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PERFIL FITOQUIMICO E ATIVIDADES ANTIFUNGICA E CITOTOXICA IN
VITRO DA Schinnus terebintifolius Raddi

Priscilla Guimaraes Silva*
RESUMO

A incidéncia da candidose, o limitado arsenal de antifingicos, associado ao expressivo indice
de toxicidade e de resisténcia microbiana, desperta a necessidade de novas alternativas
terapéuticas para o tratamento desta infeccdo. Para tal, destacam-se as plantas medicinais,
dentre as quais foi selecionada a Schinus terebinthifolius Raddi, conhecida popularmente como
aroeira-da-praia. Este estudo analisou a composi¢ao quimica do 6leo essencial dos frutos verdes
da S. terebinthifolius e avaliou, in vitro, suas atividades antimicrobiana e citotoxica sobre
células tumorais € ndo tumorais humanas. A analise fitoquimica foi realizada por Cromatografia
Gasosa com Espectrometria de Massa (CG-EM). A atividade antifungica foi avaliada pela
técnica da microdiluicdo em caldo, com determinagdo da concentracdo inibitoéria minima
(CIM), seguida da Concentracdo Fungicida Minima (CFM). A citotoxicidade foi em culturas
de células tumorais ¢ ndo tumorais humanas, incluindo viabilidade celular em macrofagos
RAW 264.7. O oleo essencial apresentou como compostos majoritarios os terpenos: alfa-
felandreno, beta-felandreno, alfa-pineno e germacreno D, e inibiu o crescimento da Candida
albicans a partir da concentracdo de 1000pg/mL. Permitiu a viabilidade celular até a
concentragao de 62,5ug/mL e apresentou atividade citostatica inespecifica para todas as
linhagens tumorais, sem evidéncias de atividade citocida até a concentragdo de 250 ug/mL. O
o6leo essencial dos frutos verdes da S. terebinthifolius caracterizou-se pela presenga marcante de
terpenos, do seu potencial antifingico frente a C. albicans e baixa citotoxicidade. Pode representar
uma fonte promissora de principios ativos para o desenvolvimento de medicamentos ou

formulagdes para o tratamento da candidose.

Palavras-Chave: Plantas medicinais. Aroeira-da-praia. atividade antimicrobiana.
Citotoxicidade

* Aluna de Graduagdo em Odontologia na Universidade Estadual da Paraiba — Campus 1.

Email: priscillags@hotmail.com.br
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1 INTRODUCAO

Dentre as infeccdes que acometem o corpo humano, destaca-se a candidose, micose
mucocutanea de aspecto clinico varidvel, que acomete cerca de um milhdo e meio de pessoas a
nivel mundial (KIM, 2016). A prevaléncia da candidose esta associada a desequilibrios
homeostaticos do individuo e, dependendo das suas condigdes imunologicas, pode evoluir para
a forma sistémica da doenga (TIRABOSCHI et al, 2007, SINGH et al, 2014). Como fator
etiologico, destacam-se as leveduras do género Candida, em especial a Candida albicans
(KLINGSPOR et al, 2015). Apesar da C. albicans ser a mais prevalente, outras espécies de
Candida nao-albicans emergem associadas a esta infec¢do. Adicionalmente, observa-se maior
incidéncia da candidose, limitado arsenal de antifingicos, associados a alta toxicidade sist€émica
dos mesmos, e aumento da resisténcia, o que tornam uma preocupagdo no ambito da satude
publica, despertando a necessidade clinica de novas alternativas terapéuticas para o tratamento
da candidose (BROWN et al, 2012, FERREIRA et al, 2015, BANDARA et al 2016,
LUKASZUK et al, 2017).

Dentre a variedade de plantas utilizadas na medicina popular, destaca-se a Schinus
terebinthifolius Raddi, espécime que possui comprovacgdes de acdo cicatrizante e antitumoral
(GILBERT; FAVORETO, 2011), anti-inflamatoria ¢ antibacteriana (PIRES et al, 2004),
antifungica (El MASSRY et al, 2009, SILVA et al, 2010, ALVES et al, 2013) e antioxidante e
citotoxicas contra células tumorais (BENDOUD et al, 2010). A S. terebinthifolius € uma arvore
de pequeno a médio porte, pertencente a familia Anacardiaceae (SANTOS et al, 2010,
FREIRES et al. 2011), nativa da América do Sul e largamente encontrada na costa brasileira,
com distribuicio do nordeste ao sul do pais (BARBOSA et al., 2007). E popularmente
conhecida como aroeira-da-praia, pimenta-rosa, aroeira-vermelha, aroeira-pimenteira e aroeira-
mansa (MENDONCA et al, 2014, AZEVEDO et al, 2015).

Apesar dos resultados positivos das propriedades biologicas da S. terebinthifolius e seu
crescente uso para fins medicinais pela populagao, os resultados sdo ainda incipientes, de modo
que muitos estudos ainda devem ser realizados, para valida-la como medicamento eficaz e
seguro (AFFONSO et al, 2012; CARVALHO et al, 2013). Portanto, sdo necessarios mais
estudos antimicrobianos in vitro e in vivo ¢ testes citotoxicos para subsidiar a avaliagdo dos
reais beneficios e possiveis riscos de sua aplicacdo terapéutica (POSADZKI et al, 2013;
VIEIRA et al, 2014). Diante desta premissa, o presente estudo avaliou a composi¢cao quimica
do 6leo essencial da Schinus terebinthifolius Raddi e avaliou in vitro suas atividades antifingica

e citotoxica sore células tumorais e ndo tumorais humanas.
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2 METODOLOGIA

2.1 Caracterizacio e sequéncia metodologica do estudo
Trata-se de um estudo experimental in vitro, cuja sequéncia metodologica estd

representada no fluxograma abaixo:

Coleta do material vegetal da
Schirnnus Terebenthifolius Raddi

do éleo essencial dos Fracionamento do éleo
frutos verdes de S. rerebinrhifolius essencial da S. rerebinthifolius

Monitoramento imicial atraves de
Cromatografia em Camada Delgada
(CCD)

Fracionamento em cohma filtrante
em funil de placa porosa

essencial da S. terebinthifolius Monitoramento

. B

Caracterizacdo do potencial
antifiingico
Concentragio

Inibitoria Minima
(CIM)

Concentragdo
Fungicida Minima

(CFM) —

céhlas tumorais humanas

Awvaliacdo da citotoxicidade sobre a
wiabilidade celular de cultura de Analise das
cehilas de macrdfagos raw 264.7 propriedades

- _ biolegicas

Figura 1: Fluxograma com sequéncia metodologica do estudo
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2.2 Local do estudo

O estudo foi realizado na Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), no Laboratorio de
Andlises e Diagnostico, Departamento de Odontologia, em Campina Grande, Paraiba, € no
Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA - UNICAMP)
em Campinas, Sado Paulo. Este trabalho integra o projeto realizado em parceria com a Faculdade
de Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas (FOP/UNICAMP), por
meio do Convénio Federal Casadinho/Procad N° 552561/201108 do CNPg/MCT e
Capes/MEC.

2.3 Material vegetal

2.3.1 Coleta do material vegetal

Os frutos verdes da S. terebinthifolius foram coletados na regido do semidrido paraibano no
municipio de Campina Grande, Paraiba, na 4rea do Campus I da Universidade Estadual da
Paraiba (7°12'35" S, 35° 54' 57"W). Os frutos foram armazenados em geladeira, até o momento
da obtencdo do seu 6leo essencial. O espécime testemunho da Schinus terebinthifolius Raddi,
encontra-se depositado na cole¢do do Herbario Manuel de Arruda Camara (ACAM), da
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), Campus I, Campina Grande, Paraiba, sob o registro
n° 486/ACAM.

2.3.2 Obtengao do 6leo essencial

Para a obtencao do dleo essencial dos frutos verdes de S. ferebinthifolius foi realizada
hidrodestilacdo em sistema do tipo Clevenger. Utilizou-se 50g da planta e 200 mL de 4agua
destilada, procedendo-se a destilagdo por duas horas. O dleo essencial foi acondicionado em
frasco de vidro hermeticamente fechado, envolto em papel aluminio e armazenados a -22°C até

0 momento do uso.

2.4 Fracionamento do o0leo essencial

2.4.1 Monitoramento inicial por meio de cromatografia em camada delgada (CCD)
Os compostos quimicos do 6leo essencial de S. ferebinthifolius foram monitorados
inicialmente por CCD, utilizando-se cromatofolhas de aluminio com fase estacionaria de silica

(TLC Silica gel 60 F254 — Merck). Como fase movel, foi utilizada a mistura de acetato de etila
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(Synth®) e hexanoacido (Synth®) nas proporcdes de 85:15, respectivamente. A marcagao dos
componentes quimicos da amostra foi visualizada a olho nu e sob luz ultravioleta (Solab® -
264 ¢ 365 nm), e a cromatofolha revelada com anisaldeido, com posterior aquecimento a 100°C

durante um minuto.

2.4.2 Fracionamento em coluna filtrante em funil de placa porosa

Realizou-se o fracionamento do oOleo essencial de S. terebinthifolius em coluna
cromatografica filtrante em funil de placa porosa com fase solida de silica (Merck®), de
parti¢do solido-liquido, de acordo com o gradiente de polaridade: hexano (1 x 100 mL);
hexano:acetato de etila, nas proporgdes de 98:2; 96:4; 94:6, 92:8; 90:10; 88:12; 86:14; 84:16;
82:18 e 80:20, com 50 mL de cada solucdo. As fracdes resultantes foram monitoradas por CCD
e reunidas conforme o perfil de similaridade e coloragdes diante do revelador empregado e em
seguida concentradas a vacuo (BUCHI Rotavapor® R-215), resultando em seis fragdes finais,
que foram utilizadas nos testes de atividade antiproliferativa sobre linhagens de células tumorais

humanas.

2.5 Caracterizacao fitoquimica

2.5.1. Cromatografia Gasosa com Espectrometria de Massa (CG-EM)

Anadlise fitoquimica do o6leo essencial da S. terebinthifolius foi realizada por CG-EM.
Aliquotas de 400 pL (micropipeta Eppendorf, Research plus, 100-1000 pL) do 6leo foram
colocados dentro de "vials" de vidro e adicionados 1,0 mL de uma solugao de trimetilsilil para
silanizagdo. A amostra foi analisada em um cromatografo a gas (QP 2010 Plus, Shimadzu Co.)
acoplado a um espectrometro de massa, equipado com uma coluna capilar DB-5 (J&W
Scientific, Palo Alto, CA) 30m x 0,25pum x 02,5um e um detector operando no modo “scanning”
(m/z 40-400). A programagao de temperatura foi de 60° C (0,3 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 injecdo “splitless”. A integracdo foi feita por meio do software especifico do
equipamento. Terpenos e sesquiterpenos foram identificados por comparacdo com os dados
obtidos do CG-EM (tempo de retencao e fragmentagao idnica) de padrdes auténticos metilados
e eluidos nas mesmas condi¢des. Os outros compostos quimicos foram identificados por

comparagao com os dados do espectro de massas da biblioteca do equipamento (Nist- 11).

2.6 Caracterizac¢iao do potencial antifingico
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Foi analisado o potencial antifingico do 6leo essencial de S. terebinthifolius por meio de
ensaios in vitro, utilizando a técnica da microdiluicio em caldo, para determinagdo da

Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e da Concentracdo Fungicida Minima (CFM).

2.6.1 Microrganismos
Foram utilizadas as seguintes espécies de Candida: Candida albicans ATCC 10231;
Candida glabrata CBS 07; Candida krusei CBS 573 e Candida dubliniensis CBS 7889.

2.6.2 Preparo do in6culo

O indculo foi preparado seguindo as recomendacdes do protocolo M27-A3 para
leveduras (CLSI, 2008). Culturas de leveduras de 24 horas foram adicionadas em 5,0 mL de
solucao salina estéril (NaCl 0,9%), ajustando-se sua absorbancia entre 0,08 a 0,10 a 530 nm,
para obtengdo de uma densidade equivalente a 5 x 10° UFC/mL. A partir desta suspensdo, foram
realizadas dilui¢des seriadas em meio de cultura RPMI-1640, obtendo-se, ao final da mesma,
uma densidade de 5 x 10° UFC/mL. Nos pogos da microplaca, a solucdo final resultou em uma

concentracdo de 2,5 x 10° UFC/mL.

2.6.3 Determinagao da Concentragao Inibitoria Minima (CIM) pelo método da Microdiluicao

em Caldo

A determinacdo da CIM do oleo essencial foi realizada através da técnica da
microdiluicdo em caldo, utilizando microplacas para contendo 96 pocos. Inicialmente, foram
depositados 100 pl/pogo do meio de cultura RPMI-1640 (Angus Buffers & Biochemicals,
Niagara Falls, NY, USA). Em seguida, acrescentou-se no poco inicial 100 pL do 6leo essencial
de S. terebinthifolius diluido em meio de cultura RPMI-1640 e 10% de dimetilsulfoxido de
sodio - DMSO, numa concentragdo de 8 mg/mL. Procedeu-se a microdilui¢do, com a
transferéncia de 100 pL do contetido do primeiro poco para o seguinte. Este procedimento foi
repetido até o ultimo pogo com obten¢ao das concentragdes entre 2000 e 0,4882 pg/mL do 6leo
essencial. Os 100 pL finais foram desprezados. Posteriormente, 100 pL da suspensdo do
microrganismo de 24 horas foram adicionados (5 x 103 UFC/mL). As placas foram incubadas

por 48 horas a 37°C. (CLSI 2008).

A Nistatina (0,5 mg/mL) (Sigma-Aldrich®) foi utilizada como controle positivo. Foram

analisados a esterilidade do meio de cultura e o controle de crescimento do microrganismo. Os
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ensaios foram realizados em duplicata, em dois experimentos diferentes.

A concentragdo inibitoria minima foi determinada por meio da alteracao de coloracdao do
meio RPMI-1640, de rosa (cor original) para amarelo, indicativo de mudanga do potencial
hidrogenionico (pH), ocasionada pelo crescimento microbiano (CLSI, 2008). A CIM

correspondeu a menor concentracdo do 6leo em que ndo foi observada essa alteragdo de cor.

Para classificagdo da atividade antimicrobiana do 6leo, foram utilizados os parametros

estabelecidos por Holetz et al (2002), dispostos no quadro 1.

Quadro 1: Classificagdo da atividade antimicrobiana com base nos parametros estabelecidos
por Holetz et al (2002).

Holetz et al (2002)
CIM <100 pg/mL Forte atividade
100 pg/mL < CIM > 500 pg/mL Atividade moderada
500 pg/mL < CIM > 1000 ug/mL Fraca atividade
CIM > 1000 pg/mL Auséncia de atividade

2.6.4 Determinacao da Concentragdo Fungicida Minima (CFM)

Para determinar a atividade fungicida, uma aliquota de 50 pL de cada poco, com
concentragoes igual ¢ maiores que a CIM, foram subcultivadas em meio agar sabouraud
dextrose (Merck®) e incubadas a 37°C por 48 horas. As CFMs foram definidas como a menor

concentracdo que inibiu o crescimento visivel do microrganismo (CLSI, 2008).

Para determinar o perfil da atividade antifingica do o6leo foi utilizado o calculo da razdo
CFM/CIM, em que foi considerado como fungicida quando a razdo CFM/CIM foi igual ou
menor que 4 e fungistitico quando maior que quatro (SIDDIQUI et al., 2013).

2.7 Caracterizacao do potencial antiproliferativo em cultura de células tumorais humanas

As linhagens utilizadas no estudo foram cedidas pelo National Cancer Institute (NCI),
Frederick, Maryland, EUA. As linhagens celulares utilizadas na avaliagdo da atividade
antiproliferativa (Quadro 2), foram cultivadas em frascos com 5,0 mL de meio RPMI-1640,

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco® -BRL, Grand Island, NY, USA) a
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37°C em atmosfera umida com 5% de CO; (Forma Scientific®, CO> Water Jacketed Incubator),

durante 24 horas.

Quadro 2. Linhagens de células tumorais ¢ ndao tumorais humanas utilizadas nos testes de
avaliacdo da atividade antiproliferativa.

TIPO CELULAR LINHAGEM ORIGEM

Glioma U251 Tumoral
Mama MCEF-7 Tumoral
Ovario resistente NCI-ADR/RES Tumoral
Rim 786-0 Tumoral
Pulmao NCI-H460 Tumoral
Prostata PC-3 Tumoral
Leucemia K562 Tumoral
Colon HT-29 Tumoral

Queratindcito HaCat Néo tumoral

Foram preparadas suspensdes celulares, para cada linhagem, com meio RPMI-1640
acrescido de 5% de SFB e 1% de penicilina:estreptomicina, e ajustadas em suas respectivas
densidades de inoculagdao. Em placas de 96 pocos, foram inseridos 100 pL da suspensao celular,
sendo as placas posteriormente incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera imida de 5% de
CO,. Foi também preparada uma placa controle (placa To), com todas as linhagens celulares

utilizadas no experimento.

As amostras (6leo essencial de S. terebinthifolius e fragdes) foram diluidas em DMSO
(Merck®) na concentragdo de 0,1 g/mL. Em seguida, foram adicionados 100 pL de cada
amostra, em triplicata, nos pocos iniciais e procedeu-se a dilui¢do seriada, resultando em
concentragoes das amostras de 0,25 pg/mL; 2,5 pg/mL; 25 ug/mL e 250 ug/mL, (Placa T). As
placas foram incubadas por 48 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO2. Como controle
positivo, foi utilizado o quimioterapico doxorrubicina, nas concentracdes de 0,25 pg/mL; 2,5

pg/mkL; 25 pg/mL e 250 pg/mL, (100 pL por poco) em triplicata.

No momento da adi¢ao das amostras, as células inoculadas na placa T foram fixadas com
a adicdo de 50 pL por poco de acido tricloroacético (TCA) (Sigma®) a 50%, para a

determinacdo da quantidade de células presentes no momento em que as amostras foram
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aplicadas. O TCA atua como fixador, precipitando proteinas. Células vidveis mantém-se fixas

na placa, enquanto células ndo vidveis se desprendem, sendo lavadas.

ApOs 48 horas de tratamento, as células tratadas foram fixadas com TCA a 50% e
incubadas por uma hora. Em seguida, as placas foram submetidas a quatro lavagens
consecutivas com agua destilada, para a remog¢dao dos residuos de TCA, meio, SFB e
metabolitos secunddrios, e foram mantidas a temperatura ambiente até a secagem completa.
Apos a secagem, foram adicionados 50 pL por pogo do corante proteico Sulforrodamina B
(SRB) (Sigma®) a 0,4% dissolvido em acido acético a 1%. A SRB é um corante proteico que
se liga aos aminoacidos bésicos das proteinas de células que estavam viaveis no momento da
fixacdo. Por isso, quanto maior a quantidade de SRB ligada a proteina, menor a atividade
citotoxica da amostra em teste (SKEHAN et al., 1990). Em seguida, as placas foram incubadas
a temperatura ambiente por 30 minutos. Apoés este periodo, as placas foram lavadas por quatro
vezes consecutivas com solugdo de acido acético a 1%, para remover o corante ndo ligado as
células, e, ap6s a secagem, completa a temperatura ambiente, o corante ligado as proteinas
celulares foi solubilizado com 150 pL/poco de solugdo de Trizma Base (10 uM, pH 10,5)
(Sigma®). A leitura espectrofotométrica da absorbéancia foi realizada em leitor de microplacas

(Molecular Devices®, modelo VersaMax) a 540 nm.

A porcentagem de inibi¢do do crescimento de cada amostra testada foi calculada pelas
seguintes equacdes: 100 x [(T-TO0) / (C-T0)], quando To < T < C, e 100 x [(T-TO) / (TO)],
quando T <TO, em que T equivale a média das absorbancias das células tratadas, C ao controle
de células e To ao controle das células no dia da adicdo das amostras. Para classificagao do
potencial antiproliferativo da S. terebenthifolius, foram utilizados os parametros estabelecidos
pelo NCI, dispostos em Fouche et al, 2008 (Quadro 3).

Quadro 3: Parametros estabelecidos pelo NCI para a classificagdo do potencial
antiproliferativo.

NCI
(FOUCHE et al., 2008)
log GIso > 1,5 Auséncia de atividade
1,1 <log GlIso <1,5 Fraca atividade
0<log Glso <1 Moderada atividade

log GIs0 <0 Potente atividade
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Utilizando a curva de concentracdo-resposta para cada linhagem celular, a Glso
(concentragdo necessaria da amostra para que ocorra 50% de inibicdo de crescimento) foi
determinada por meio de andlise de regressdo ndo-linear, através do software Origin 8.0
(OriginLab Corporation) (MONKS et al., 1991; SHOEMAKER, 2006).

2.8 Avaliacdo da citotoxicidade sobre a viabilidade celular de cultura de células de
macrofagos raw 264.7

Foi preparada uma suspensdo de células da linhagem de macrofagos RAW 264.7 (ATTC,
Manassa, VA, USA) em meio RPMI com 5% de SFB e penicilina-estreptomicina (2mg/L),
ajustada em sua respectiva densidade de inoculagio (1 x 10° células/mL). Foram aplicados 100
ul da suspensao em cada pogo das placas de 96 pogos, que foram incubadas por 24 horas a 37°C
em atmosfera de 5% de CO> e ambiente imido. Foi preparada também uma placa controle

(placa To).

A amostra do 6leo essencial de S. terebinthifolius foi diluida em dimetilsulfoxido de sodio
(DMSO) (Merck®), resultando na concentracao de 0,1 g/mL. Em seguida, 100 pL da amostra
foram adicionados, em quadriplicata, nos pocos iniciais. Procedeu-se a diluicdo seriada,
resultando nas concentragoes de 125; 62,5; 31,25; 15,63; 7,81; 3,91; 1,95; 0,98; 0,49 ¢ 0,24
pg/mL (Placa T). As placas foram incubadas por 48 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO».

No momento da adi¢@o das amostras, as células inoculadas na placa T foram fixadas com
a adicao de 50 pL/ poco de acido tricloroacético (TCA) (Sigma®) a 50%, para a determinacao

da quantidade de células presentes no momento em que as amostras foram aplicadas.

Ap6s 48 horas de tratamento, as células tratadas foram fixadas com TCA a 50% e
incubadas por uma hora. Em seguida, as placas foram submetidas a quatro lavagens
consecutivas com agua destilada, para a remogdao dos residuos de TCA, meio, SFB e
metabolitos secundarios, e foram mantidas a temperatura ambiente até a secagem completa.
Apo0s a secagem, foram adicionados 50 pL por pogo do corante protéico Sulforrodamina B
(SRB) (Sigma®) a 0,4% dissolvido em &cido acético a 1%. Em seguida, as placas foram
incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos. Apos este periodo, as placas foram lavadas
por quatro vezes consecutivas com solugao de acido acético a 1%, para remover o corante nao

ligado as células, e, apds a secagem completa a temperatura ambiente, o corante ligado as
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proteinas celulares foi solubilizado com 150 puL por pogo de solugdo de Trizma Base (10uM,
pH 10,5) (Sigma®). A leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em leitor de

microplacas (Molecular Devices®, modelo VersaMax) a 540 nm.

A viabilidade celular foi calculada através da seguinte equacgao: Viabilidade celular (%)
= (Aamostra/ Acontrole) X 100%, em que Aamostra € Acontrole €quivalem as absorbancias das amostras

com e sem a adi¢do do tratamento, respectivamente.

3 RESULTADOS

3.1 Caracterizacao fitoquimica

A analise por CG-EM do 6leo essencial da S. terebinthifolius revelou que seus compostos
majoritarios sdo representados pelo alfa-felandreno com um valor de 37,05%, este elemento foi
identificado aos 7,57 minutos, e o beta-felandreno, identificado aos 8,35 minutos, com area

integrada de 24,10%. (Tabela 1)

Tabela 1: Analitos identificados no 6leo essencial dos frutos verdes de Schinus terebinthifolius
Raddi, por cromatografia gasosa com espectrometria de massa.

Tr (MIN) IR@W IDENTIFICACAO % 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 retengao;
b) fragdo em porcentagem da 4area total integrada para o cromatograma;

¢) nao identificado.

3.2 Atividade antimicrobiana
O oleo essencial dos frutos verdes de S. terebinthifolius apresentou, segundo a
classificacdo de Holetz et al. (2002), fraca atividade frente a cepa de Candida albicans (CIM

1000 pg/mL). Nao houve evidéncias de inibicdo do crescimento no tocante as cepas nao-
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albicans, C. glabrata,, C. Krusei e C. dubliniensis (CIM > 1000 pg/mL). A partir da razdo
CFM/CIM, verifica-se perfil fungicida frente a cepa de C. albicans (CFM/CIM < 4). (Tabela
2)

Tabela 2. Distribuicdo dos valores das Concentragdes Inibitoria Minima (CIM) e Fungicida
Minima (CFM) do 6leo essencial dos frutos verdes de S. ferebintifolius, de acordo com a espécie
de Candida.

OEA NISTATINA
MICROORGANISMOS CFM/CIM
CIM pg/mL | CFM pg/mL CIM
C. albicans 1000 1000 1 0,9765
C. glabrata 2000 >2000 - 3,9062
C. krusei >2000 >2000 - 0,9765
C. dubliniensis 2000 >2000 - 1,9531

Fungicida (CFM/CIM< 4) ou fungistatico (CFM/CIM > 4) (SIDDIQUI et al., 2013).
* (-) Nao foi possivel determinar a razdo CFM/CIM.

3.3 Atividade antiproliferativa em linhagens de células tumorais humanas

A doxorrubicina apresentou efeito citocida para todas as linhagens celulares testadas
(Figura 2). O ¢6leo essencial da S. terebinthifolius possuiu atividade citostatica inespecifica,
inibiu a proliferacdo das células de todas as linhagens tumorais, sem evidéncias de potencial
citocida até a concentracao de 250 pg/mL (Figura 3). A fracdo 98:2 produziu efeito citostatico
sobre as células das linhagens PC-3, exibindo perfil citocida nas linhagens K-562 ¢ 786-0 na
concentracdo 0,25 pg/mkL, o perfil citocida para as demais concentragdes foi observado a partir
de 250 pg/mL (Figura 4). Nas fragdes 96:4 (Figura 5) e 94:6/98:2 (Figra 6) as amostras
produziram atividade antiproliferativa inespecificana na concentracdo de 250 pg/mL. As
fragdes 90:10 (Figura 7), 86:14 (Figura 8) e 80:20 (Figura 9) obtiveram atividade
antiproliferativa inespecifica sobre suas linhagens, este resultado foi atingido em concentragdes
menores que a do 6leo essencial (250 pg/mL), pode-se entdo supor que o fracionamento do 6leo

intensificou o efeito antiproliferativo.
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Figura 2. Prolifera¢do das linhagens celulares em funcdo da concentragao apos 48 horas de

exposi¢ao ao quimioterapico Doxorrubicina
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Figura 3. Proliferacdao das linhagens celulares em fungdo da concentragdo apods 48 horas de

exposicao ao Oleo essencial de S. terebinthifolius.
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Figura 4. Proliferagdo das linhagens celulares em funcdo da concentragao apos 48 horas de

exposicao a fracdo hexano:acetato de etila (98:2) do 6leo essencial de S. terebinthifolius
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Figura 5. Proliferacdao das linhagens celulares em fungdo da concentragdo apos 48 horas de

exposicao a fracdo hexano:acetato de etila (96:4) do 6leo essencial de S. terebinthifolius



24

151103 - 94:6/92:8
100 @ 2

e ——————— )
75 -

~ 50
S
& 254
=
3
o 0
5
£ 254 Niw
8 NCI/ADR-RES
2 o nhaso
O -50 HT29

—— K-562

—@— HaCaT

75 PC-3
-
-100 =
T T rrrm et e i
10° 107 1010256 10°25  q0'25 47 250
Concentragao (ug/mL)

Figura 6. Prolifera¢do das linhagens celulares em fun¢ao da concentragao (0,25; 2,5; 25 e 250

pg/mL) apoés 48 horas de exposicdo a fragdo hexano:acetato de etila (94:6; 92:8) do o6leo
essencial de S. terebinthifolius
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Figura 7. Proliferacdo das linhagens celulares em fung¢do da concentragdo apods 48 horas de

exposi¢ao a fragdo hexano:acetato de etila (90:10) do 6leo essencial de S. terebinthifolius
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Figura 8. Proliferagdao das linhagens celulares em fungdo da concentragdo apods 48 horas de

exposicdo a fracdo hexano:acetato de etila (86:14) do 6leo essencial de S. terebinthifolius
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Figura 9. Proliferacdao das linhagens celulares em fungdo da concentragdo apos 48 horas de

exposicao a fracdo hexano:acetato de etila (80:20) do 6leo essencial de S. ferebinthifolius

O oleo essencial e suas fragdes foram expressas em Glso (concentragdo da amostra

necessaria para inibir 50% do crescimento celular). (Tabela 3)
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Tabela 3. Valores de Glso (Growth Inhibition 50 — concentracdo da amostra necessaria para
inibir 50% do crescimento celular) do 6leo essencial de S. terebinthifolius e de suas fracdes
sobre cultura de células tumorais humanas.

Linhagens Doxorrubicina OE S . 98:2 96:4 94:6/92:8  90:10  86:14 80:20
terebinthifolius
U2s1 0,98 115.95 928 8285 42,68 142 419 <025
MCF-7 5.71 76.60 6179 22601 5293 600 639 <025
NCII{'EA;)R/ 13,03 108.77 4758 12283 63.00 1797 10,15 <025
786-0 0.51 211,33 796 11068 588l 200 538 <025
NCL-
e 0.13 105,94 9252 10376 90,06  12.88  9.69 11,64
PC-3 132 76,37 >250 8577 4325 419 570 <025
HT-29 9,22 94,08 6506 22480 7381 834 833 <025
K562 2.85 212.90 286 11065 4815 128 141 <025
HaCaT 034 22181 8299 21755 6343 915 1333 <025
MTFZ;‘}N 421 125,24 S67.13  133.4 5908 676 640  <1.67

Linhagens tumorais humanas: U251 (glioma); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (ovério com fenétipo de resisténcia a
multiplos farmacos); 786-0 (rim); NCI-H460 (pulmao, tipo ndo pequenas células); PC-3 (prostata); HT-29 (colon);
K562 (leucemia).

Linhagem ndo tumoral humana: HaCaT (queratinocito).

TGI: Total Growth Inhibition — concentragio necessaria para inibir totalmente o crescimento celular.

3.4 Atividade citotoxica em linhagens de macrofagos raw 264.7

O o6leo essencial dos frutos verdes de S. terebinthifolius manteve a viabilidade celular
acima de 85% até a concentragdo de 62,5ug/mL. O efeito citotoxico nos macrofagos foi
perceptivel na concentragdo de 125ug/mL, apresentando viabilidade celular, para esta
concentragdo de 20,6% (Figura 10). De acordo com o Orgio Internacional de Padronizagio
(International Standard Organization), ISO 10993-5: 2009, as concentracdes que mantém a

viabilidade celular abaixo de 70% sdo consideradas citotoxicas.
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Figura 10. Distribui¢do do percentual de viabilidade celular de linhagem de macr6fagos RAW

264.7 de acordo com a concentracao do 6leo essencial dos frutos verdes de S. terebinthifolius.

4 DISCUSSAO

Metabolitos secundarios conferem as plantas aplicagdo de cunho farmacoldgico com
diversos efeitos bioldgicos no organismo (PEREIRA et al, 2011; MARTORELLI et al, 2011;
SANTOS, et al., 2010; LIU et al, 2016). Dentre os compostos observados no presente estudo
constam como majoritarios os terpenos: alfa-feladreno, beta-feladreno, alfa-pineno e
germacreno D, os quais também foram encontrados, mesmo que em diferentes proporcdes, em
outros relatos de analise fitoquimica dos frutos de S. terebinthifolius (BARBOSA et al, 2007,
SANTOS et al, 2007, BENDAOUD et al, 2010, ROVEDA et al, 2010, OLIVEIRA et al, 2013,
MACHADO; VALENTINI 2014, COLE et al, 2014).

Em contrapartida, o perfil fitoquimico do oleo essencial obtido neste trabalho
diferenciou, em parte, do apresentado por outros autores, que também avaliaram a composi¢ao
do 6leo dos frutos desta planta, como Roveda et al (2010), que obtiveram dentre outros
compostos o sabineno, Z-salvene e limoneno. Oliveira (2013), por sua vez, identificou dezesseis
compostos, dentre eles alguns dispares com os elencados anteriormente, como: p-menth-1-en-
9-ol, o canfeno, e o hedicariol. Barbosa et al (2007) e Santos et al (2007) encontraram elemol,

a-cadiol, sabineno, 8-3-careno, sylvestreno, dentre outros.

A presenca de tais compostos pode ser influenciada pelas condigdes que a planta esta
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sujeita (SILVA, 2003, ATTI DOS SANTOS et al, 2007, MOURA et al, 2007), como a
preponderancia de fatores genéticos, geograficos, locais e ambientais, como a propria
maturagao do fruto (IBRAIM et al, 2001, SILVA, 2003, BARBOSA et al, 2007, MELO et al,
2014, ROVEDA et al, 2010, ZHANG et al, 2016).

O alfa-felandreno (37,05%) e o beta-felandreno (24,10%) foram preponderantes dentre
os outros compostos identificados. Estes caracterizam-se como hidrocarbonetos
monoterpenicos. Os terpenos se destacam por formar uma diversa classe de metabolitos
secunddrios, que geralmente estdo presentes como compostos majoritarios em 6leos essenciais
derivados das folhas ou partes aéreas de diferentes plantas (VELASCO- NEGUERUELA et al,
2003, HORNBACK, 2006, SANTOS et al, 2007, DEWICK, 2009). Alguns estudos
demonstram significativa atividade bactericida e fungicida desses compostos (KOUKOS et al,
2001, VELASCO et al, 2003, BAKKALI, 2008). O alfa-felandreno também se destaca por
apresentar comprovada atividade anti-inflamatoria (BARBOSA et al, 2007).

O alfa-pineno ¢ um monoterpeno ¢ apresenta atividade antimicrobiana com efeito
bacteriostatico (LEITE, 2007) e antifingico (PADUCH et al 2007, LANG et al, 2012). Além
disso, afeta 0 metabolismo energético de mitocondrias através de pelo menos dois mecanismos,
sendo eles o desacoplamento da fosforilagdo oxidativa ou inibi¢do da cadeia transportadora de
elétrons (ABRAHIM et al, 2003; CHANG et al, 2007).

Diversos estudos comprovam a acdo antimicrobiana do germaceno-D, além de
reconhece-lo como constituinte majoritario de 6leos essenciais extraidos de diferentes espécies
(GONZAGA etal, 2003, IACOBELLIS et al, 2005, ALMEIDA; DELACHIAVE; MARQUES,
2005). Entretanto, estudos alegam que o mesmo se mostrou inativo contra diversas espécies,
tais como: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, C. albicans, C. krusei, dentre
outros. Por outro lado, deve-se considerar que a lipofilia de hidrocarbonetos de estrutura
terpénica, presente na composicao de 6leos essenciais com vertentes antimicrobianas, quando
associada aos lipideos da membrana celular, aumentam a permeabilidade desta e facilita a
penetracdo de agentes antimicrobianos no interior celular (BREHM-STECHER; JOHNSON,
2003).

A atividade antifiingica do para-cimeno, foi comprovada por Lang et al (2012).

Monoterpeno aromadtico biosintético de formula molecular C10H14, precursor do carvacrol e
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largamente presente entre os 6leos essenciais. O mesmo demonstra propriedades lipolitica,
herbicida e antimicrobiana. Além disso, estudos tém mostrado que o p-cimeno € os seus
derivados monoterpenos sdo eficazes antioxidantes e anticarcinogénicos (KODALI et al, 2008,
BURT, 2004, MEDEIROS et al, 2011).

Considerando os resultados da atividade antimicrobiana e os critérios estabelecidos por
Holletz et al (2002) a atividade antifingica do 0leo essencial da Schinus terebinthifolius Raddi
foi classificada como fraca (CIM = 1000pg/mL), no entanto, ao se considerar os pardmetros
utilizados por Aligiannis (2001), que classificam: forte inibigdo - CIM até 500 pg/mL; inibigdo
moderada - CIM entre 600 e 1500 pg/mL e como fraca inibi¢do - CIM acima de 1600 pg/mL, temos
que o Oleo essencial obtido nesse estudo tem agao classificada como moderada. Definiu-se, também,
o perfil fungicida para a Candida albicans (CFM/CIM < 4) (SIDDIQUI et al, 2013).

Essa atividade, possivelmente, foi decorrente da agdo associada dos diferentes
compostos presentes na composi¢ao do 6leo essencial da S. terebinthifolius, representados pelos
metabolicos secundarios, os terpenos (SILVA et al, 2012). E valido destacar a agdo antifungica
do 6leo essencial frente a C. albicans, visto que constitui a espécie de Candida mais comumente
associada a candidose (WUTHRICH; DEEPE; KLEIN, 2012, CLEVELAND et al. 2015,
KLINGSPOR et al. 2015), que pelos motivos ja citados representa um problema de satide
publica.

Extratos ou 6leos essenciais derivados de plantas sdo tidos como fontes importantes
de compostos antitumorais. Segundo os relatos de Cragg; Newman (2000), mais de 50% dos
farmacos desenvolvidos em ensaios clinicos para a atividade anticancer foram isolados a partir
de fontes naturais ou estao relacionados a estas, fato que impulsiona a pesquisa de compostos
fitoterdpicos que apresentem atividade sob os variados tipos de linhagens tumorais
(MESQUITA et al, 2009). Ademais, foi demonstrado que os constituintes do 6leo essencial sdo
eficazes na redugdo da proliferacdo de células tumorais ao exercer efeitos apoptdticos
(BAKKALI et al, 2008). O efeito antiproliferativo da S. terebinthifolius foi comprovado em
alguns estudos (BENDOUD et al, 2010, MATSUO et al, 2011, FEDEL-MIYASATO et al,
2014).

Neste estudo, conforme os critérios utilizados por Sufness; Pezzuto (1990), as fracdes

90:10, 86:14, 80:20 apresentaram atividade promissora, visto que os valores obtidos para Glso
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das linhagens testadas foram menores que 30. Entretanto, com base nos critérios utilizados pelo
NCI (FOUCHE et al., 2008), ndo houve atividade anticancer para as fracdes € para o 6leo

testado.

Alguns compostos identificados no o6leo essencial dos frutos verdes de S.
terebinthifolius apresentam propriedades anticancerigenas. Shu-Ling Hsieh et al (2014)
estudaram a relagdo do alfa-felandreno com células tumorais hepaticas humanas. Os autores
concluiram que o alfa-felandreno € responsavel por induzir a necrose das células tumorais por
meio da deplegdo de ATP, fato que conduz as células para um estado necrético (NISHIKAWA
et al, 2003, WARING, 2005). A necrose, uma das principais vias de morte celular, inclui,
principalmente, danos aos lipideos da membrana, respostas proinflamatéria, perda da
homeostase da bomba idonica da membrana e esgotamento da energia celular (BAIGE et al,
2008).

O alfa-pineno, que foi o terceiro composto mais prevalente na composic¢ao da planta em
questao, foi estudado por Matsuo et al (2011), que verificaram seu efeito sob células derivadas
de melanoma. Constataram que este composto possui potencial para induzir a apoptose em
células de neoplasias malignas. O estudo ainda traz dados sobre tratamento sistémico de ratos
com alfa-pineno, apresentando uma redu¢do acentuada nos noédulos de tumores pulmonares

indicando assim uma atividade importante contra o melanoma metastatico.

A viabilidade celular em cultura de macrofagos RAW 264.7 foi aplicada para avaliagao
da citotoxicidade do 6leo essencial da S. ferebinthifolius, cujo método ¢ disseminado em
estudos in vitro (JOHNSON et al, 2013, OLIVEIRA et al., 2013, OLIVEIRA et al, 2014,
BENSO et al, 2015, DZOYEM et al, 2015, JANG et al, 2015). Em consonancia com o Orgao
Internacional de Padronizacio (Infernational Standard Organization), ISO 10993-5: 2009,
concentracdes que mantém a viabilidade celular abaixo de 70% sdo consideradas citotoxicas.
O oleo essencial dos frutos verdes de S. ferebinthifolius, até a concentracdo de 62,5ug/mL,
manteve-se dentro dos padrdes esperados, com a viabilidade celular acima de 85%. A baixa
toxicidade sobre a cultura de células de macrofagos (Figura 10) e sobre os queratindcitos, que
por sua vez foi observado na atividade antiproliferativa (Tabela 3), realcam a importancia de

estudos que asseguram o uso desta planta como medicamento eficaz

Johann et al (2010) verificaram as propriedades bioldgicas do extrato hidroalcoolico da
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S. terebinthifolius, obtido a partir dos frutos da planta, frente ao Paracoccidioides brasiliensis,
seus resultados elucidam que, apesar da comprovagdo da acdo antifiingica, o extrato ndo

demonstrou evidéncias de citotoxidade frente a cultura de células de macrofagos RAW 264.7.

O oleo essencial da S. ferebinthifolius apresentou resultados positivos frente a suas
propriedades biologicas. O seu potencial antifungico da C. albicans, associado ao baixo
potencial citotoxico apontam a relevincia desta planta para o tratamento da candidose. No
entanto, ¢ preciso avangar nos estudos, com ensaios in vitro € in vivo, para comprovagao de sua

eficdcia farmacologica, assegurando seu uso de forma eficaz e segura.

5 CONCLUSAO

O dleo essencial da S. terebinthifolius apresenta atividade antifingica frente a Candida
albicans e baixa citotoxicidade in vitro sobre células tumorais e ndo-tumorais humanas. Esses
resultados indicam a importancia da realiza¢do de outros estudos com a S. terebenthifolius a

fim de promové-la como alternativa terapéutica para a candidose.

ABSTRACT
The incidence of candidiasis, the limited arsenal of antifungal drugs, associated with the
expressive toxicity and microbial resistance index, has led to the need for new therapeutic
alternatives for the treatment of this infection. For this, the medicinal plants stand out, among
which was selected the Schinus terebinthifolius Raddi, popularly known as the beach aroeira.
This study analyzed the chemical composition of the essential oil of the green fruits of S.
terebinthifolius and evaluated, in vitro, its antimicrobial and cytotoxic activities on human
tumor and non-tumor cells. Phytochemical analysis was performed by Gas Chromatography
with Mass Spectrometry (GC-MS). The antifungal activity was evaluated by the microdilution
technique in broth, with minimum inhibitory concentration (MIC), followed by Minimal
Fungicide Concentration (CFM). Cytotoxicity was in human tumor and non-tumor cell cultures,
including cell viability in RAW 264.7 macrophages. The essential oils were terpenes: alpha-
felandrene, beta-felandren, alpha-pinene and germacrene D, and inhibited the growth of
Candida albicans from the concentration of 1000pg / mL. It allowed cellular viability up to the
concentration of 62.5 pg / mL and showed non-specific cytostatic activity for all tumor lines,
with no evidence of cytocidal activity up to 250 pg / mL. The essential oil of the green fruits of
S. terebinthifolius was characterized by the marked presence of terpenes, its antifungal potential
against C. albicans and low cytotoxicity. It may represent a promising source of active
ingredients for the development of medicaments or formulations for the treatment of candidosis.

Keywords: Medicinal Plants. Anacardiaceae. Products with antimicrobial action.
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