UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
Faculdade de Farmacia

Trabalho de Conclusdo de Curso de Farmacia

Potencial acdo antiquimiotéxica e antifungica do 6leo essencial de Cryptocarya
aschersoniana, Schinus terebinthifolius e Cinnamomum amoenum nativas do Rio Grande
do Sul

Ana Julia Maciel

Porto Alegre, dezembro de 2018



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
Faculdade de Farmacia

Trabalho de Conclusdo de Curso de farmacia

Potencial acdo antiquimiotéxica e antifungica do 6leo essencial de Cryptocarya
aschersoniana, Schinus terebinthifolius e Cinnamomum amoenum nativas do Rio Grande
do Sul

Ana Julia Maciel

Profé. Dra. Miriam Anders Apel — Orientadora

Profd. Dra. Leticia Jacobi Danielli — Corientadora

Porto Alegre, Dezembro de 2018



Dedico este trabalho a minha méae e familia, que sempre me apoiaram apesar das
dificuldades. Aos meus amigos Janaina, Amanda e Matheus que acompanharam meu
esforco durante esses longos dias. As minhas, orientadora Miriam e corientadora

Leticia, por me motivarem a crescer e aprimorar meus conhecimentos.



Este artigo foi elaborado segundo as normas do Periddico Brazilian Journal of

Pharmaceutical Sciences.



Potencial acdo antiquimiotaxica e antifingica do 6leo essencial de Cryptocarya
aschersoniana, Schinus terebinthifolius e Cinnamomum amoenum nativas do Rio Grande
do Sul

Titulo abreviado: Acéo antiquimiotaxica e antifangica de 6leos essenciais

Ana Jalia Maciel®, Caroline P. Lacerda!, Leticia J. Danielli*, Sérgio A. L. Bordignon?,
Alexandre M. Fuentefrial, Miriam A. Apelt*

Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Faculdade de Farmacia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil
2Programa de P6s-Graduagdo em Avaliacdo de Impactos Ambientais, Centro Universitario La

Salle, Canoas, Rio Grande do Sul, Brasil

*Autor Correspondente: Faculdade de Farmécia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Av. Ipiranga, 2752, 90610-000, Porto Alegre, Brasil (M.A. Apel).

E-mail: miriam.apel@gmail.com



Potencial acdo antiquimiotaxica e antifingica do 6leo essencial de Cryptocarya
aschersoniana, Schinus terebinthifolius e Cinnamomum amoenum nativas do Rio Grande
do Sul

Resumo

Substancias com potencial antifungico e que apresentem atividade anti-inflamatéria e
antioxidante associadas sdo investigadas em diversos estudos como facilitadores da acdo de
antifangicos comerciais e, assim, como alternativas a complementacdo da terapia
convencional. Dessa forma, este estudo teve como objetivo avaliar a composi¢do quimica e as
atividades antiquimiotéxica, antioxidante e antifungica do 6leo essencial obtido das espécies
Cryptocarya aschersoniana, Cinnamomum amoenum e Schinus terebinthifolius, além da
combinacéo do 6leo de C. aschersoniana e terbinafina frente a isolados de dermatéfitos. Allo-
aromadendreno (28,9%), biciclogermacreno (27,8%) e germacreno B (14,9%) foram
identificados como compostos majoritarios para C. aschersoniana, C. amoenum e S.
terebinthifolius, respectivamente. Em relacéo a atividade antiquimiotaxica, foi observada total
inibicdo da migracdo leucocitaria pela espécie C. aschersoniana na concentracdo de 10
pg/mL, enquanto que o 6leo de S. terebinthifolius apresentou 80,1% de efeito na mesma
concentracdo. A atividade sequestrante de radicais livres foi avaliada pelo método do radical
DPPH. Os resultados apontam atividade antioxidante apenas para a espécie S. terebinthifolius,
com cerca de 20% de efeito sequestrante de radical DPPH. Os 6leos essenciais foram testados
ainda frente a isolados fungicos de espécies de dermatofitos, resultando em concentracdes
inibitérias minimas variando de 125 pg/mL a acima de 500 pg/mL. J& para o estudo de
associacao, 6leo de C. aschersoniana combinado com terbinafina resultou em interacdo de
natureza aditiva frente a um isolado de Trichophyton rubrum. Neste caso, o Gleo essencial
pode atuar como complementar a terapia convencional para o tratamento topico de infecgdes
fangicas superficiais, principalmente, por associar efeito anti-inflamatorio, contribuindo na

reducao dos sintomas da leséo.

Palavras-chave: atividade antifingica, Cinnamomum amoenum, Cryptocarya aschersoniana,

6leo essencial, Schinus terebinthifolius, dermatoéfitos.



INTRODUCAO

Plantas possuem capacidade de produzir metabdlitos secundarios, entre eles, os 6leos
essenciais, com o objetivo de defesa contra herbivoros e microrganismos. Alguns atuam,
ainda, na protecdo contra o estresse abiotico e radiagdes UVB sendo, portanto, de extrema
importancia no crescimento e sobrevivéncia da planta (Zaynab et al., 2018). Além disto, a
producdo destas substancias pode ser influenciada por respostas aos ataques de herbivoros e
sofrer interferéncia de fatores como altitude, iluminacéo e sazonalidade (Rali, Wossa, Leach,
2007).

Estudos tém demonstrado importantes efeitos antifingicos de dleos essenciais frente
tanto a fungos leveduriformes como Candida spp. (Samadi et al., 2018) quanto a dermatéfitos
(Danielli et al., 2018). Além desta, atividade antioxidante também ja foi relatada para o 6leo
essencial de diversos géneros botanicos (Chou et al., 2018). Da mesma forma, o efeito anti-
inflamatorio foi evidenciado utilizando métodos como cultura de células conhecidamente
integrantes do processo inflamatdrio ou por inducdo de edema de pata em ratos (Xiang et al.,
2017, Zuzarte et al., 2018)

Pesquisas tém demonstrado a relacdo estreita entre estresse oxidativo e inflamacéo.
Antioxidantes naturais como OGleos e extratos de plantas podem atuar no organismo
protegendo-0 de possiveis doencas geradas pelo aumento dos radicais livres neste. Oleos
essenciais podem, assim, atuar de duas maneiras: nos radicais livres resultando em um efeito
antioxidante e, por consequéncia, atuando como um agente anti-inflamatério inibindo a
liberacdo de mediadores pro-inflamatérios (Chou et al., 2018). Metabdlitos secundarios
produzidos por plantas sdo capazes de atuar, ainda, em uma terceira via, a antifingica. Tais
substancias podem auxiliar na cicatrizagdo de feridas e diminuir sintomas em pacientes
acometidos por dermatofitoses (Hube et al., 2015).

Em contrapartida, a resisténcia dos microrganismos ao tratamento convencional com
medicamentos antifungicos tem sido relatada de forma alarmante (Vijendran et al., 2018).
Somando-se a esse fato, a disponibilidade de arsenal terapéutico é limitada a algumas classes
com poucos representantes (Biasi-Garbin et al., 2016). Além de que, antiflngicos comerciais
apresentam efeitos adversos importantes como toxicidade renal e hepética (Carraro et al.,
2017; Puia-Dumitrescu, Smith, 2017). Desta maneira, se faz necessaria a pesquisa de novos
compostos antifingicos ou ainda substancias capazes de interagir com os farmacos ja
comercializados resultando em uma acdo sinérgica de forma a complementar a terapia

convencional. A ideia de quimiosensibilizar patdgenos utilizando compostos naturais tem se



mostrado promissora e, como resultado, aumenta a eficcia da terapia convencional além de
ser uma opcao aos casos de resisténcia associados a microrganismos (Danielli et al., 2017).
Nesse contexto, a pesquisa de novas substancias com potencial antifungico se faz necessaria e
aquelas de origem natural sdo uma opc¢éo aceita e solidificada no meio cientifico por suas
propriedades e eficacia comprovadas (Vijendran et al., 2018).

A familia Lauraceae compreende cerca de 3000 espécies divididas em
aproximadamente 50 géneros. A especie Cryptocaya aschersoniana € conhecida
popularmente como canela-fogo ou canela-batalha cujos frutos sdo consumidos por varias
espécies de animais e sua madeira apresenta valor comercial (Borrero et al., 2016). Sua
abrangéncia se da desde os estados de Minas Gerais até o Rio Grande do Sul, na Floresta
Ombrofila da Mata Atlantica e sub-bosques dos pinhais. O género € pantropical com
aproximadamente 350 espécies compreendendo 10 delas na América do Sul (Muxfeldt et al.,
2012). Também pertencente a familia Lauraceae, a espécie Cinnamomum amoenum (Ness &
Mart.) Koesterm. é nativa do Rio Grande do Sul e comum na floresta com Araucaria, no
entanto € encontrada nos trés estados do Sul do Brasil (Flora do Brasil, 2018). Ha poucos
relatos na literatura sobre a espécie abordada, sendo citada apenas em estudos de preservacao
e recuperacdo ambiental (Ferreira et al., 2013) e estudos relacionados a dendrocronologia
(Reis-Avila, Oliveira, 2017). Ja Schinus terebinthfolius Raddi, pertencente & familia
Anacardiaceae, é conhecida como aroeira-do-Brasil ou aroeira-mansa e distribuida
principalmente na Mata Atlantica. Seus frutos sdo conhecidos como pimenta-rosa e
apresentam valor comercial na indistria cosmética (Uliana et al., 2016) e também na
alimenticia, como condimentos (Dannenberg et al., 2016). Popularmente, tem sido utilizada
para o tratamento de feridas, reumatismo, distirbios respiratorios e até na prevencdo do
cancer em virtude de seus efeitos antioxidantes (Uliana et al., 2016; Estevao et al., 2017).

Tendo em vista a importancia do estudo acerca de atividades bioldgicas de 6leos
essenciais, este trabalho teve como objetivo a avaliacdo do perfil quimico e atividades
antioxidante, antiquimiotaxica e antifingica das espécies Cryptocarya aschersoniana, Schinus
terebinthifolius e Cinnamomum amoenum. Além disto, foi realizado também o estudo de
associacao do 6leo de C. aschersoniana com antifingicos comerciais. A composi¢do quimica
e as atividades biologicas das espécies C. aschersoniana e C. amoenum sdo descritas aqui

pela primeira vez.

MATERIAIS E METODOS



Material vegetal

As espécies Cryptocarya aschersoniana, Cinnamomum amoenum e Schinus
terebinthifolius foram coletadas de populacfes nativas do Rio Grande do Sul entre 2014 e
2016 e identificadas pelo botanico Dr. Sérgio Bordignon. Cryptocarya aschersoniana foi
coletada na cidade de Nova Petropolis em Janeiro de 2014. J& C. amoenum teve suas folhas
coletadas em Jaquirana em Fevereiro de 2014 e, S. terebinthifolius foi coletada na cidade de
Porto Alegre em marcgo de 2016. Uma exsicata de cada espécie foi depositada no Herbario da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ICN-UFRGS) sob os nimeros: C. aschersoniana
- ICN 192540, C. amoenum- ICN 192544 e S. terebinthifolius — ICN 180887. As espécies
possuem também registro no SisGen (Sistema Nacional de Gestdo do Patrim6nio Genético)

sob o cadastro: AF1IEDFC. Sendo este, Unico para as trés espécies.

Obtencao dos 6leos essenciais

Os Gleos volateis foram obtidos a partir das folhas frescas, reduzidas com auxilio de um
triturador mecanico e submetidas a hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger durante 4
horas (Farmacopeia Brasileira, 2010). A determinacdo do rendimento foi realizada através da
leitura do volume de dleo coletado. Com o objetivo de prevenir a deterioracdo dos
componentes do 6leo as amostras foram armazenadas ao abrigo da luz e sob refrigeracdo 4 - 5

°C até 0 momento da analise.

Analise quimica dos 6leos essenciais

As analises qualitativa e quantitativa foram realizadas em cromatografo a gas acoplado
a um detector de massas (CG-MS), modelo Shimadzu QP5000, equipado com uma coluna
capilar DB-5 para separacdo dos constituintes. As temperaturas do injetor e do detector foram
ajustadas a 200 °C e 250 °C, respectivamente, e a temperatura da coluna foi programada com
rampa de aquecimento de 60 °C a 300 °C com variagdo de 3 °C/min, tendo hélio como gas de
arraste. Para a analise cromatografica os 6leos foram diluidos a 2% em éter etilico (v/v). A
identificacdo dos compostos ocorreu por comparacao de seus indices de retencdo, calculados
por interpolacdo linear relativa para tempo de retencdo de uma série de n-alcanos, e seus
espectros de massa, com dados da literatura (Adams, 2009), assim como, por comparagdo
com espectros de massa de espectroteca de aquisicdo, NIST 62 e 12 (National Institute of
Standards and Technology, Kyoto, JP). Quantidades relativas de cada composto foram

calculadas com base nas areas dos picos de CG por normalizacao.
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Determinacéo da atividade antiquimiotaxica in vitro

O ensaio de antiquimiotaxia foi realizado de acordo com o método da camara de
Boyden modificado, descrito por Suyenaga e colaboradores (2011). Previamente ao ensaio, 0s
leucdcitos foram tratados com as amostras de 6leos essenciais dissolvidos em solucdo salina
balanceada de Hanks (HBSS pH 7,4), em concentracgdes de 0,625 a 10 ug/mL, a 37 °C por 30
min. Para a diluicdo das amostras foi utilizado polissorbato 80 na concentracdo de 1%. A
suspensdo contendo os leucdcitos tratados foi adicionada aos pogos superiores da camara,
separados por um filtro de nitrocelulose (8,0 um) do fator quimiotaxico (LPS —
lipopolissacarideo de Escherichia coli) presente no compartimento inferior. A migragdo
leucocitaria foi avaliada pela distancia, medida em micrémetros, entre o plano superior do
filtro em relacdo ao plano inferior que contivesse duas células, em dez campos microscopicos.
Como controle negativo aplicou-se a solucdo de neutrofilos sem adicdo de agente
antiquimiotaxico bem como, solugdo de polissorbato 80 na concentracdo utilizada para

diluicdo das amostras. Indometacina foi empregada como controle positivo.

Determinacéo da atividade antioxidante in vitro

A capacidade antioxidante dos Oleos essenciais via sequestro de radical livre, foi
determinada pela reagdo com 2,2- difenil-1-picrilidrazila (DPPH), em concentragdes de 25 a
500 pg/mL. Basicamente, as amostras, em suas respectivas concentracdes, foram adicionadas
a solucdo metanodlica de DPPH 0,004% e submetidas a leitura da absorbancia em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 517 nm, em intervalos de 5 minutos durante o
tempo total de 30 minutos. Rutina foi utilizada como controle positivo e todos o0s
experimentos foram realizados em triplicata. Determinou-se a atividade sequestrante de
radicais livres de DPPH (% ASRL) através da equacdo: % ASRL = (ApppH — Aa) / ApppH X
100, onde ApppH refere-se a absorbancia de DPPH e A, a absorbancia da amostra testada
(Nascimento et al., 2011).

Avaliacdo da atividade antifangica

A atividade antifungica dos Oleos essenciais foi determinada frente a isolados
depositados na Micoteca do Laboratorio de Micologia Aplicada da Faculdade de Farmécia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul-UFRGS. Para a realizagdo dos experimentos,
foram testados fungos leveduriformes - Candida albicans (DEB14, CA01), C. krusei (CKO01,
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CKO02), C. tropicalis (CT56A, ATCC750), C. parapsilosis (RLO1, RL20), C. glabrata
(CG185, CG40039) - e fungos filamentosos - Trichophyton rubrum (TRU43, TRU51, TRU48
e TRU5S0), T. mentagrophytes (TME16, TME40, TME32 e TME46), Microsporum canis
(MCA29, MCAO01, MCA40, MCA33 e MCA36) e M. gypseum (MGY50, MGY42, MGGY58
e MGY52). Os fungos leveduriformes foram previamente crescidos em agar sabouraud com
cloranfenicol por 24 h a 35 °C enquanto que os fungos filamentosos foram incubados em &gar
batata dextrose a 32 °C, por 5 dias.

Primeiramente, um screening antifingico dos o&leos essenciais foi realizado em
concentragdo de 500 ug/mL frente a todos isolados flngicos descritos anteriormente. A
concentracdo inibitoria minima (CIM) foi determinada apenas nos casos em que se verificou
atividade antifangica no screening. Para essa avaliacao utilizou-se 0 método de microdiluicéo
em caldo de acordo com o protocolo M38-A2 padronizado pelo Clinical Laboratory Standard
Institute (CLSI, 2008). Os experimentos foram conduzidos em meio de cultura RPMI e as
amostras dos 0Oleos essenciais testadas na faixa de concentracdo que variou entre 1,95 a 500
pg/mL. A CIM foi definida como a menor concentracdo da substancia na qual o
microrganismo testado ndo demonstrava crescimento visivel. Os experimentos foram

realizados em triplicata e terbinafina foi utilizada como controle positivo.

Ensaio de Checkerboard

Para a determinacdo da interacdo do 6leo essencial de C. aschersoniana com terbinafina
foi utilizado o método de checkerboard com pequenas modificacdes (Johnson et al., 2004)
frente a seis isolados de dermatdfitos. O arranjo do ensaio resultou em um total de 25
diferentes combinacdes entre o 6leo essencial e os agentes antifingicos em concentracdes de
1/4MIC, 1/2MIC, MIC, MICX2 e MICX4. A interacdo foi definida quantitativamente a partir
do indice de concentracdo inibitoria fracionada (ICIF) obtido pela soma de ambas as
concentracgdes inibitorias fracionadas (CIF), e foi interpretada conforme o valor de ICIF em:
sinérgica (ICIF < 0,5), aditiva (0,5 < ICIF < 1), indiferente (1 < ICIF< 4) ou antagonista (ICIF
> 4).

Anélise estatistica
A anélise estatistica foi realizada por ANOVA, seguida pelo Teste de Tukey, com dados
expressos como media + DP utilizando o software GraphPad Prism 5.0. Diferengas foram

consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Composicédo quimica dos 0leos essenciais

Os oOleos essenciais obtidos de folhas de C. aschersoniana e S. terebinthifolius
apresentaram rendimento de 0,4%, enquanto que para C. amoenum obteve-se um rendimento
de 0,1%. A anélise quimica por CG-EM das diferentes espécies revelou a presenca majoritaria
de sesquiterpenos hidrocarbonetos para o 6leo das trés amostras (Tabela 1). A auséncia de
monoterpenos hidrocarbonetos na amostra de C. aschersoniana também foi observada. No
6leo essencial obtido de S. terebinthifolius foram identificados 36 compostos, sendo
germacreno B, o majoritario com 14,9% de abundancia relativa seguido de é-cadineno (7,6%)
e B-elemeno (7,2%), todos sesquiterpenos hidrocarbonetos, representando 29,7% do total de
compostos. a-Muurolol (5,1%) foi o sesquiterpeno oxigenado predominante nesta amostra. Ja
em relacdo ao 6leo de C. amoenum, o total de compostos identificados foi de 30, sendo o
biciclogermacreno o principal componente com 27,8% do total, seguido de B-cariofileno
(14,8%) e germacreno D (9,7%), totalizando 52,3% dos compostos identificados. Entre os
sesquiterpenos oxigenados, Oxido de cariofileno (5,1%) foi identificado em maior
concentracdo. Para C. aschersoniana, 22 compostos foram identificados, sendo, o allo-
aromadendreno (28,9%) seu composto majoritario seguido de espatulenol (17,7%) e
biciclogermacreno (12,4%) representando 60,0% do total. Apenas nesta amostra foi observada
a presenca de um diterpeno, kaureno, representando 0,4% do total de compostos. Visto que,
C. aschersoniana ndo possui estudos na literatura sobre a composicdo quimica do 6leo
essencial, tais informacdes sdo apresentadas aqui pela primeira vez. No entanto, em relagéo a
outras espécies do género, ha uma semelhanca entre 0s compostos majoritarios observados
neste estudo relacionado ao Oleo da espécie Cryptocarya mandioccana relatados por
Talascrea e colaboradores, (2006), onde espatulenol e germacreno D também foram
identificados em maior concentracdo. Da mesma forma, C. amoenum também ndo apresenta
relatos cientificos em relacdo ao 6leo essencial. Estudos acerca do género Cinnamomum néo
relatam a presenga de compostos majoritarios semelhantes aos aqui descritos, porém
compostos em comum foram descritos por Sriramavaratharajan e colaboradoes (2016), para o
oleo essencial de C. agasthyamalayanum: a-pineno (5,3%), biciclogermacreno (2,8%) e
tracos de sabineno e a-copaeno. Tragos de sabineno, -elemeno e germacreno D também

foram identificados por Pragadeesh e colaboradores (2013) para o 6leo de C. camphora.
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Estudos da espécie S. terebinthifolius apontam &-3-careno como majoritario entre 32
compostos identificados para o 6leo essencial da planta coletada na cidade de Vitoria no
estado do Espirito Santo (Uliana et al., 2016). a-Pineno seguido de trans-o-cimeno foram
identificados por Pawlowski e colaboradores, (2012) como principais componentes em
amostra da mesma espécie coletada na cidade de Porto Alegre. p-Cimeno-7-ol foi o principal
composto encontrado por Estevéo e colaboradores (2017) em coleta realizada no estado de
Pernambuco. Visto que os individuos foram coletados em locais diferentes, a influéncia da
incidéncia solar, precipitacdo, umidade, clima, tipo de solo, horério e estacdo do ano da
coleta, entre outros fatores, pode justificar a variagdo na composi¢ao quimica entre as espécies
(Uliana et al., 2016).

Atividade antiquimiotéxica in vitro

O ensaio de quimiotaxia propde-se a avaliar a capacidade de substancias em inibir a
migracdo de celulas envolvidas na inflamag&o. Os resultados obtidos no ensaio da camara de
Boyden estdo representados na Figura 1. Exceto para 0 6leo de C. amoenum na concentracao
de 1 pg/mL, todas as amostras de 0leo, nas concentracdes testadas, apresentaram significativa
inibicdo da migracdo leucocitaria em relacdo ao controle negativo (p < 0,05). Os resultados
demonstram que o 6leo de C. aschersoniana inibiu 71,6% da migracdo dos leucécitos na
concentracdo de 1 pg/mL e 100% na concentragdo de 10 pg/mL. J& S. terebinthifolius
apresentou atividade inibitéria de 52,4% e 80,1% em 1 e 10 pug/mL, respectivamente. Ambos
em relagdo ao controle indometacina (inibicdo da migracdo celular de 68,9%) testados na
mesma concentracdo de (10 pg/mL). No entanto, o 6leo de C. amoenum demonstrou apenas
46,0% de inibicdo na maior concentracao testada demonstrando menor capacidade em atuar
como agente antiquimiotaxico.

A propriedade que os leucocitos tém de migrar até o local da inflamagéo esta envolvida
na ativacao de citocinas e fatores genéticos pro-inflamatérios e, também € considerada um dos
maiores estagios envolvidos no processo de inflamagdo (Kummer et al., 2013; Miguel, 2010).
Visto que estas sdo as células envolvidas nos primeiros estagios inflamatérios, pode-se inferir
que os 6leos atuem na fase aguda da inflamacéo. Sendo assim, o 6leo das espécies abordadas
neste estudo pode contribuir na reducdo do quadro de sintomas causados pela inflamagdo no

local da injdria.
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A exemplo da andlise quimica, também ndo ha estudos de atividade anti-inflamatoria
envolvendo a espécie C. aschersoniana, tampouco, representantes do género Cryptocarya. Da
mesma forma, C. amoenum ndo possui relatos em relacdo a atividade anti-inflamatéria do
Oleo essencial. Contudo, este efeito ja foi evidenciado para outras espécies do género
Cinnamomum. O 6leo essencial de galhos de Cinnamomum cassia foi capaz de reduzir a
expressdo da COX-2, evidenciando o efeito anti-inflamatério (Sun et al., 2016). J& o 6leo
obtido dos frutos da espécie Cinnamomum insularimontanum, bem como citral, composto
majoritario, reduziu a resposta edematosa em teste de edema de orelha em camundongos (Lin
et al., 2008). Folhas de S. terebintifolius foram objeto de estudo de Estevao e colaboradores
(2017). Estes, avaliaram que o 6leo foi capaz de reduzir os marcadores de inflamag&o local e
aumentar a reposicao de colageno em ferimentos provocados em ratos. Apesar de os estudos
avaliarem possiveis atividades anti-inflamatdrias, nenhum autor testou seus 0leos utilizando o

método aqui aplicado que considera a atuacdo direta do 6leo sobre a migracao de neutrofilos.

Atividade antioxidante in vitro

A capacidade dos Oleos essenciais em estabilizar o radical DPPH foi testada em
concentragcdes que variaram de 25 pg/mL a 500 pg/mL. Rutina foi utilizada como controle
positivo em concentracBes na faixa de 50 pg/mL a 250 pg/mL. Os gréficos apresentados na
Figura 2 demonstram a atividade sequestrante de radicais livres de DPPH (%) em relacdo ao
tempo decorrido da reacdo em intervalos de 5 minutos. Quando substancias tém habilidade de
estabilizar o radical 1,1-difenil-2-picrihidrazila (DPPH) de coloragdo violeta, convertem-no a
2,2-difenil-1-picrihidrazila que apresenta coloracdo amarelada. Entretanto, esta reacdo nao foi
observada para os 0leos de C. aschersoniana e C. amoenum que, portanto, ndo apresentaram
atividade antioxidante nas concentracOes testadas e pelo método utilizado. A auséncia de
compostos fendlicos no 6leo essencial pode estar relacionada a falta de atividade observada,
para estas amostras. Estes compostos sdo responsaveis pela reacdo com radicais hidroxila,
através do mecanismo de transferéncia de atomos de hidrogénio (Amorati, Foti, Valgimigli,
2013). Ja o bleo de S. terebinthifolius exibiu cerca de 20% de atividade sequestrante do
radical DPPH em todas as concentragdes testadas (Figura 2). Este fato pode ser explicado pelo
mecanismo em que se da a estabilizacdo do radical DPPH. Quando este acontece por
transferéncia de elétrons, ocorre rapidamente (fentossegundos) e estabiliza o radical,
resultando em um gréfico constante que independe da concentracdo testada. Diferentemente

dos Oleos essenciais, 0 controle rutina demonstrou uma cinética de reacdo diferenciada, onde
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quanto maior o tempo da reacdo, maior € a atividade observada. Tal fato é exemplificado por
Tian e Schaich, (2013), que avaliam casos como este pelo mecanismo de transferéncia de
hidrogénio para estabilizacdo do radical.

Em relacdo ao género Cryptocarya, ha apenas um estudo do extrato metandlico da
espécie C. alba relatado por Simirgiotis M.J, (2013), sendo observada atividade pelo mesmo
método aqui utilizado. Outros estudos de espécies do género Cinnamomum (Kuspradini et al.,
2016) e da espécie S. terebinthifolius (Uliana et al., 2016) relatam atividade antioxidante pelo
método do sequestro do radical DPPH. A exemplo da composi¢do quimica, fatores climaticos,
condicdes do meio ambiente, fase de desenvolvimento da planta, entre outros, podem
influenciar na composigdo quimica do 6leo (Almeida et al., 2016) e, consequentemente, na

atividade ou auséncia desta aqui observada.

Atividade antifngica

Os oleos essenciais obtidos de C. aschersoniana, C. amoenum e S. terebinthifolius
foram testados frente a isolados de fungos filamentosos e leveduriformes. As amostras
apresentaram efeito antifangico seletivo para dermatofitos, ndo demonstrando atividade frente
aos isolados de Candida testados. Desta forma, a concentracdo inibitéria minima (CIM) foi
determinada apenas para as espécies de Trichophyton e Microsporum. De uma forma geral a
CIM variou de 125 pg/mL a valores maiores de 500 pg/mL (Tabela 2). Resultados mais
relevantes foram observados para a espécie C. aschersoniana frente as espécies fungicas
testadas, apresentando CIM de 125 pg/mL. C. amoenum apresentou CIM variando de 125
pg/mL a 250 pg/mL frente a espécie M. canis. Para a espécie S. terebinthifolius as CIM
variaram de 250 pg/mL a maiores que 500 pug/mL sendo M. gypseum, o isolado com melhores
resultados para esta espécie. Os valores de CIM para o controle terbinafina variaram de 0,004
pug/mL, para a espécie T. rubrum, a 2 pg/mL frente a M. gypseum, demonstrando que esta
ultima espécie pode ser menos sensivel ao tratamento convencional com antifungicos.

Em se tratando da espécie C. aschersoniana ndo ha estudos acerca de propriedades
antifangicas. O extrato de S. terebinthifolius apresentou CIM maior que 1000 pg/mL frente a
fungos filamentosos das espécies T. rubrum e T. mentagrophytes (Biasi-Garbin et al., 2016).
Banu e colaboradores, (2018) apresentam resultados relevantes das espécies Cinnamomum
tamala e Cinnamomum camphora frente a espécies de Candida spp. Dessa forma, os
resultados aqui observados para as espécies C. aschersoniana e C. amoenum novamente sao

mencionados pela primeira vez na literatura.
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A hipotese mais aceita para 0 mecanismo de agdo antifungica dos 0leos essenciais
refere-se ao fato de que por possuirem caréater lipofilico, atravessam as membranas com maior
facilidade, permeando ou rompendo-a, causando a perda de ions, degradacdo da bomba de
prétons e, consequente morte celular (Bakkali et al., 2008). Em contrapartida, esta acdo é
muitas vezes conferida a frequéncia de compostos como fendis e aldeidos nos 6leos
essenciais, seguidos dos terpenos contendo &lcoois (Bassolé; Juliani, 2009). Tais hipdteses
podem justificar a pouca atividade antifingica dos 6leos aqui testados, caracterizada pelos
altos valores de CIM. Apesar de os Oleos possuirem carater lipofilico, os componentes
presentes podem nao possuir compostos essenciais para a atividade.

Em relacdo ao ensaio de checkerboard, a combinacéo dos valores de CIM do 6leo de C.
aschersoniana e do antifungico terbinafina geraram uma série de leituras de CIF que,
resultaram em valores de ICIF variando de 0,75 a 3 (Tabela 3). Nenhuma combinacéo
demonstrou agdo sinérgica, tampouco antagonista. A maioria das combinagdes foram
interpretadas como indiferentes, porém frente ao isolado de T. rubrum (TRUA43) interacdo
aditiva foi observada.

Neste caso, 0 6leo em associa¢do com a terbinafina foi capaz de reduzir a CIM desta em
quatro vezes. O mecanismo de acdo deste farmaco baseia-se no blogueio da sintese de
ergosterol, um componente primordial na estrutura da parede fangica. Estudos demonstram
que Oleos essenciais sdo capazes de alterar a permeabilidade da célula fingica, facilitando a
entrada do antifungico na célula, aumentando inclusive, a quantidade de farmaco e,
consequentemente, a morte mais rapida do fungo (Danielli et al., 2017; Danielli et al., 2018).
Sendo assim, a interacdo caracterizada como aditiva observada para este isolado fungico,
pode ter sido resultado deste mecanismo de acéo.

CONCLUSAO

O presente estudo ressalta a importancia da pesquisa com Oleos essencias e suas
atividades biologicas. Neste estudo apresentamos pela primeira vez a composi¢ao quimica e
efeito bioldgico do dleo de C. aschersoniana, onde o composto allo-aromadendreno foi
identificado como majoritario. Além disso, importante inibicdo da migragdo leucocitaria,
indicando possivel efeito na fase aguda da inflamagdo. A exemplo desta, S. terebinthifolius
apresentou resultados semelhantes quando ao efeito antiquimiotaxico. A avaliacdo da
atividade antiflngica indicou efeito antidermatofitico para todos os 6leos testados, inibindo o

crescimento de espécies dos géneros Trichophyton e Microsporum. C. aschersoniana em
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combinagdo com terbinafina apresentou interagdo de natureza aditiva frente a um isolado de

T. rubrum, reduzindo sua CIM e consequentemente potencializando o efeito antifingico.
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Tabela 1: Composi¢do quimica (%) do 6leo essencial de folhas das espécies Cryptocarya
aschersoniana, Schinus terebinthifolius e Cinnamomum amoenum obtidas por

hidrodestilacao.

Composto C. amoenum C. arshersoniana S. terebinthifolius
Monoterpenos hidrocarbonetos
a-pineno 3,2 - 0,2
Sabineno 6,3 - -
B-pineno - - 0,4
0-cimeno - - 0,2
Limoneno - - 1,2

Sesquiterpenos hidrocarbonetos

d-elemeno 0,9 - 0,3
0-Copaeno 1,2 1,0 5,8
B-bourbureno - - 0,5
B-cubebeno - 0,1 0,1
B-elemeno 0,6 - 7,2
B-cariofileno 14,8 1,0 0,8
B-gurjuneno 2,8 - -

y-elemeno - 0,3 0,9
Aromadendreno - 0,2 0,1
a-cariofileno 2,2 - -

o-humuleno - 0,4 0,2
Allo-aromadendreno 1,4 28,9 -

E-B-farneseno - - 3,2
y-gurjujeno - - 0,6
y-muuruleno 15 0,4 1,1
Germacreno D 9,7 9,0 14
y-himachaleno - - 1,1
B-selineno - - 1,7
&-selineno 0,4 - -

Viridifloreno 0,7 - -

a-selineno - - 2,4
Biciclogermacreno 27,8 12,4 -

o-muuruleno 0,6 - 3,8
Germacreno A 0,4 0,2 29
y-cadineno 0,9 0,4 -

d-cadineno 3,9 1,1 7,6
Germacreno B 0,7 - 14,9
[-colacoreno - - 0,2
Maaliol - 1,4 -

Sesquiterpenos oxigenados

(E)-nerolidol Tr - 0,7
Espatulenol 3,5 17,7 3.4
Oxido de cariofileno 5,1 - 0,5
Globulol 3,9 1,6
Epi-globulol 1,8 6,2 25
5-epi, 7-epi-a-eudesmol 0,8 - -
Rosifoliol - 1,7 -
Eudesma-4(14)-em-6a-ol - 0,5 -
Eudesmol 0,6 - -
B-eudesmol - 0,5 -
10-epi-y-eudesmol 0,5 - -

1-epi-cubenol 0,1 0,6 4,9
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Allo-epoxido - 1,7
aromadendreno -

Iso-espatulenol 0,1 - -

t-cadinol - - 0.4

a-murolol - - 5.1

a-cadinol - - 4.8

Cis-10-calamenenol - - 0.7

Trans-10-calamenenol - - 0.7
Diterpeno

Kaureno - 0,4 -
Compostos alifaticos

Nonadecanal 0,7 - -
Monoterpenos hidrocarbonetos 9,5 - 2,0
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 70,5 56,8 56,8
Sesquiterpenos oxigenados 16,3 28,9 25,3
Diterpenos - 0,4 -
Compostos alifaticos 0,7 - -

Compostos estdo listados em ordem de elui¢éo na coluna DB5. Tr, tragos.
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Tabela 2: Faixa de concentracdo inibitéria minima (CIM) dos Oleos essenciais de

Cinnamomum amoenum, Cryptocarya aschersoniana e Schinus terebinthifolius e terbinafina

frente espécies de dermatdfitos.

CIM (ng/mL)
Microrganismos Cinnamomum Cryptocarya Schinus o
. S Terbinafina
amoenum aschersoniana terebinthifolius

T. rubrum 250 - > 500 125 - > 500 250 - > 500 0,004 - 0,030
T. mentagrophytes 250 250 - > 500 500 0,008 - 0,125
M. canis 125 - 250 125 ->500 > 500 - 500 0,03-1
M. gypseum NT 125 ->500 250 0,016 -2

NT: Ndo testado
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Tabela 3: Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e indice de Concentragdo Inibitoria
Fracionada (ICIF) da combinacdo do dleo essencial de Cryptocarya aschersoniana com

terbinafina frente a dermatofitos.

CIM CIM Oleo CIM CIM
Dermatéfitos 2 em e Terbinafinaem ICIFs Interpretagdo
Oleo L. Terbinafina L
combinacéo combinacéo

Trichophyton mentagrophytes

TME 34 500 500 0,016 0,016 2,0 Indiferente
TME 40 1000 1000 0,008 0,016 3,0 Indiferente
TME 16 500 500 0,008 0,016 3,0 Indiferente

Trichophyton rubrum
TRU 43 1000 500 0,004 0,001 0,75 Aditivo
TRU 51 125 125 0,016 0,008 1,5 Indiferente

Microsporum gypseum
MGY 50 500 500 0,016 0,008 15 Indiferente
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Figura 1: Efeito in vitro dos 6leos essenciais de Cinnamomum amoenum (CI), Cryptocarya
arshersoniana (CR) e Schinus terebinthifolius (SC) na migracdo leucocitaria em relacdo ao
controle negativo. Ind.= indometacina (controle positivo). *p < 0,05 indica diferenca

significativa comparada ao controle negativo (ANOVA seguida do Teste de Tukey).
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Figura 2: Cinética da atividade de sequestro do radical DPPH pelo 6leo essencial de Schinus
terebinthifolius (superior) e pela rutina, controle positivo (inferior). Concentracdes de 500
pg/mL (m), 250 pg/mL (A), 100 pg/mL (e) e 50 pg/mL (X).



