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APRESENTACAO

Esta dissertacdo é composta por uma introducdo e um artigo cientifico originado de
pesquisas realizadas no Laboratorio de Analises Quimicas e Bioldgicas do
Unicesumar e no Laboratorio de Pesquisas em Produtos Naturais e Biotecnologia,
localizado na Universidade Estadual de Maringa, ambos em Maringa-Pr.

Artigo - Autor (es): Silvana Gozzi Pereira Lima, Didgenes Aparicio Garcia Cortez. Os
autores realizaram um experimento, com a finalidade de analisar as atividades
biodiversas do 6leo essencial de Schinus terebinthifolius Raddi quanto a acédo
leishmanicida, citotéxica e antimicrobiana, para considerar seu perspectivo uso

terapéutico.

Em consonéancia com as regras do Programa de Pds-Graduacdo em Promocéo da
Saude, o artigo foi redigido de acordo com as normas da Revista Industrial Crops
and Products (Anexo A).



INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais para o tratamento de doencas decorre
desde os povos antigos, e ainda nos dias atuais, esse recurso constitui a Unica
forma de tratamento terapéutico para muitas comunidades e grupos eétnicos
(Bertoldi, 2006). Nesse sentido, as plantas medicinais correspondem as mais antigas
“armas” empregadas pelo homem no tratamento de enfermidades de todos os tipos
(Oliveira e Araujo, 2007).

As praticas populares ao longo dos anos levaram ao acumulo de informacgdes
de suma importancia, onde todo esse acervo de conhecimento continua sendo
usado para novas pesquisas. Estas, demonstram que, cerca de 75% dos compostos
puros naturais empregados na induastria farmacéutica, vieram das recomendacdes
da medicina popular (Yunes et al., 2001).

A frente de diferentes espécies nativas existentes, encontra-se a espécie
vegetal Schinus terebinthifolius Raddi, pertencente a familia botanica
Anacardiaceae, a qual é representada por 70 géneros e cerca de 600 espécies
de arvores ou arbustos, conhecidas por serem frutiferas e apresentarem
madeira de boa qualidade (Cronquist, 1981; Corréa, 1984; Fleig, 1987).

No Brasil, esta planta medicinal recebe diversas variacbes de nomes
populares, tais como: aroeira, aroeira-mansa, aroeira-vermelha, cambui, coracédo-de-
bugre, fruto-de-sabia, dentre outras (Corréa, 1984; Lorenzi e Matos, 2002). Embora
seja também conhecida popularmente como “pimenta rosa”, a mesma nao possui
qualquer parentesco com a familia das pimentas. Na verdade, possui parentesco
com 0 caju, a manga, 0 caja-mirim, dentre outras anacardiaceas frutiferas
conhecidas (Lenzi e Orth, 2004).

De acordo com a literatura, varias substancias presentes no extrato da
aroeira apresentam acado antimicrobiana, decorrente da presenca de
substancias fendlicas, as quais atuam contra uma série de microorganismos, tais
como: Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis (gram-positivos), Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa (gram-negativos), e a levedura Candida albicans (
Martinez et al., 1996; Guerra et al., 2000; Moure et al., 2001; Sokmen et al., 2004).

A aroeira possui potencialidades medicinais, fitoquimicas e alimenticias,

demonstrando grande importancia comercial, além de seus metabdlitos secundarios



auxiliarem no tratamento de diversos males (Guerra et al., 2000; Amorim e Santos,
2003; Fernadez et al., 2008).

Os compostos volateis dos Oleos essenciais sdo utilizados como
antioxidantes, tanto para conservar e evitar 0 crescimento de microrganismos,
bactérias e fungos em alimentos processados, como também na industria de
cosméticos e perfumes na forma de logdes, géis, e sabonetes (Degaspari, 2005; El-
Massry et al., 2009).

Em virtude destes fatos mencionados, a espécie Schinius terebinthifolius é
uma planta que desponta como uma nova alternativa para a diversificagédo agricola,
pois contém o6leos essenciais distribuidos em suas folhas, frutos e troncos em teores
e composicdo variantes e ndo causam nenhuma toxicidade em animais e nem em
seres humanos (Palazzo et al., 1993; Barbosa et al., 2007).

A leishmaniose se trata de uma doenca infecciosa zoondética, encontrada por
todo o mundo, e atinge o homem e os animais (Rath et al., 2003). E causada por
diferentes espécies do parasita do género Leishmania e é classificada de trés
maneiras: leishmaniose visceral ou calazar que é caracterizada por febre irregular,
perda de peso, hepatoesplenomegalia e anemia; leishamaniose mucocutanea que
apresenta lesdes na mucosa nasal e oral; leishmaniose cutanea sendo caracterizada
por lesdes ulcerativas em areas expostas (Bezerra-Soares et al., 2004).

A Leishmania apresenta duas formas no seu ciclo de vida: promastigota e
amastigota. A forma promastigota sao extracelulares e vivem no trato digestério do
inseto vetor. A forma amastigota séo intracelulares e parasitam macréfagos do

hospedeiro vertebrado (Michaelick, 2003).

O tratamento de doencas causadas por esses protozoarios € dificil, pois, por
serem também eucariotos compartiiham muitas caracteristicas com as células de
mamiferos. Dessa forma, a atuacdo dos agentes antiparasitarios ocorre em vias ou
alvos comuns ao parasita e ao hospedeiro (Murray et al., 2000). Os compostos
antimoniais indicados para o tratamento das leishmanioses sdo o Pentostan®
(estibogluconato de sédio) e o Glucantime® (antimoniato de N-metilglucamina) (Croft
e Combs, 2003). A Anfotericina B ou a Pentamidina sdo as drogas de segunda
escolha utilizadas (Grevelink e Lerner, 1996; Sereno et al., 2000). Contudo, vale
lembrar que além do alto custo, essas drogas sdo toxicas e apresentam muitos

efeitos colaterais.



Além das doencas causadas por parasitos, temos as infec¢des por bactérias
que vem a cada dia se mostrando mais resistentes as drogas disponiveis (Celiktas
et al., 2007). Diante das infec¢des, destaca-se algumas bactérias e suas doencas. A
bactéria Staphylococcus aureus pertence ao grupo dos coccus gram-positivos,
fazem parte da microbiota humana e podem causar doencas como: pneumonia,
meningite, endocardite entre outras. Essas bactérias sdo capazes de resistir a
dessecacdo e ao frio, podendo ser resistentes por longos periodos (Bannerman,
2003; Cavalcanti, 2005; Cassettari et al., 2005). Ja os Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA) sdo bactérias resistentes e causam graves
problemas em ambientes hospitalares, levando a varias doencas como: furinculos,

pneumonia, osteomielite, endocardite, bacteremia, entre outras (Leo6n et al, 2011).

Os Enterococcus faecallis sdo bactérias gram- positiva que sobrevivem em
ambiente com ou sem oxigénio, faz parte da microbiota normal do trato intestinal,
podendo também ser encontrada na mucosa oral, e vaginal e na pele. Atualmente
sdo 0s agentes responsaveis pelas infecgcbes hospitalares, por terem adquirido

resisténcia a maioria dos antimicrobianos (Teixeira et al.,2004).

Os Bacillus cereus sao microrganismos gram positivos encontrados no solo,
vegetacdo, agua e pelos de animais. S&o causadores das doencas de origem

alimentar e seus sintomas sdo diarreia e nduseas (Bennett e Bilay, 2001).

A Escherichia coli é uma bactéria anaerdbica gram-negativa, pertencente a
microbiota intestinal, causadora de infec¢des intestinais e infeccbes extras-
intestinais (Kaper et al., 2004). A Pseudomonas aruginosa sao bacilos gram negativo
aerdbicos, suportam grandes alteracdes de temperaturas, encontrados no ambiente,
causadores de infecdes hospitalares. E com o uso indiscriminado de antibiéticos sua

incidéncia esta aumentando (Ferrareze et al., 2007).

Portanto, diante do grande numero de infeccfes, surge a necessidade a cada
dia de prevencédo e promocao da saude, através de pesquisas cientificas que visem
a descoberta de novos medicamentos que contribuam para o tratamento das

mesmas.
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RESUMO:

Schinus terebinthifolius Raddi, popularmente conhecida como aroeira-pimenteira ou
pimenta-rosa, apresenta frutos ricos em Oleo essencial, que € utilizado como
antimicrobiano, antioxidante, cicatrizante, antiinflamatério. O presente estudo teve
como objetivo avaliar as atividades leishmanicida, antimicrobiana e citotdxica do 6leo
essencial extraido dos frutos da pimenta rosa. O 6leo essencial (OE) foi extraido dos
frutos de Schinus terebinthifolius por hidrodestilacao e analisado por CG/EM, testou-
se sua atividade contra as formas promastigosta das espécies de L. amazonenses,
L. braziliensis e L. infantum, e contra a forma amastigota intracelular contra a forma
de L. infantum. A atividade leishmanicida foi avaliada em termos da concentracéo
inibitdria de crescimento para 50 % de protozoarios (IC50). A citotoxicidade foi
realizada com macréfagos peritoneais murinos de camundongos suicos em termos
das concentracdes citotoxicas para 50 % de macrofagos (CC50). A atividade
antimicrobiana foi determinada pelo método de de microdiluicdo em caldo (MIC),
calculando a concentracéo inibitéria e minina (MIC). Os resultados mostraram que
0S principais constituintes ativos do 6leo sdo sequiterpenos oxigenados (79,50%),
monoterpenos hidrocarbonetos (17,04%), sequiterpenos hidrocarbonetos (3,45%). O

OE apresentou uma forte atividade antimicrobiana para bactérias gram positivas
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com CIM de 0,19 pg/mL, 1,25 pg/mL, 6,25 pg/mL frente ao Bacillus cereus,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus inclusive podendo atuar em
microrganismo MRSA (acrbnio em inglés para Meticillin-Resitstant Staphylococcus
aureus respectivamente. O OE também apresentou boa atividade leishmanicida com
valores de ICsy de 41,4 pg/mL, 42,4 pg/mL e 53,4 pg/mL para as formas
promastigotas de Leishmania braziliensis, Leishmania amazonensis e Leishmania
infantum, respectivamente e ICsy de 46,12 pg/mL pra a forma amastigota de
Leishmania infantum. Também foi realizado o ensaio para citoxicidade em

macréfagos peritoneais murinos e o CCs foi de 284+3,0 pug/mL.

Palavras-chave: Schinus terebinthifolius Raddi; epi-a-cadinol, sesquiterpenos

oxigenados, antibacteriano, antileishmania, citotoxicidade.

ABSTRACT:

Schinus terebinthifolius Raddi, popularly known as mastic-pepper or pepper pink,
presents fruits rich in essential oil, which is used as an antimicrobial, antioxidant,
healing, anti-inflammatory. This study aimed to evaluate the leishmanicide activities,
antimicrobial and cytotoxic essential oil extracted from pink pepper fruit. The
essential oil (EO) was extracted from the fruits of Schinus terebinthifolius by
hydrodistillation and analyzed by GC / MS, we tested its activity against forms
promastigosta species of L. Amazonian, L. braziliensis and L. infantum, and against
the form intracellular amastigote against the form of L. infantum. The antileishmanial
activity was assessed in terms of inhibitory concentration 50% growth of protozoa
(IC50). Cytotoxicity was performed with murine peritoneal macrophages Swiss mice
in terms of the 50% cytotoxic concentrations of macrophages (CC50). The
antimicrobial activity was determined by the microdilution broth method (MIC) by
calculating the inhibitory concentration and minina (MIC). The results showed that the
major constituents are oil sequiterpenos active oxygen (79.50%), hydrocarbon
monoterpenes (17.04%), sequiterpenos oil (3.45%). The OE showed a strong
antimicrobial activity against gram-positive bacteria with MIC of 0.19 mg / mL, 1.25
mg / mL, 6.25 mg / mL against Bacillus cereus, Enterococcus faecalis,

Staphylococcus aureus including being able to act in microorganism MRSA
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(Meticillin-Resitstant Staphylococcus aureus) respectively. The OE also showed good
leishmanicidal activity with IC50 values of 41.4 mg / mL, 42.4 mg / ml and 53.4 ug /
ml for promastigotes of Leishmania braziliensis, Leishmania infantum and
Leishmania amazonensis respectively, and IC50 46.12 mg / mL for the amastigote
form of Leishmania infantum. The test was also conducted for cytotoxicity in murine

peritoneal macrophages and CC50 was 284 + 3.0 mg / mL.

1 INTRODUGCAO

7

A leishmaniose é causada por protozodrios do género Leishmania, uma
doenca infecciosa, ndo contagiosa, endémica em varios paises e continentes
mundiais, chegando a atingir mais de 12 milhdes de pessoas em todo o mundo.
Caracteriza-se por um com alto indice endémico e altas taxas de morbidade e
mortalidade, principalmente em populacdes da Africa, Asia e América Latina
(Dujardim, 2006). A cada ano surgem 2 milhdes de novos casos de Leishmania
cutanea e 0,5 milhdes de Leishmania visceral no mundo (Soares et al.,2007 e Who,
2014 ). No Brasil a prevaléncia de leishmaioses por todo o territorio nacional, sendo
a maior incidéncia da Lesihamania visceral em humanos na regido Nordeste. No
Parand a doenca é encontrada nas bacias do rio lvai e Pirapd (Monteiro, 2012 e
Ministério da Saude, 2014).

A forma de transmissdo do parasita para o0 homem e outros hospedeiros
mamiferos € vetorial, através da picada de fémeas de dipteros da familia
Psychodidae (Gontijo e Carvalho, 2003).

7

O tratamento é realizado com medicamentos antimoniais pentavalentes,
anfoterecina B e pentamidinas, as quais sdo toxicas, de alto custo, dificil
administracdo e podem causar resisténcia ao parasita. E também causam varios
efeitos colaterais como alteracdes cardiacas, renais, pancreaticas e hepatites
(Bezerra et al.,, 2006). Em virtude desses efeitos, tem-se a necessidade de se
desenvolver novos estudos que possam contribuir para o0 tratamento da

Leishmaniose.
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Outro problema de salude atual sdo as infec¢des por bactérias, que vem cada
dia mais se mostrando resistentes aos tratamentos disponiveis, que gera problemas
para sociedade, saude publica e também para economia (Celiktas et al., 2007). Em
face a resisténcia destes microrganismos aos antibioticos tradicionais, as ultimas
décadas tem sido marcada por estudos antimicrobianos de origem vegetal, que tem
em seus Oleos essenciais uma fonte de ativos com acao antimicrobiana (Pelissari et
al., 2010; Rebelo et al., 2012) e antileishmania.

Os Oleos essenciais vém sendo usados tanto no tratamento como na
prevencao de véarias doencas (Demirci et al., 2008; Cavar et al., 2008; Diplock et al,
1998). Em fitoterapia os 0leos essenciais possuem atividades antimicrobiana,
espasmolitica, antiviral, anticarciogénica, antiinflamatdria, antiparasitologica e
antioxidante (Cansian et al., 2010; Costa et al., 2009; Cowan., 1999).

Diante de toda biodiversidade natural existente, encontra-se a espécie vegetal
Schinus terebinthifolius Raddi, pertencem a familia botanica Anacardiaceae,
popularmente conhecida como aroeira vermelha, aroeira-pimenteira ou pimenta-rosa
(Barbosa et al., 2007). E representada por 70 géneros e cerca de 600 espécies de
arvores ou arbustos (Cronquist, 1981; Corréa, 1984; Fleig, 1987). Seus frutos sdo

ricos em Oleos essenciais (Cole, 2008).

Frente a necessidade da obtencdo de novos produtos terapéuticos, que
complementem ou substituam o tratamento das Leishmanioses e das doencas
bacterianas, o presente trabalho teve por objetivo analisar o 6leo essencial de
S.terebinthifolius, e avaliar sua acéo leishmanicida, citotoxica e antimicrobiana, para

considerar seu respectivo uso terapéutico.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 COLETA DA ESPECIE VEGETAL E IDENTIFICACAO BOTANICA

A espécie vegetal foi coletada no més de fevereiro de 2013, na cidade de
Dourados — Mato Grosso do Sul com coordenadas de 22°11'43.7"S e 54°56'08.5"'W
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e altitude de 452 m. Uma exsicata foi depositada no herbario da Universidade
Federal da Grande Dourados, sob numero de registro 4602.

2.2 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

Foram utilizados 50g de frutos de S.terebinthifolius secos a temperatura
ambiente (média 23,6°C) e 2500ml de agua destilada, os frutos foram pulverizados
para proceder a extragdo. A técnica utilizada foi a hidrodestilagdo em aparelho tipo
Clevenger, por um periodo de 3 horas, e o volume do 6leo obtido 1,6 ml.

2.3 ANALISE QUIMICA POR CG/EM

A identificacdo dos componentes quimicos do 6leo essencial da S.
terebinthifolius foi realizada por cromatografia gasosa (Agilent, 7890 B) acoplada a
espectrometria de massas (Agilent 5977A MSD) utilizando uma coluna HP-5 MS Ul
Agilent (30 m x 0,250 mm x 0,25 um). As condicfes de andlises foram: temperatura
do injetor 260 °C com razdo de divisdo de fluxo split 1:30, temperatura do forno da
coluna iniciou em 60 °C por 2 minutos, depois 2 °C/min até 180 °C permanecendo
por 4 minutos e aguecimento de 10 °C/min até 260 °C por mais 10 minutos, a linha
de transferéncia foi mantida a 260 °C. O gas He foi utilizado como gas de arresta

com fluxo de 1 ml/min.

2.4 ATIVIDADE ANTILESHMANIA E CITOTOXICIDADE IN VITRO

2.4.1. Parasitos

Foram utilizados para 0s ensaios in vitro parasitos da espécie L. amazonensis
(MHOM/BR/77/LTB0016), Leishmania braziliensis (MCAN/BR/98/R619), Leishmania
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infantum (MHOM/MAG7ITNAB263). As diferentes espécies de Leishmania foram
mantidas a 26 °C em meio Schneider (Sigma, Sant Louis, EUA), acrescido de 10 ou
20% de soro fetal bovino (SFB), 100 Ul/mL de penicilina e 100 ug/mL de

estreptomicina, até a quinta passagem.

2.4.2. Atividade in vitro do extrato
2.4.2.1 Atividade antipromastigota

A atividade antipromastigota foi realizada com adaptacdes da metodologia de
Denizot e Lang (1986), do frutos de pimenta rosa promastigotas de L. amazonensis,
L. braziliensis e L. infantum mantidas em meio Schneider, foram incubadas com
concentracdes crescentes do 6leo (diluido em DMSO) por 72 horas a 26°C. Estes
ensaios foram realizados em triplicata em placas de 96 pocos, fundo chato, (Falcon
Co, Franklin Lakes, EUA). A atividade leishmanicida foi avaliada, adicionando a cada
poco 22ul de Alamar Blue (resazurina). Um ensaio colorimétrico baseado na reducéo
da resazurina ndo fluorescente a resorufina que fluoresce em vermelho. Células
viaveis realizam esta conversédo continuamente gerando uma medida quantitativa da
viabilidade que foi mensurada por fluorimetria (Spectra Max GEMINI XPS- Molecular
Devices, Silicon Valley, EUA) com excitacdo a 560nm e a 590nm emissédo. O célculo
do ICsp (concentragdo que inibe 50% do crescimento) foi determinado em relacéo ao
controle por andlise de regressdo logaritmica no GraphPad Prism 5.0 (Denizot e
Lang,1986).

2.4.2.2 Atividade antiamastigota

A atividade antiamastigota foi realizada conforme metodologia descrito
anteriormente (Da Cunha-Junior et al., 2011), macrofagos residentes de
camundongos suicos foram obtidos por lavagem peritoneal com 10mL de meio
RPMI gelado (Sigma, Sant Louis, USA). O lavado peritoneal foi ajustado a
concentracdo de 1x10° macréfagos/mL e plaqueado em camaras LAB-TEK (Nunc,
nova lorque, USA). Apos 1 hora, as culturas foram lavadas para remocao das

células ndo aderentes. As células restantes foram incubadas a 37°C e 5% CO, com
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promastigotas de L. amazonensis na razdo de 3:1 e L. infantum na razéo de 5:1.
Apés 4 horas, as camaras foram lavadas, para remover os parasitos livres. As
células foram incubadas com o extrato de Pimenta rosa em diferentes
concentractes de 0 a 100ug por 72 horas a 37°C e 5% CO,. Apds o periodo de
incubagéo, a atividade foi avaliada microscopicamente, corando-se as camaras com
Instant Prov (Newprov, Curitiba, Brasil) e contando no minimo 100 macréfagos por
amostra. Os resultados foram expressos em indice de infeccéo (IF): IF = % células
infectadas X numero de amastigotas/namero total de macrofagos. O calculo do ICsg
foi feito por analise de regresséao logaritmica no GraphPad Prism 5.0 (Mendez et al.,
2009).

2.5. AVALIACAO DA CITOTOXIDADE

A citotoxicidade do 6leo essencial foi avaliada colorimetricamente com Alamar
Blue (resazurina), com adaptacbes da metodologia de (Mendez et al. 2009).
Inicialmente, macrofagos peritoneais murinos de camundongos suicos foram
plaqueados (1x10°) em meio RPMI suplementado com 10% de SFB. Posteriormente
foram incubados por uma hora a 37°C com 5% CO,, a cultura foi lavada e o extrato
de Pimenta rosa foi adicionado em diferentes concentragdes (0-500ug/mL) por 72
horas a 37°C. Como controle positivo macrofagos peritoneais murinos foram
incubados com 0.1% de Triton-X-100. Apds o periodo de incubacdo o sobrenadante
foi retirado e adicionado 200uL de PBS contendo 22ul de Alamar Blue. Apés o
periodo de 3h de incubacao, a viabilidade foi mensurada por fluorimetria (Spectra
Max GEMINI XPS- Molecular Devices, Silicon Valley, EUA) com excitacdo a 560nm
e a 590nm emissdo. O célculo do LDsy (dose letal mediana) foi determinado em
relacdo ao controle por andalise de regressao logaritmica no GraphPad Prism 5.0. O
indice de seletividade foi calculado pela férmula LDsy/ICso amastigota intracelular
(Torres-Santos et al., 1999).

2.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
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Os microrganismos utilizados neste ensaio, incluiram linhagens de American
Type Culture Collection (ATCC), Rockville, MD, USA (Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213,
S.aureus MRSA ATCC 43300 Enterococcus faecalis ATCC 29212 and Bacillus
cereus ATCC 11778).

A atividade antibacteriana foi determinada utilizando ensaio de microdiluicdo
em caldo em placas de 96 pocos, em triplicata, seguindo as orientacdes do Clinical
and Laboratory Standards Institute (Clsi, 2012). Foi realizada a diluicdo seriada do
Oleo essencial, nas concentracdes de 100 a 0,09ug / ml. Utilizando o meio Mueller
Hinton Broth cation-ajustado (CAMHB), foram preparadas concentracfes de 100-
0,02 ug / ml. A menor concentracao de 6leo que inibiu o crescimento bacteriano foi
observada apés a incubacao e foi registada como a concentracao inibitéria minima
(MIC).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE PIMENTA ROSA

O OE apresentou coloragdo amarelo claro com um rendimento de 2,9% e
densidade 0,9469g/ml, em um tempo de extracao de trés horas. O dado obtido em
relacdo ao rendimento foi inferior a 4,65% encontrados na literatura Barbosa et al.
(2007), com o mesmo tempo de extracdo. Em um outro estudo o rendimento
alcancado de 2,66%, foi compativel ao presente trabalho, porém néo foi relatado o

tempo de extracéo (Affonso et al., 2012).

Dezessete compostos foram identificados mostradas na (Tabela 1) e (Fig 1).
Estes compostos foram identificados pela comparacdo dos espectros obtidos por
CG/EM e por comparacdo com os dados da literatura (Adams, 2007). O oOleo

essencial de S. terebinthifolius constitui-se de uma mistura complexa de terpendides
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classificados: sequiterpenos hidrocarbonetos (3,45%), monoterpenos
hidrocarbonetos (17,04%) e sequiterpenos oxigenados (79,50%). Os compostos
majoritarios encontrados foram: epi-a-cadinol (32,92%), farnesol (19,90%), «
bisabolol (13,50%), &-3-carene (10,71%),a cadinol (8,67%), a pinene (6,33%).

Em estudos conduzidos por Barbosa et al. (2007) com os frutos da pimenta
rosa, relataram como composto majoritario 6- 3 careno (29,22%), B felandrene (
18,08%), a pinene (12,94%), D- germacreno (3,09%), e encontrou como
constituintes monoterpenos (90%) e sequiterpenos (10%) corroborando com este
estudo. Ainda Affonso et al. (2012), encontrou em seu estudo a fencheno (20,75%),
B pineno (10,11%) e limoneno (20,8%). Estas diferencas de constituintes justificam-
se a estimulos decorrentes do ambiente na qual a planta se encontra e também a

fatores genéticos (Moraes et al., 2002).
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Figura 1: Cromatograma obtido por CG do 6leo essencial de S. terebinthifolius. Onde 1 - a- pinene,
2= 3-pinene, 8= gama-muurolene, 12= selina-3,7 (11)-diene, 13= epi- a--cadinol 16= a-bisabolol, 17=
(2E,6Z) farnesol.
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Tabela 1: Composicao quimica e area (%) 6leo essencial de S. terebinthifolius

) Métodos de

Composicao IR calcul. IR Literat. Area % Identificacdo
Monoterpenos hidrocarbonados
1 a- pinene 900 939 6,33 a,b,c
2 B-pinene 973 974 t a,b,c
3 B-myrcene 978 988 t a, b, c
4 0-3- carene 1011 1008 10,71 a,b,c
5 Limonene 1031 1024 t a,b,c
Sesquiterpenos hidrocarbonados
6 -caryophyllene 1405 1417 t a, b, c
7 gama-elemene 1412 1434 t a,b,c
8 gama-muurolene 1430 1478 1,90 a, b, c
9 o-selinene 1431 1492 t a,b,c
10 a-muurolene 1538 1500 t a,b,c
11 a-farnesene 1543 1505 t a,b,c
12 selina-3,7 (11)-diene 1546 1545 1,55 a,b,c
Sesquiterpenos oxigenado
13 epi-a-cadinol 1655 1638 32,92 a,b,c
14 a-eudesmol 1656 1649 4,51 a,b,c
15 a-cadinol 1679 1652 8,67 a,b,c
16 a-bisabolol 1685 1685 13,50 a,b,c
17 (2E,62) farnesol 1785 1722 19,90 a,b,c
Total Identificado 100%
Monoterpenoshidrocarbonados 17,04%
Sesquiterpenoshidrocarbonados 3,45%
Sesquiterpenos oxigenados 79,50%

Métodos de ldentificagdo: ?IR calculado- indice de retencéo calculado utilizando n-alcanos C7— C25
em coluna DB-5 (fenilmetilsiloxane 5%). "IR literatura-indice de retencéo relativo encontrado na
literatura em coluna capilar DB5 e comparacdo dos Indices de Retencdo e/ou dos Espectros de
Massas com a Literatura (ADAMS, 1995). “MS- Identificagdo baseada na comparacdo com 0s
espectros de massa da espectroteca Wiley 275 libraries n.i-ndo identificados; A Compostos listados
em ordem de elui¢éo pela coluna DB-5 (fenilmetilsiloxane 5%). t= traco
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3.2 ATIVIDADE LEISHMANICIDA

Os resultados da avaliacdo da atividade leishmanicida do 6leo essencial de S.
terebinthifolius sdo mostrados na (Tabela 2). Foi possivel observar atividade contra
as formas promastigostas de todas as espécies de Leishmania testadas. Sendo a
Leishmania infantum, a espécie que desenvolve a forma visceral da doenca,
considerada a mais grave, avaliou-se a atividade frente a forma amastigota

intracelular, apresentando I1Csy de 46,12 pug/ml.

Os oOleos essenciais se mostram eficazes tanto na prevencdo como no
tratamento das doencas parasitarias, por possuirem propriedades como baixa
densidade e rapida difusé@o através das membranas celulares em decorréncia da sua
lipossolubilidade, podendo melhorar a insercédo intracelular dos componentes ativos

do Gleo essencial nos parasitas (Anthony e Smith, 2005).

Em relacdo a citototoxicidade realizada em macréfagos peritoneais murinos,
foi observado uma resposta superior para o 6leo essencial quando comparada com
o farmaco pentamidina (Tabela 2). A Citotoxicidade e a atividade frente a forma
amastigota intracelular de Leishmania infantum foram usados para determinar o
indice de seletividade. Os resultados obtidos indicam que o 6leo essencial € 6,15
vezes mais seletivo para o protozoario do que para a célula humana, este valor é
superior ao apresentado pela pentamidina, que se mostrou 2,06 vezes mais seletivo
para o protozoario. Dessa forma, esses resultados sdo de grande importancia para

futuras pesquisas no desenvolvimento de novas drogas com ac¢ao leshimanicida.

Braga et al. (2007), analisaram a atividade leishmanicida do extrato bruto da
aroeira contra a forma promastigota do protozoario, e verificaram um ICsode 55 ug/mi
para a espécie L. amazonenzis e um ICsp> 250ug/ml para L. chagasi, sendo o
resultado bastante diferente para as espécies. Neste trabalho, realizado com o dleo
essencial dos frutos, ndo foi grande a diferenca de resultado entre as formas

cutaneas e visceral testadas.

Moura-Costa et al. (2012), avaliaram a atividade do extrato de
S.terebinthifolius frente a forma promastigota de Leishmania amazonensis,
encontraram valores inferiores aos nossos resultados ja que obtiveram um ICso de

201125 pg/ml para o extrato aquoso e um ICsy de 688+88 ug/ml para o extrato
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hidroalcdlico a 50%. O grupo avaliou também a citotoxicidade do extrato em células
Vero e obtiveram CCsy de 51+23 ug/ml para o extrato aquoso e um CCs, de >100

pg/ml para o extrato hidroalcélico a 50%.

Tabela 02: Atividade leishmanicida sobre as formas promastigota e amastigota em espécies de
Leishmania e atividade citotoxica do 6leo essencial de pimenta rosa (Schinus Terebinthifolius Raddi)
em macrofagos peritoniais.

Amostra Promastigota (ICso, pg/mL) Amastigota Macré6fagos indice de
intracelular peritoneais seletividade
(ICs0, pg/mL) murinos (1s)
(CCso, pg/mL) (CCosof/ICso €M
Leishmania Leishmania Leishmania Leishmania amastigota
amazonensis braziliensis infantum infantum intracelular)
Schinus
Terebinthifolius 42,4+0,7 41,4+1,4 53+4,0 46.12+5.03 284+3,0 6.15
Pentamidina 2,84+0,09 0,9+0,0 3,3+0,12 2,43+0,0 5,03+1,25 2.06

Valores representam a média tdesvio padrdo de trés experimentos independentes. CCsy:
concentracdo citotoxica em 50%; ICsp:concentracdo inibitéria em 50%; IS: indice de seletividade
(CCso/IC5o em amastigota intracelular).

3.3 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Os resultados obtidos na avaliacdo antibacteriana do 6leo essencial dos frutos
de S.terebinthifolius sdo mostrados na (Tabela 3). Forte atividade antimicrobiana foi
observada em bactérias Gram positivas, sendo a menor CIM detectada em Bacillus
cereus (0,19 pg/mL), um importante bacilo Gram positivo formador de esporo que
pode causar infeccbes gastrintestinais e oculares em humanos e menos
frequentemente diversas outras infeccfes clinicas como septicemia, pneumonia e
meningite, particularmente em pacientes imunocomprometidos (Ramarao e Sanchis,
2013).

O OE mostrou também acdo antibacteriana frente os cocos Gram positivos
mais comumente relacionados a infecgdo em humanos, Staphylococcus aureus e
Enterococcus faecalis, com CIM de 6,25 pg/mL e 1,56 pug/mL, respectivamente. Este
resultado evidéncia o potencial terapéutico do 6leo estudado, inclusive podendo

atuar em microrganismos multirresistentes como os MRSA (acrbnimo em inglés para
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Meticillin-Resistant Staphylococcus aureus), ja que a CIM detectada para o isolado
MRSA testado foi idéntica ao S. aureus ATCC sensivel. Em nosso estudo néo foi
detectada atividade inibitéria do OE, nas concentracdes utilizadas, contra as

bactérias Gram negativas (P. aeruginosa e E. coli), (Tabela 3).

Segundo Duarte et al. (2005) e Aligiannis et al. (2001), pode-se classificar a
atividade antimicrobiana de materiais vegetais, segundo os resultados da CIM,
podendo a atividade antimicrobiana do material ser considerado como forte,
moderada ou fraca, assim, 6leos ou extratos que apresentem CIM até 0,5 mg mL™,
entre 0,6 e 1,5 mg mL™ e acima de 1,6 mg mL™, respectivamente. Desta maneira, o
Oleo essencial de S. terebinthifolius apresentou acdo antimicrobiana forte contra os
Staphylococcus aureus (ATCC 29213 e ATCC 43300-MRSA), Enterococcus faecalis
(ATCC 29212) e Bacillus cereus (ATCC 11778).

Outros pesquisadores testaram a atividade antimicrobiana do 6leo essencial,
com resultados muito variaveis, provavelmente relacionados as diferencas na parte
da planta utilizada, metodologia empregada na extracdo oOu nOS ensaios
antimicrobianos. Silva et al. (2010), analisaram a atividade antibacteriana do 6leo
essencial obtido das folhas de S.terebinthifolius, e observaram uma variagao da CIM
de 78,1 a 1250 pg/ml frente isolados de Staphylococcus spp. Com esse resultado,
podemos inferir que o 6leo essencial do fruto € mais eficaz para Staphylococcus
aureus quando comparado ao 6leo obtido das folhas, uma vez que detectamos um

valor bem inferior de CIM (6,25 ug/ml) para os dois isolados testados.

Em um estudo realizado por EI-Massry et al. (2009), a atividade
antimicrobiana do Oleo essencial e do extrato das folhas de S.terebinthifolius foi
avaliada e os resultados obtidos indicam que o extrato de diclorometano mostrou
forte inibicdo do crescimento de P. aeruginosa (MIC de 550 pg/mL), Staphylococcus
aureus (600 pg/mL), Aspergillus niger (850 pg/mL), Aspergillus parasiticus (800
pMg/mL), e Candida albicans (750 uyg/mL). Ja o Oleo essencial e 0 extrato etandlico
mostrou atividade moderada. Santos et al. (2007), verificaram a ac¢do do Oleo
essencial das folhas sobre fungos, e o mesmo nao apresentou efeito fungicida
contra Colletotrichum spp. e Fusarium spp., porém inibiu o crescimento dos fungos
utilizando diluicdes superiores a 10% do 6leo para Colletotrichum spp. e inferiores a
10% para Fusarium spp. Alternaria spp. e Botrytis spp. Na analise microbiolégica do
extrato da mesma planta, cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e do
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Bacillus cereus (ATCC 11778) apresentaram-se sensiveis a acdo antimicrobiana do

extrato alcodlico.

Ja o extrato aquoso ndo apresentou poder inibitério em nenhuma das cepas
testadas, ndo sendo observados halos inibitérios em nenhuma das placas
produzidas (Degaspari et al., 2005). Estudos realizados por Freires et al. (2010),
analisando as bactérias da cavidade bucal, que fazem parte do biofilme dentario,
detectaram que as linhagens bacterianas de Streptococcus mutans e Lactobacillus

casei mostraram-se susceptiveis a acdo do extrato.

Alguns autores sugerem que como 0s 06leos essenciais sdo constituidos por
misturas complexas de compostos lipofilicos, a sua lipofilicidade Ihe permite permear
pelos lipideos da membrana da célula bacteriana e mitocondrias, desestabilizando a
estrutura celular e tornando-as mais permedveis, favorecendo a penetracdo e
consequente acao antimicrobiana por instabilidade na membrana plasmatica

gerando a ruptura da célula (Carson et al., 2002; Ultee et al., 2002; Burt, 2004).

Tabela 03: Atividade antimicrobiana dos valores do MIC do 6leo essencial dos frutos de Schinus
terebinthifolius Raddi.

MIC (ug/mL) do oleo Dogras padrées
essencial de Schinus
Microrganismos testados terebinthifolius Raddi
Meropenen Ciprofloxacino

Escherichia coli ATCC >100 <0,12 <0,12
25922
Pseudomonas aruginosa >100 0,5 0,25
ATCC 27853
Staphylococcus aureus 6,25 0,03 <0,12
ATCC 29213
Enterococcus faecalis 1,56 2 1
ATCC 29212
Bacillus cereus ATCC 11778 0,19 Nd* Nd*
S.aureus ATCC 43300 MRSA 6,25 Nd* Nd*

Valores representam a média + desvio padrdo de trés experimentos independentes. *Nd, valor nao
determinado.

4 CONCLUSAO
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O Oleo essencial dos frutos de S. terebinthifolius demonstrou atividade
antimicrobiana frente aos B.cereus, S. aureus, E. faecalis e antileishamania frente a
L. amazonenses, L. braziliensis e L. infantum e baixa citotoxicidade em macrofagos
peritonias de ratos, sugerindo que esta espécie vegetal tem um grande potencial em
substancias com atividades bioldgicas, com potencial a ser explorado no
desenvolvimento de novas drogas no tratamento da Leishmania e antibiéticos. Foi
relatado pela primeira vez atividade antileishamania do 6leo essencial desta espécie.
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Com a realizacdo deste trabalho, podemos confirmar a eficacia do Oleo

essencial dos frutos de Schunis terebinthifolius Raddi, por meio das analises in vitro

realizadas frente as diferentes espécies de Leishmania e bactérias. Com o0s

resultados obtidos, podemos constatar que 6leo podera ser utilizado futuramente no

tratamento de doencas parasitologicas e bacterianas, de modo que o0 mesmo podera

substituir ou complementar a terapéutica atual. Porém, ha a necessidade de se

realizar estudos in vivo, para definir mecanismo de acdo, dose e potencial citotdxico

do Gleo que futuramente serdo aplicados no tratamento em humanos.
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