerado o valor do CIM. Caso nenhum dos pogos apresente

crescimento de fungos, o teste deve ser realizado novamente.

IV — Avaliacio da atividade antioxidante.

A atividade de retirada de radical livre com DPPH foi avaliada de acordo com o
método descrito por Blois (1958) e Miranda (2010) com algumas modificagdes. Sobre
abrigo de luz, foi preparado 170 mL de uma solu¢do estoque de DPPH em metanol na
concentracdo de 40 ug/mL. A partir da solug¢do estoque foram feitas diluigdes de 35, 30,
25, 20, 15, 10, 5 e 1 pg/mL. Usando como branco o metanol, a curva analitica foi
produzida por espectrofotometro por meio das absorbancias em 515 nm de todas as
amostras.

Como controle positivo foi usado BHT. Os 6leos esséncias de ambas as plantas e o
controle positivo foram diluidos nas concentragdes de 200, 150, 100, 50, 25 pg/mL. Uma
aliquota de 0,3 mL de cada diluicao foi adicionada a 2,7 mL da solucao estoque de DPPH.

Como branco, foi utilizado uma aliquota de 0,3 mL da solu¢do metanolica mais
concentrada adicionada a 2,7 mL da solucdo de DPPH. Como controle negativo foi
utilizado 0,3 mL de metanol adicionado a 2,7 mL da solugdo de DPPH. Todas as amostras
foram analisadas em duplicata, com as absorbancias medidas a 515 nm nos tempos de 30
minutos entre o inicio da primeira analise ¢ 30 minutos para o inicio da segunda analise.
Para os seguintes calculos, foi utilizado a média das duplicatas. Os valores das
absorbancias foram convertidos em porcentagem de atividade antioxidante (%AA), por
meio da equagao:

%AA: { [AbScomrole_(AbSamostra_AbSbranco)]X 1 OO } / Abscomrole
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em que Abscontrole € @ absorbancia inicial da amostra de metanolica de DPPH e AbSamosta € @

absorbancia da solugdo metanolica de amostra ¢ DPPH.

V — Analise do perfil quimico

A analise do perfil quimico foi realizada por meio de um CG-MS/MS, sob as
seguintes condigdes: As amostras foram diluidas na propor¢cdo de 1:1000 utilizando
diclorometano PA como solvente; o volume de inje¢do foi de 1 puL; rampa de temperatura
85 °C por 5 minutos, 25 °C por minuto ate 180 °C, 5 °C por minuto até 280 °C e 10 °C por
minuto ate 300 °C por 10 minutos; o tempo da corrida foi de 40,8 minuto. O fluxo de gas
de 1,2 mL/min foi mantido constante. A linha de transferéncia ¢ fonte de ionizagao
mantidas a 250 °C. Foi utilizado o modo Full Scan, com faixa de massa selecionada em 50
a 600 m/Z, com tempo de escanecamento 0,158 segundos. Filamento ligado dos 6 aos 40,6

minutos.

15



. Resultados e discussoes

I. Rendimento e analise do perfil quimico dos 0leos essenciais

A tabela 1 mostra os rendimentos dos 6leos essenciais em relagcdo ao total de massa
seca. Embora tenha sido utilizado cerca de trés vezes mais massa seca de E. dysenterica
DC em relagdo a E. uniflora L, o rendimento de E. uniflora foi por volta de dezesseis vezes

maior em comparagdo com a E. dysenterica.

Tabela 1: Rendimento dos 6leos essenciais de E. dysenterica DC e E. uniflora L.

MASSA VEGETAL QUANTIDADE DE RENDIMENTO

ESPECIE ,
SECA (g) OLEO (g) (%)
E. dysenterica DC 308.4 0,80 0,26
E. uniflora L 87,49 3,68 4,20

A E. dysenterica ¢ caracterizada pela presenca de componentes bioativos como -
Pineno, [-Pineno, P-ocimeno, dJ-cadineno, o-humuleno, limoneno, cariofileno,
monoterpenos e outros (VILELA, 2012; DUARTE, 2010). A E. uniflora ¢ marcada por
fitoconstituintes como germacreno A, B e D, curzereno, selina-1,3,7-trien-8-ona, além de
linalol, spathulenol, longiborneol, viridiflorol, furandieno (SANTOS, 2015; VICTORIA,
2012; LAGO et al., 2011). Sesquiterpenos foram descritos como os componentes mais
prevalentes tanto no dleo de E. dysenterica como no 6leo de E. uniflora, em ambos os
6leos também sdo encontrados B-cariofileno, d-cadineno, B-ocimeno, B-pineno (SANTOS;
BRAZ-FILHO; CASTRO, 2015; VICTORIA, 2012; VILELA, 2012; LAGO et al., 2011;
DUARTE, 2010).

A tabela 2 mostra os compostos de picos mais expressivos na analise em CG-
MS/MS. Os constituintes que apresentaram os picos mais significativos foram o naftaleno,

ainda que apontado com uma probabilidade de 9,15 e o benzofurano, com uma
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probabilidade de 95,6; respectivamente compostos da E. uniflora e E. dysenterica. O
widdrol, encontrado no 6leo de E. uniflora, vem sendo estudado por seu possivel potencial
antioxidante e participa¢do na indug¢do da inibi¢do do ciclo celular (KWON et al., 2010;
NUNEZ et al., 2006).

Embora os compostos apresentados na tabela 2 para a E. dysenterica tenham
apresentado picos muito evidentes, os demais picos foram de pouca visibilidade. Por outro
lado, a analise do 6leo de E. uniflora apontou um cromatograma com picos diversos e
tempos de retencdo muito proximos mesmo que bem expressivos. Em ambos os 6leos
foram observados diversos picos com compostos que pode-se sugerir que surgiram de
degradacdo devido ao método de analise ou por contaminagdo no processo de obtencdo do

oleo até a analise do 6leo.

Tabela 2: Constituintes dos 6leos essenciais de E. dysenterica DC e E. uniflora L.

ESPECIE Composto P (%) TR (min)
Germacreno 16,6 10,67
Widdrol 21,3 11,25
y-himachaleno 44.4 9,68
E. uniflora L
Cariofileno 6xido 44,7 10,59
Naftaleno 9,15 10,04
B-guaineno 9,52 9,32
Benzofurano 95.6 9,82
E. dysenterica DC Spathulenol 42,7 10,52
Procerin 39,7 12,77

P(%): Probabilidade em porcentagem; TR: Tempo de reten¢do em minutos.

A composicdo do odleo essencial de ambas as plantas tem sido descrito como
variavel de regido para regido, por fatores bioticos e abidticos como: sazonalidade,
presenca de herbivoros, patdogenos, presenga de outras espécies de planta, polinizagdao e
outros (SANTOS; BRAZ-FILHO; CASTRO, 2015; VICTORIA et al., 2012; VILELA et
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al., 2013; DUARTE et al., 2010). No entanto, Vilela et al (2012) reportam que o 6leo
essencial de E. dysenterica possui fator de variacdo, em geral, ligado a fatores genéticos e
ndo ambientais (VILELA et al., 2012).

Esse conjunto de fatores podem ter influenciado no rendimento final dos 6leos.
Ambas as plantas foram colhidas logo apds a floracdo, condi¢do que pode ter motivado

uma produgdo menor de dleos esséncias.

I1. Avaliacdo antioxidante

Os radicais livres sao moléculas produzidas naturalmente, altamente instaveis, que
possuem um par de elétrons desemparelhado e desempenham fungdo de oxidacdo nos
organismos (MIRANDA, 2010). O excesso de radicais livres no organismo leva a
problemas como lipo-peroxidacdo, danos a proteinas, membranas plasmaticas, enzimas e
ao DNA (MIRANDA, 2010).

Por outro lado, agentes antioxidantes sdo substancias que, mesmo em concentragdes
menores que os radicais livres, retardam ou inibem a atividade oxidante, transformando-se
em radicais ndo reativos que, portanto, causam menos dano ao organismo (MIRANDA,
2010). Os agentes antioxidantes, que podem ser endogenos ou exdgenos, normalmente
precisam agir em conjunto com outros antioxidantes para ser observada uma boa atividade
(MIRANDA, 2010).

O BHT ¢ um agente antioxidante sintético, de baixo peso molecular e lipofilico
(MIRANDA, 2010). E classificado como um antioxidante primario, ou seja, sio compostos
que atuam inibindo radicais livres por meio da doagdo de elétrons de BHT ¢ largamente
utilizado em testes de atividade antioxidante, bem como na industria de alimentos e de

CcOSMEticos.
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Saber a atividade antioxidante de um alimento ou composto ¢ de extrema relevancia
para se ter claro as capacidades de prote¢do deste produto sobre ele mesmo e sobre a
oxida¢do de outras células (RIBEIRO et al., 2013). Embora ndo exista um teste que
mensure de forma concreta a capacidade antioxidante de determinado produto, diversos
testes sdo citados na literatura, entre eles o poder de redu¢do do DPPH (RIBEIRO et al.,
2013). A atividade antioxidante de plantas pode variar de acordo com o 6rgdo vegetal.

O DPPH ¢ um radical livre que na presengca de antioxidantes doadores de
hidrogénio, ¢ reduzido a 2,2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-H) (MIRANDA, 2010; BLOIS,
1958). Inicialmente, o DPPH apresenta coloragdo violeta e com a atividade radical adquire
coloracdo amarela quanto maior for a atividade antioxidante (MIRANDA, 2010; BLOIS,
1958). A auséncia de descoloragdo implica na pouca ou ausente atividade antioxidante
(MIRANDA, 2010).

O teste de DPPH ¢ utilizado por ser rapido, permitir a avaliagdo antioxidante de
diversas amostras, tem boa sensibilidade, ndo requer grande massa de amostras além de
permitir a avaliacdo tanto de substancia lipofilicas quanto hidrofilicas (MIRANDA, 2010).

A curva de calibragdo do DPPH, determinada pelas concentragdes de 35, 30, 25, 20,
15, 10, 5 e 1 pg/mL ¢ representada no grafico 1. A reta da curva de calibragdo apontada
pelo grafico é y=0,0145x-0,1224. O R® encontrado foi de 0,7627, portanto, um valor
abaixo do indicado que sdo valores proximos a 1.

O valor do R? encontrado neste trabalho entra em conflito com o descrito no
trabalho de Morais (2010), bem como de outros trabalhos realizados com a mesma
metodologia. As baixas concentragdes escolhidas para o ensaio podem ter influenciado o
teste, uma vez que a possibilidade de erros de pesagem pode aumentar. Dado o R” da

curva de calibragdo igual a 0,7627, este valor foi utilizado como referéncia para valores
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dos testes antioxidante das amostras e controle positivo com o DPPH.

0,6

0,5

rcio em 515 mn
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40

Concentragdo em pg/mL

Grafico 1: Grafico representativo da cuva de calibragao.

A tabela 3 mostra a média da % AA nos tempos 1 e 2 das amostras e do controle
positivo BHT. A capacidade de reduzir radicais DPPH pelos 6leos essenciais das folhas
secas de E. uniflora mostraram média maior que as folhas de E. dysenterica, tanto no
tempo 1 quanto no tempo 2, no entanto, nenhuma das amostras teve porcentagem de
atividade antioxidante préximas do controle. Ainda, tanto a E. uniflora quanto a E.
dysenterica mostra um perfil de diminui¢cdo da atividade antioxidante no tempo dois, em
contrate com o perfil do controle BHT que mostrou atividade antioxidante aumentada em
relacdo ao tempo.

Tabela 3: Média da AA (%) das amostras e do controle positivo BHT.

Tempo 1 Tempo 2
Amostras Média AA (%) Média AA (%)
E. dysenterica DC 13,378 11,203
E. uniflora L 13,654 12,611
BHT 45,134 62,112
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A atividade antioxidante foi plotada com o eixo x sendo representado pelas
concentragdes das amostras utilizadas nos testes, enquanto o eixo y ¢ representado pela
AA em porcentagem, como pode ser visto nos graficos 2 e 3 representando os tempos 1 e 2
respectivamente. Os graficos 2 e 3 retratam bem a pouca diferenga entre a capacidade
antioxidante das amostras utilizadas nos teste, bem como, a linearidade do perfil de ambas
em comparacdo com atividade de sequestro de radical crescente do controle BHT em
relagdo a dose.

Um dado que chama aten¢do no grafico 2, sdo as folhas de E. dysenterica que
apresentaram maior pico de AA na concentracdo de 100 pg/mL, enquanto as folhas de E.
uniflora mostraram maior atividade na concentracdo de 200 pg/mL, embora ndo muito
expressiva em relagdo as concentragdes de 50, 100 e 150 pug/mL que foi relativamente

continua.

100

-l Wl
o [ . pg/mL
25 50 100
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Grifico 2: Atividade antioxidante em porcentagem no tempo de 30 minutos.
Onde as barras azuis estdo dispostas na seguinte ordem: E. dysenterica, E.
uniflora e BHT.

Como ¢ possivel observar no grafico 2, na concentragdo de 150 pg/mL o controle

BHT demonstrou uma atividade de - 0,223, o valor negativo pode estar relacionado a erros
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técnicos, condigdes de trabalho, diferencas entre aparelhos e outros, porém, o perfil da
atividade do controle pode ser observada com facilidade por meio das demais
concentragoes.

O gréfico 3, que representa a % AA no tempo 2, tras um perfil relativamente
diferente do observado no grafico 1. A E. dysenterica apresentou o maior pico de AA na
concentracdo de 50 pg/mL, as folhas de E. unmiflora mostraram maior atividade na
concentragdo de 100 pg/mL, ou seja, ambas apresentaram pico de atividade em
concentragdes no tempo 2 que representam metade da concentragdo de melhor pico no

tempo 1.
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-10 23 50 100 150 200

Hg/mL

Grifico 3: Atividade antioxidante em porcentagem 30 minutos apos o tempo 1.
Onde as barras verdes estdo dispostas na seguinte ordem: E. dysenterica, E.
uniflora e BHT.

O controle BHT demonstrou uma atividade que manteve o perfil de agdo
antioxidante crescente, no entanto, nas concentracdes entre 150 e 200 pg/mL, como pode
ser observado no grafico 3, a atividade sequestrante foi de 90,285 e 91,221, apresentando
portanto, linearidade, essa caracteristica pode estar ligada tanto a atividade saturada do

controle sobre 0 meio como sobre a atividade ndo estar relacionada a concentracao de
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agente antioxidante.

I11. Avaliacdo microbioldgica

O teste de microdilui¢do determina a concentragdo inibitdria minima das amostras ¢
controles, capazes de inibir o crescimento de fungos (THEODORO, 2009). Os testes de
microdilui¢do em pogo foram realizados duas vezes, em triplicata cada um, sendo o
segundo teste como confirmatdrio do primeiro. Para o presente trabalho considerou-se que
amostras com CIM menores que 125 pg/mL sdo ativas e valores acima deste sdo vistos
como ndo ativas. Ambos os testes apresentaram o mesmo perfil, onde nenhuma das
concentragdes foram ativas incluindo os controles positivos Itraconazol e Fluconazol.

O oleo de E. dysenterica foi descrito como potencial antimicrobiano frente a cepas
de Pyricularia grisea, Cryptococcus neoformans var. neoformans ¢ Cryptococcus
neoformans var. Gatti, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii (SARMENTO-BRUM et al.,
2014; COSTA et al., 2000). Costa et al (2000) relatam nao atividade do 6leo de E.
dysenterica sobre Candida albicans mesmo em concentragdes acima de 1000 pg/mL,
entrando em acordo com os resultados do presente trabalho. Nao foi encontrado estudos
sobre a atividade antimicrobiana de Eugenia dysenterica sobre cepas de Candida krusei e
Candida tropicalis.

A atividade antifungica da E. uniflora sobre cepas de C. albicans tem sido relatada
com valores de MIC que variam de 1800 pg/mL a 280 ug/mL, sendo os compostos selina-
1,3,7-trien-8-ona e germacreno apontados como possiveis responsaveis pela atividade
antimicrobiana (VICTORIA et al, 2012). Lago et al (2011), descreve a atividade dos 6leos
de E. uniflora frente a C. albicans e C. tropicalis 1800 ¢ 900 pg/mL respectivamente, além

de outras espécies de Candida, no entanto, C. krusei nao respondeu a atividade dos 6leos.

23



A atividade de plantas depende dos compostos que a constitui. A concentragdo de
certas moléculas bioativas sobre outras dependem tanto de fatores genéticos como
diferengas quanto a altitude, riqueza nutricional do solo, temperatura e outros fatores.
Ainda, a variabilidade nos resultados dos testes podem ser provenientes das diferencas
genéticas entre as cepas dos microrganismos, bem como de idade das cepas (ainda que

repicadas) e meio de crescimento.
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. Conclusoes

Uma vez que os Oleos essenciais estdo expostos a diversos fatores bidticos e
abidticos que atuam afetando o rendimento e outras propriedades terapéuticas destes, faz-
se necessario mais estudos que possam descrever melhor a que fatores esta ligado a
variagdo quantitativa e qualitativa dos 6leos essenciais de Eugenia uniflora L e Eugenia
dysenterica DC.

A avaliagdo antioxidante mostrou a necessidade de repeticdo dos testes em
concentragdes maiores de amostra para um melhor desenho das atividades antioxidantes. O
desenvolvimento de outros ensaios antioxidantes para comparacdes entre resultados de
testes € relevante, conferindo dessa forma melhor confiabilidade a atividade antioxidante
das amostras.

Os testes microbioldgicos mostram, em comparagdo com a literatura consultada,
que ambos os Oleos exigem concentragdes mais altas de oleo para a performance dos
testes. Dessa forma, sdo necessarios estudos que usem doses maiores de 6leos essenciais
bem como outros estudos que possam ensaiar a efici€éncia dessas amostras quanto a relagdo
entre dose e toxicidade. Sugere-se ainda, a realizagdo de testes que fagam uso do
sinergismo entre os controles e os o6leos essenciais uma vez que estes podem nao
apresentar atividade direta sobre os microrganismos, porém, podem agir como refor¢adores

de terapias ja existentes.
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