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Avaliacdo in vitro do potencial antimicrobiano e toxidez do 6leo essencial da Schinus
terebinthifolius Raddi

Larissa Rodrigues Apolinario da Silva*

RESUMO: A pesquisa de materiais vegetais com acdo antimicrobiana representa uma
alternativa promissora no combate a patdgenos orais, em razdo do surgimento de espécies
multirresistentes a drogas sintéticas. A Schinus terebinthifolius Raddi destaca-se em funcéo
das propriedades terapéuticas e uso crescente na medicina popular. Estudos das suas
propriedades bioldgicas sdo necessarios para validar a sua eficacia e seguranca do uso clinico.
O presente estudo avaliou a atividade antimicrobiana in vitro da Schinus terebinthifolius
Raddi frente a cepas padrédo, sua toxidez e perfil fitoquimico. O potencial antimicrobiano do
oleo essencial dos frutos verdes da S. terebinthifolius foi avaliado por meio da microdiluicédo
em caldo, com determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), frente as cepas
bacterianas: Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 11775 e Salmonella
enteritidis ATCC 13076, e a levedura Candida albicans ATCC 10231. A toxidez do 6leo
essencial foi analisada pelo método da hemdlise. A analise fitoquimica foi realizada por
Cromatografia Gasosa com Espectrometria de Massa (CG-EM). O 6leo essencial apresentou
moderado potencial antifungico frente a Candida albicans (CIM = 1 mg/mL), e nenhuma
atividade contra as cepas bacterianas, até a concentracdo de 2 mg/mL. O 6leo essencial da S.
terebinthifolius ndo apresentou acdo hemolitica até a concentracdo de 8 mg/mL. Nas amostras
mais concentradas, a partir de 16 mg/mL, foi observada a hemdlise das células, sendo
considerado um risco téxico para a membrana das hemacias. A CG-EM identificou a
predominancia de terpenos, dos tipos alfa e beta-felandreno. O dleo essencial da S.
terebinthifolius apresenta potencial antifingico para a C. albicans, sendo in6cuo para as
hemaécias até a concentracdo de 8 mg/mL. Estes achados impulsionam a realizacdo de outros
métodos pré-clinicos, a fim de se verificar sua eficacia na candidose oral.

Palavras-Chave: Schinus; Plantas medicinais; Produtos com acéo antimicrobiana; Candida

albicans

1 INTRODUCAO

A identificacdo de substancias vegetais com acdo antimicrobiana representa uma
alternativa para o controle e/ou tratamento de infecgfes em humanos. Essa busca tem sido
motivada, especialmente, em funcdo da resisténcia microbiana (ALVES et al., 2006; ALVES
et al.,2013; CASTRO; LIMA, 2010; MENEZES et al., 2009) que tem resultado em prejuizos
a saude humana. O uso indiscriminado de antibidticos em alguns paises da Europa resultou

em resisténcia de populacdes bacterianas, causando assim um grave problema de saude
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publica e tornando-se uma das maiores causas de falha no tratamento de doencas infecciosas
(COLE et al., 2014).

As plantas medicinais sdo introduzidas neste contexto, por serem amplamente
utilizadas como agente antimicrobiano na medicina tradicional. Os resultados terapéuticos
encontrados pela populacdo séo resultantes da acdo de compostos ativos, conhecidos como
metabdlicos secundarios. Considerando as propriedades bioldgicas das plantas medicinais,
novas formas terapéuticas e estratégias antimicrobianas sdo propostas na tentativa de
minimizar a ocorréncia de infeccBes resistentes ao tratamento convencional (CASTRO;
LIMA, 2010; KUREK et al., 2012). Apesar do aumento de estudos nesta area, os dados
disponiveis mostram que apenas 15 a 17% das plantas foram estudadas para fins terapéuticos
(TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

Dentre as plantas nativas atualmente estudadas, destaca-se a Schinus terebinthifolius
Raddi, em fungéo do seu uso na medicina tradicional (LUCENA et al., 2006; SANTOS et al.,
2009).

A Schinus terebinthifolius Raddi é uma arvore perene, de pequeno a médio porte,
pertencente a familia Anacardiaceae (PAULO et al., 2009). Nativa da costa do Brasil, foi
introduzida em paises da América do Sul e Central, podendo ser encontrada também em
regides tropicais e subtropicais da América do Norte, do continente Africano e em parte da
Europa Mediterranea e do Sul da Asia (AFFONSO et al., 2012; BARBOSA; DEMUNER;
CLEMENTE, 2007). Apresenta muitos nomes populares incluindo aroeira-da-praia, pimenta-
rosa, aroeira-vermelha, aroeira-pimenteira e aroeira-mansa (MENDONCA; SILVA-MANN;
RABBANI, 2014). A S. terebinthifolius apresenta frutos do tipo drupa, globdides, arométicos
e com coloracio vermelha quando maduros, mas inicialmente sdo verdes (DEGASPARI;
WASZCZYNSKYJ; SANTOS, 2005).

Na medicina popular sdo descritas diversas aplicacfes de uso das partes desta planta
(folhas, frutos e cascas), como adstringente, antidiarreica, depurativa, antipirética (PAIVA;
ALOUFA, 2009), antioxidante, cicatrizante, antitumoral (GILBERT; FAVORETO, 2011) e
hemostatica, utilizada também no tratamento de doencas venéreas, reumatismo e gengivite
(AFFONSO et al., 2012). O 6leo extraido da casca é utilizado para o tratamento de febre,
hemoptises, afeccBes uterinas, tumores e doencas da cornea (DEGASPARI;
WASZCZYNSKY/J; PRADO, 2004; MOUSTAFA et al., 2007). Para o oleo essencial dos
frutos atribui-se atividade diurética, antimicrobiana em bactérias gram-positivas e
antiinflamatdria por inibicdo da enzima fosfolipase A> (PIRES et al., 2004). Devido a alta

concentracdo de monoterpenos volateis dos seus 6leos essenciais é usada no tratamento de



problemas respiratorios (BARBOSA; DEMUNER; CLEMENTE, 2007) e micoses, como
infecgBes por Candida (LIMA et al., 2006). O 6leo essencial também tem uso comprovado
nas industrias alimenticias (MENDONCA,; SILVA-MANN; RABBANI, 2014).

O fruto da S. terebinthifolius possui de 5,50 a 8,41% de Oleo essencial. Este 6leo
apresenta composicdo quimica predominante de monoterpenos (85,1%), sendo 0s mais
abundantes 6-3-careno (30,37%), limoneno (17,44%), alfa-felandreno (12,60%), alfa-pineno
(12,59%), mirceno (5,82%) e o-cimeno (3,46%), seguido pelos sesquiterpenos (5,34%) trans-
cariofileno, Y-muuruleno, E,E-a-farneseno, d-cadineno e epi-a-cadinol (COLE et al., 2014).

Essas substancias volateis do 6leo essencial tém importancia nos mecanismos de
defesa das plantas contra seus predadores, como fungos, bactérias, virus, parasitas, insetos,
moluscos e animais superiores (CALIXTO, 2001).

O dleo essencial das folhas da S. terebinthifolius mostrou atividade antibacteriana
contra o Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Shigella dysenteriae,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus intermedius, bem como atividade antifungica contra
Aspergillus niger, Aspergillus parasiticus e Candida albicans (El MASSRY et al., 2009;
SILVA et al., 2010).

Bendaoud et al. (2010) identificaram uma marcante atividade antioxidante e citotoxica
in vitro do 6leo essencial dos frutos de S. terebinthifolius contra células de cancer de mama
humano. Estes resultados sugerem que o 6leo essencial de S. terebinthifolius pode ser uma
fonte promissora de compostos ativos para terapias inovadoras e/ou estratégias preventivas
contra o cancer (CARVALHO et al., 2013). Em relacdo a atividade antimicrobiana, o 6leo
essencial extraido dos frutos maduros de S. terebinthifolius apresentou atividade fungitoxica
in vitro contra o fungo Colletotrichum gloeosporioides. A inibicdo do crescimento do fungo
foi diretamente proporcional & concentracdo do 6leo, onde a maior concentragdo utilizada
(0,50%) apresentou inibicdo de 79,07%. Esta analise foi realizada pelo método da difusdo em
agar, considerando o indice de velocidade de crescimento miscelial (OLIVEIRA JUNIOR et
al., 2013). As atividades larvicida, inseticida e repelente do dleo essencial obtido dos frutos
maduros da S. terebinthifolius foram evidenciadas contra o Aedes aegypti (COLE, 2008),
além da atividade antibacteriana contra E. coli; Bacillus sp.; Pseudomonas sp.; Klebsiella.
oxytoca; Corynebacterium sp .; Nocardia sp .; S. aureus; Enterobacter sp.; Enterobacter.
agglomerans e Streptococcus grupo D (COLE et al., 2014).

Sabe-se que muitas plantas medicinais utilizadas pela populacdo na forma de chas e
infusdes ndo sdo suficientemente estudadas quanto & presenca de substancias citotoxicas que

podem causar efeitos adversos e consequentemente danos a saide (BAGANTINI; SILVA;



TEDESCO, 2007). Os o6leos puros frequentemente apresentam toxicidade elevada tanto que,
dentro das recomendacdes de uso, encontram-se as pequenas dosagens e seus efeitos toxicos
podem ser decorrentes de intoxica¢fes agudas ou cronicas (CARDOSO et al., 2009).

Portanto, além de estudos que comprovem o potencial antimicrobiano e outras
propriedades bioldgicas das plantas, a investigagcdo da sua toxidez é extremamente necessaria
para se validar a eficdcia e seguranca destes recursos vegetais empregados terapeuticamente
pela populacdo (VIEIRA et al., 2014). Existem varios modelos toxicologicos in vitro para
analisar a seguranca toxicolégica de uma substancia, onde séo utilizados diferentes modelos
celulares, incluindo fibroblastos, queratindcitos e hemacias (CRUZ et al., 2010).

O presente estudo objetivou avaliar in vitro a atividade antimicrobiana do 6éleo
essencial da Schinus terebinthifolius Raddi frente a cepas padrdo de bactérias e levedura, e sua

toxidez, através do teste da hemolise.

2 METODOLOGIA

2.1 Locais de realizacdo da pesquisa

Os ensaios da atividade antimicrobiana e toxidez foram realizados no Laboratorio de
Desenvolvimento e Ensaio de Medicamentos (LABDEM) pertencente ao Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude, da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB). A caracterizacao
fitoquimica foi realizada no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e
Agricolas (CPQBA) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP - SP), através do
programa PROCAD/Casadinho (Capes/CNPq).

2.2 Material Vegetal

Foram utilizados frutos verdes da Schinus terebinthifolius Raddi, coletados na regido
do semiéarido paraibano, no municipio de Campina Grande (7°12' 35" S, 35° 54' 57"W), sob
orientacdo de um botéanico. Os frutos foram limpos, acondicionados em recipientes plasticos e
estocados em geladeira convencional até o momento da extracdo do Oleo. O espécime
testemunho encontra-se depositado na colecdo do Herbario Manuel de Arruda Camara
(ACAM) da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), Campus I, Campina Grande, Paraiba
sob o registro n® 486/ACAM.



2.3 Preparo do Material Vegetal

O dleo essencial da S. terebinthifolius foi extraido de frutos verdes da planta pelo
método da hidrodestilacéo, utilizando-se um aparelho tipo Clevenger.

Cinguenta gramas da amostra foram colocados em baldo de 500 mL de fundo redondo,
juntamente com 200 mL de &gua destilada. Com o auxilio de uma manta, foi realizado o
aquecimento, em constante ebulicdo. Apds 2 horas, o 6leo foi removido, colocado em frasco

de vidro e estocado em freezer comercial (-2°C) até o momento de sua utilizaco.

2.4 Microrganismos

Os microrganismos utilizados nos testes foram o Gram-positivo Staphylococcus
aureus (ATCC 6538) e os Gram-negativos Escherichia coli (ATCC 11775) e Salmonella
enteritidis (ATCC 13076) e a levedura Candida albicans (ATCC 10231).

2.5 Avaliacao da atividade antimicrobiana

2.5.1 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima pelo método da

microdiluicio

A determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do 6leo essencial foi
realizada através da técnica da microdiluicdo em caldo, proposta pelo CLSI (2010). O teste foi
realizado em microplacas de 96 pogos contendo 100 pL/poco do meio de cultura especifico
(Mdeller-Hinton — para bactérias, e meio RPMI — 1640 (Angus Buffers & Biochemicals,
Niagara Falls, NY, USA) — para a levedura). Foram acrescidos 100 uL do 6leo essencial na
concentracdo de 4 mg/mL no primeiro po¢o da coluna, e em seguida, realizou-se diluigdes
seriadas, de modo que 100 puL do conteudo do primeiro pog¢o foram homogeneizados e
transferidos para o seguinte, obtendo-se concentragdes decrescentes entre 2000 e 15,62ug/mL.
Os 100 pL finais foram desprezados. Posteriormente, 10 uL do indculo bacteriano (1,0x10°
UFC/mL) e da levedura (2,5x10° UFC/mL) foram adicionados aos pogos e as placas
incubadas a 37°C por 24 horas. A Clorexidina a 0,12% (Sigma-Aldrich) e a nistatina (Sigma-
Aldrich) foram utilizados como controles positivos e o Tween 80 foi usado como controle
negativo. A CIM foi definida como a menor concentracdo do Oleo capaz de inibir o

crescimento microbiano visivel, que foi confirmada com 0,01% de resazurina (Sigma-Aldrich,
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St. Louis, MO, EUA) para as bactérias e por mudanca de cor do meio RPMI 1640 (rosa para
amarelo) para a levedura. O experimento foi realizado em triplicata em trés experimentos
independentes.

A atividade antimicrobiana do O6leo essencial foi avaliada de acordo com a
classificacdo de Aligianis et al (2001), empregando-se os seguintes critérios: forte inibicao -
CIM até 500 pg/mL; inibi¢do moderada — CIM entre 600 ¢ 1500 pg/mL e como fraca inibigao
- CIM acima de 1600 pg/mL.

2.5.2 Determinacao da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e Concentracao
Fungicida Minima (CFM)

A atividade bactericida ou fungicida foi analisada apenas com as amostras que
apresentaram CIM até 1000 ug/mL por meio do plaqueamento por superficie do material do
poco correspondente a CIM e concentracdes anteriores a este, em meio de cultura especifico.
A CBM/CFM foi definida como a concentracdo capaz inibir o crescimento microbiano (CLSI,
2005, 2008).

2.6 Ensaio da toxidez

2.6.1 Hemodlise

Preparou-se uma suspensdo de hemécias 5% em solucdo salina 0,9%. Em seguida, 2
mL desta suspensdo foi distribuida em tubos de ensaio e homogeneizadas com 2 mL do 6leo
essencial dissolvido em Tween 80, em diferentes concentragfes: 1, 2, 4, 8 e 16 mg/mL. Apos
1 hora, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm (rotacGes por minuto), durante 10
minutos e realizada a leitura visual, levando-se em consideragdo a quantidade de hemacias
que sofreram lise. A visualizacdo da hemolise foi classificada como: — (0% de hemolise), +
(25% de hemolise), ++ (50% de hemdlise), +++ (75% de hemolise) e ++++ (100% de
hemolise), conforme classificagdo Luize et al. (2005). Essa leitura foi realizada em
espectrofotémetro (540 nm) (Shimadzu® UV mini — 1240), utilizando como branco a solucgéo
salina 0,9% para confirmar os resultados da leitura visual. Foi utilizado como controle
negativo a suspensdo de hemécias 5% em solugdo salina 0,9% e como controle positivo a
suspensdo de hemécias 5% com o Liquido de Turk.
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2.7 Caracterizacdo Fitoquimica

2.7.1 Cromatografia Gasosa com Espectrometria de Massa

Anélise do 6leo essencial por Cromatografia Gasosa com Espectrometria de Massa
(CG-EM). Aliquotas de 400 pL (micropipeta Eppendorf, Research plus, 100-1000 pL) da
amostra foram colocados dentro de "vials” de vidro e adicionados 1 mL de uma solucdo de
trimetilsilil para silanizacdo. A amostra foi analisada em um cromatdgrafo a gas (QP 2010
Plus, Shimadzu Co.) acoplado a um espectrdbmetro de massa, equipado com uma coluna
capilar DB-5 (J&W Scientific, Palo Alto, CA) 30 m x 0,25 x 02,5um e um detector operando
no modo “scanning” (m/z 40-400). A programacao de temperatura foi de 60 °C (3 minutos)
240 °C (15 minutos), com um incremento de 3 °C/min. A amostra (0,5 pL) foi injetada por um
auto-injetor, utilizando a técnica de inje¢do “splitless”. A integragdo foi feita através do
software especifico do equipamento. Terpenos e sesquiterpenos foram identificados por
comparagdo com os dados obtidos do CG-EM (tempo de retencdo e fragmentacdo i6nica) de
padrdes auténticos metilados e eluidos nas mesmas condi¢Ges. Os outros compostos quimicos
foram identificados por comparacdo com os dados do espectro de massas da biblioteca do
equipamento (Nist- 11).

3 RESULTADOS

O odleo essencial da S. terebinthifolius apresentou atividade antimicrobiana apenas
frente a C. albicans (Tabela 1), e produziu hemdlise a partir da concentracdo de 16 mg/mL
(Tabela 2).

Tabela 1: Distribui¢cdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida
Minima (CFM) do oleo essencial de Schinus terebinthifolius Raddi, de acordo com o
microrganismo.

S. terebinthifolus
MICRORGANISMO CIM CBM/CFM

(Hg/mL) (Mg/mL)

Staphylococcus aureus ATCC
6538 >2000 _

Escherichia coli ATCC 11775 >2000
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Salmonella enteritidis ATCC
13076 >2000 -

Candida albicans ATCC 10231 1000 1000

Tabela 2: Distribuigdo dos valores percentuais da hemolise produzida pelo 6leo essencial da
Schinus terebinthifolius Raddi, de acordo com as concentracdes.

CONCENTRACOES DO OLEO
16 mg/mL | 8 mg/mL 4 mg/mL 2 mg/mL 1 mg/mL
Amostra 1 0,957 X 0,202 0,106 0,065
Amostra 2 1,053 0,857 0,242 0,155 0,181
Amostra 3 X 0,896 0,256 0,375 0,086
Média 1,005 0,876 0,233 0,212 0,110
Porcentagem 53% 46% 12,38% 11,26% 5,84%
da hemdlise
oo | | - - -

A partir do grafico 1 podemos observar o tempo de retencdo de cada amostra até
formar o pico referente aos constituintes quimicos de interesse. Os compostos foram
identificados no intervalo entre cinco e vinte e sete minutos. Esse fragmento foi expandido e
gerou-se um novo gréafico (Gréafico 2). Por conseguinte, os dados obtidos foram cruzados com
0 banco de dados do equipamento resultando na identificacdo de sete analitos, elencados na
tabela 3.

Grafico 1: Cromatograma do 6leo essencial da Schinus terebinthifolius Raddi
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Gréfico 2: Cromatograma expandido (5-27 min) do 6leo essencial da Schinus terebinthifolius
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Tabela 3: Analitos identificados no 6éleo essencial da Schinus terebinthifolius Raddi

tr (Min) IR @ Identificacdo % rel. ®
5,61 933 alfa-pineno 15,91
7,10 991 beta-mirceno 1,07
7,57 1007 alfa-felandreno 37,05
8,18 1025 para-cimeno 5,35
8,35 1029 beta-felandreno 24,10
17,02 1252 n.i. © 2,05
26,43 1481 germacreno D 14,47

Notas: a) indice de retencdo; b) fracdo em porcentagem da area total integrada para o

cromatograma; ¢) ndo identificado.

4 DISCUSSAO

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial da S. terebinthifolius frente a C. albicans

foi classificada como moderada (CIM = 1000 pg/mL) e para as bactérias como fraca (CIM >

2000 pg/mL), conforme a classificagdo de Aligianis et al. (2001). Destaca-se o resultado

encontrado frente a C. albicans, por ser a espécie mais associada a etiologia da candidose

oral, uma doenca oportunista que acomete mais comumente individuos imunocomprometidos
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(CORREA; ANDRADE, 2006; TEN-CATE et al., 2009). A nistatina constitui-se um dos mais
importantes agentes ativos contra infecgdes fingicas da cavidade oral (PAL et al., 2013),
porém, ja sdo observados casos de resisténcia de cepas de C. albicans frente a este farmaco
(PEREZ et al., 2011). O registro de infeccdes causadas pela Candida tem exibido uma
crescente resisténcia aos antifungicos, levando a falhas no tratamento e a infeccbes
reicidivantes (LIMA et al., 2014).

Apesar dos resultados da atividade antibacteriana do 6leo essencial da S. terebinthifolius
terem sido negativos, o seu potencial antimicrobiano foi avaliado anteriormente contra
algumas espécies de bactérias e leveduras, apresentando resultados positivos contra
Staphylococcus aureus (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ; PRADO, 2005; DOURADO,
2012), Escherichia coli (DOURADO, 2012), Streptococcus mutans, Streptococcus mitis,
Streptococcus sobrinus, Streptococcus sanguis, Lactobacillus casei (ALVES et al., 2009) e C.
albicans (ALVES et al. 2009; FREIRES et al. 2011).

Esses resultados sdo ainda incipientes, no entanto, o O6leo essencial da S.
terebinthifolius pode constituir uma fonte promissora para o desenvolvimento de produtos
antimicrobianos para o controle e/ou tratamento, especialmente, da candidose oral (PEREZ et
al., 2011).

As cepas bacterianas Salmonella enteritidis (ATCC 13076), Escherichia coli (ATCC
25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 29213) testadas no experimento de Melo et al.
(2014), pelo método de difusdo em disco, também ndo foram sensiveis ao 6leo dos frutos da
S. terebinthifolius. Os autores adicionaram, sobre cada disco de papel, 20 ul do 6leo essencial
da S. terebinthifolius na concentracdo de 100 mg/mL. Os didmetros dos halos de inibicéo
foram menores que 8 mm e, dessa forma, o 6leo ndo apresentou atividade antimicrobiana
avaliada por esse método.

Diferente do trabalho de Dourado (2012), que mostrou efetividade frente a um amplo
espectro de cepas patogénicas, incluindo a Escherichia coli e Staphylococcus aureus, e do
trabalho de Cole et al. (2014) cujos resultados foram positivos para Escherichia coli,
Pseudomonas sp., Staphylococcus aureus, Klebsiella oxytoca, Corynebacterium sp.,
Enterobacter sp., Enterobacter agglomerans, Bacillus sp., Nocardia sp. e Streptococcus do
grupo D.

A diferenca de resultados pode ser atribuida a diversos fatores. Um deles é inerente a
amostra estudada. Dependendo das condigdes de cultivo, ambientais, caracteristicas genéticas
e parte da planta analisada os seus constituintes ativos extraidos podem variar, 0 que pode

interferir diretamente nas suas propriedades bioldgicas.



15

Por exemplo, o 6leo essencial no estudo de Cole et al. (2014) e Dourado (2012) foi
extraido de frutos maduros, cuja composi¢do quimica foi diferente daquela encontrada no 6leo
deste estudo, extraido de frutos verdes. Cole et al. (2014) encontraram dezessete compostos,
dentre os quais, muitos nao foram identificados no presente estudo, como: 6-3-careno
(30,37%), limoneno (17,44%), mirceno (5,82%), o-cimeno (3,46%), E,E-a-farneseno (1,77%),
trans-cariofileno (1,77%), 6-cadineno (1,32), Y-muuruleno (1,29%), isoterpinolene (1,02%),
beta-pineno (0,69%), sabineno (0,61%), epi-a-cadinol (0,60%) e carvacrol (0,30%).

Outro aspecto que deve ser considerado é o método utilizado para avaliar a atividade
antimicrobiana. Foi verificado que dentre as técnicas utilizadas, a técnica de microdiluicdo em
caldo é a que apresenta melhor sensibilidade (ALVES et al., 2008).

Barbosa et al. (2007), a partir da analise do 6leo essencial da folha e do fruto da S.
terebinthifolius, elencou a presenca, dentre outros compostos, do alfa-pineno (14,31%), do
alfa-felandreno (12,94%) e do beta-felandreno (18,51%), os quais foram identificados neste
estudo, porém em diferentes concentragdes. Comparando os componentes dos 6leos de frutos
maduros e verdes, Barbosa et al. (2007) identificaram uma certa variacdo, predominando no
o6leo dos frutos verdes os sesquiterpenos alfa-cadinol, alfa-cadineno, epi-alfa-muurolol. J& nos
frutos maduros foram identificados alfa-cadinol, elemol e germacreno-D, como
predominantes. Observa-se que a propor¢do dos compostos presentes nos 6leos pode variar de
acordo com o estado de maturacao do fruto (MELO et al., 2014).

Diante destes resultados, observa-se que a composi¢cdo quimica de um 6leo volatil,
extraido do mesmo 6rgdo de uma mesma espécie vegetal, pode variar significativamente. A
variacdo quimica com predominio de diferentes compostos no 6leo essencial obtido a partir de
uma mesma espécie coletada em locais diferentes (ecotipos) é frequentemente devido a alta
complexidade quimica dos 6leos essenciais. Fatores geogréficos (localizacdo) e ecoldgicos
(habitat) também devem ser considerados. Além de todos esses fatores, deve-se levar em
conta a variabilidade genética das plantas, que esta intimamente relacionada com a qualidade
dos 6leos essenciais, e é expressa através de quimiotipos (ROVEDA et al., 2010).

Os 6leos essenciais ndo sdo substancias puras, sendo uma mistura de varios compostos
organicos volateis, complexas, presentes em diferentes concentragGes, que variam de espécie
para espécie vegetal. Segundo Cezarotto (2009), as propriedades antimicrobianas dos 6leos
essenciais parecem estar associadas a altos teores de hidrocarbonetos monoterpénicos, em
especial ao alfa-pineno, presente na amostra analisada.

A atividade antimicrobiana destes compostos provavelmente se deve a capacidade de

destruir a integridade celular, inibir a respiracdo e processo de transporte idnico, além da
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capacidade de aumentar a permeabilidade da membrana celular (COX et al, 2000; SIQUEIRA
et al; 1985).

O germacreno-D, encontrado nesta investigacdo, constitui um dos componentes
majoritarios de Oleos essenciais com atividade antimicrobiana, presente em diferentes
espécies vegetais (BIAVATTI et al., 2001; GONZAGA et al., 2003; IACOBELLIS et al.,
2005). No entanto, o composto isolado pode ndo ser responsavel pela atividade
antimicrobiana. Devido a lipofilia de hidrocarbonetos de estrutura terpénica, este composto
pode ser uma variavel importante na composicdo de Oleos essenciais com vertentes
antimicrobianas, uma vez que a sua particdo nos lipideos da membrana celular aumenta a
permeabilidade desta e facilita a penetragdo de agentes antimicrobianos no interior celular.
Esta observacdo reforca a importancia das interacdes positivas entre as moléculas ativas
presentes numa amostra vegetal (BREHM-STECHER; JOHNSON, 2003).

Deste modo, os ensaios de toxidez sdo indispensaveis para se analisar 0s reais
beneficios e riscos dos compostos presentes nas plantas. O teste para verificacdo da acdo
hemolitica in vitro vem sendo empregado como uma metodologia de triagem para diversos
agentes toxicos (PEQUENO; SOTO - BLANCO, 2006). E devido a estes fatores que o teste
da hemolise se fez necessario para avaliar se, além da acdo antimicrobiana, o dleo essencial da
S. terebinthifolius apresenta carater toxico para a membrana das hemacias.

Neste estudo, o 6leo essencial da S. terebinthifolius ndo apresentou acdo hemolitica até
a concentracdo de 8 mg/mL, visto que a solucdo salina contendo as hemacias e o Gleo
essencial permaneceu limpida ap6s a centrifugacdo, ou seja, as hemacias permaneceram
integras no fundo dos tubos, com a formacdo de um precipitado de células, sem que tenha
havido a lise das mesmas. Nas amostras mais concentradas, a partir de 16 mg/mL, foram
observadas a hemdlise das células, sendo considerada a concentragéo citotoxica efetiva 50%
(EC50), ou seja, capaz de hemolisar 50% de uma suspensao a 4% de eritrécitos (SCHULZ,
PEREIRA; BATISTA, 2005).

Estudos in vitro, principalmente avaliando atividade antimicrobiana, apresentam-se
como preliminares numa sequéncia desde ensaios microbioldgicos até a fase clinica
(FREIRES et al., 2011). Apesar da S. terebinthifolius ja ser utilizada na medicina tradicional,
os resultados obtidos nesse estudo referentes a sua agdo antimicrobiana, toxidez e perfil
fitoquimico impulsionam a realizagdo de outros metodos né&o-clinicos, levando-se em
consideracdo suas atividades terapéuticas na Odontologia, a fim de se definir o mecanismo de
acdo no organismo, o tempo ideal de tratamento, possiveis riscos e eficacia no controle de

patdgenos orais.
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5 CONCLUSOES

O oleo essencial da S. terebinthifolius apresentou efeito inibitério a cepa de C.
albicans e nenhuma atividade para linhagens bacterianas até a concentracdo de 2 mg/mL, com
acdo hemolitica efetiva a partir de 16 mg/mL. Estes achados reforcam a importancia das
indicacdes terapéuticas da planta como meétodo alternativo, mas sugerem a realizacdo de
outros métodos ndo-clinicos, a fim de se definir o0 mecanismo de acdo no organismo, seus

possiveis riscos e eficacia no controle de patdgenos orais.

In vitro EVALUATION OF THE ANTIMICROBIAL POTENTIAL AND TOXICITY OF
THE ESSENTIAL OIL OF Schinus terebinthifolius Raddi

ABSTRACT

The research involving plant materials with antimicrobial activity is a promising alternative in
the fight against oral pathogens, due the emergence of multidrug-resistant species to synthetic
drugs. The Schinus terebinthifolius Raddi stands out due the therapeutic properties and the
increasing use in folk medicine. Studies of its biological properties are needed to validate the
efficacy and safety of its clinical use. This study evaluated the in vitro antimicrobial activity
of Schinus terebinthifolius Raddi against standard strains, its toxicity and phytochemical
profile. The antimicrobial potential of the essential oil from unripe fruits of S. terebinthifolius
was assessed by microdilution broth, with determination of Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) against the bacterial strains: Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Escherichia coli ATCC 11775 and Salmonella enteritidis ATCC 13076 and Candida albicans
ATCC 10231. The toxicity of the essential oil was analyzed by the hemolysis method.
Phytochemical analysis was performed by gas chromatography with mass spectrometry (GC-
MS). The essential oil showed moderate antifungal potential for Candida albicans (MIC =1
mg/ml), and no activity against bacterial strains till the concentration of 2 mg/ml. The
essential oil of S. terebinthifolius showed no hemolytic action until the concentration of 8
mg/mL. In more concentrated samples, from 16 mg/ml, hemolysis of the cells was observed
and is considered a toxic hazard to the membrane of erythrocytes. The GC-MS identified the
predominance of terpenes, alpha and beta phellandrene types. The essential oil of the S.
terebinthifolius has potential antifungal for C. albicans and is harmless to the red blood cells
until the concentration of 8 mg/mL. These findings boost the performance of other nonclinical
methods, in order to verify its efficacy in oral candidiasis.

Keywords: Schinus; Medicinal plants; Products with antimicrobial action; Candida albicans
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