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Resumo

As plantas medicinais representamuma fonte promissora de compostos ativos,
gue podem ser utilizados no desenvolvimento de novos farmacos. Existe uma
diversidade de plantas que sdo usadas pela populacdo para fins terapéuticos,
dentre elas, encontram-se a Guapira gracilifiora Mart., popularmente conhecida
como jodo-mole, e a Schinus terebinthifolius Raddi, conhecida como aroeira-
da-praia. Essas plantas se destacam na medicina popular em fungcéao das suas
propriedades terapéuticas em processos inflamatérios e infecciosos.
Esteestudo avaliou in vitro as atividadesantimicrobiana eantiproliferativa, além
da toxicidade, e da composicdo quimica do extrato hidroalcodlico das folhas da
G. graciliflorae do 6leo essencial dos frutos verdes da S. terebinthifolius. A
atividade antimicrobiana foi avaliada por meio da técnica de microdiluicdo em
caldo, com determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Bactericida/Fungicida Minima (CBM/CFM), frente as cepas
bacterianasStaphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 11775 e
Salmonella enteritidis ATCC 13076, e a levedura Candida albicans ATCC
10231. Foi analisada a acao das duas amostras vegetais sobre o biofilme
monoespécie de C. albicans, de 48 horas, por meio da contagem de UFC/mL e
analise da morfologia celular em microscopio de fluorescéncia (MF), usando o
Calcofluor White. A atividade antiproliferativa foi realizada contra nove
linhagens de células tumorais humanas (U251, MCF7, NCI/ADR-RES, 786-0,
NCI-460, HT29, k562, PC-03 e OVCAR-3) e uma linhagem néo tumoral de
gueratindcitos (HaCat). Para o teste de toxicidade preliminar,realizou-se o
ensaio de hemdlise.A andlise fitoquimica do extrato da G. graciliflora foi
realizada através da Cromatografia de Camada Delgada, e a do 6leo essencial
da S. terebinthifoliuspor meio da Cromatografia Gasosa com Espectrometria de
Massa (CG-EM). A G. graciliflorae a S. terebinthifoliusapresentaram potencial
antifingico frente a C. albicans, com valores da CIM0,25 mg/mL e 1mg/mL,
respectivamente, e auséncia de atividade antibacteriana (CIM>2 mg/mL). As
duas substancias vegetais (1 mg/mL) reduziram o numero de UFC/mL no
bioflme de C. albicans. Na microscopia de fluorescéncia, observou
manutencdo da arquitetura celular da C.albicans. A G. gracilifiora apresentou

efeito citocida para todas as células das linhagens tumorais, exceto para a



K562 (leucemia); e o Oleo essencial da S. terebinthifoliusmostrou-se citocida
para todas as linhagens. As substancias vegetais ndo produziram hemolise
acima de 50% até a concentracdo de 16 mg/mL. A anadlise fitoquimica do
extrato da G. graciliflorarevelou a predominancia de compostos flavonoides, e
no 6leo essencial da S. terebinthifolius, de terpenos alfa e beta-felandreno. O
extrato das folhas da G. graciliffora e o 6leo essencial dos frutos da S.
terebinthifolius apresentaram potencial antifingico frente a C. albicans, em sua
forma plancténica e organizada em biofilme; atividade antiproliferativa frente as
células de linhagens tumorais humanas e baixa toxicidade frente as hemacias.
Podem representar promissoras fontes de compostos ativos, para o
desenvolvimento de produtos ou medicamentos, com acdo anticandida e/ou
antiproliferativa. Desta forma, sdo necesséarios outros estudos,para ampliar 0s
conhecimentos a respeito dessas espécies, seguindo para os estudos de riscos

e eficiéncia do uso clinico dessas substancias.

Palavras- Chaves: Produtos com acdo antimicrobiana; Triagem de
Medicamentos  Antitumorais; Guapira  graciliflora Mart; Schinus
terebinthifolius Raddi.






Abstract

Medicinal plants represent a promising source of active compounds which can
be used in the development of new drugs. There is a diversity of plants that are
used by the population for therapeutic purposes, among which are the Guapira
graciliflora Mart., popularly known as “jodo-mole”, and Schinus terebinthifolius
Raddi, known as “aroeira-da-praia”. These plants stand out in folk medicine due
to its therapeutic properties in inflammatory and infectious processes. This
study evaluated in vitro antimicrobial and antiproliferative activities besides,
toxicity and chemical composition of the hydroalcoholic extract of the leaves of
G. graciliflora. and the essential oil from unripe fruits of S. terebinthifolius.
Antimicrobial activity was evaluated by microdilution technique in broth, with
determination of minimum inhibitory concentration (MIC) and bactericidal/
Fungicide minimum concentration (MBC / MFC) using to bacterial strains:
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 11775 and
Salmonella enteritidis ATCC 13076, and the yeast Candida albicans ATCC
10231. The extracts were analyzed againstC. albicans biofilm after 48 hours of
expositions, by means of the CFU / ml count and examination of cell
morphology byfluorescence microscope (FM) using Calcofluor White. The
antiproliferative activity was evaluated against nine tumor cell lines (U251,
MCF7, NCI / ADR-RES, 786-0, NCI-460, HT29, K562, and PC-03 OVCAR-3)
and a non-tumor cell line of keratinocytes (HaCat ). Preliminar toxicity was
evaluated through the hemolysis assay. Phytochemical analysis of the extract
G. gracilifiora was performed by thin-layer chromatography, and the essential oil
of S. terebinthifoliuswas analysed by Gas Chromatography hifenized with Mass
Spectrometry (GC-MS). The G. graciliflora ands.
terebinthifoliussamplesshowed potential antifungal against C. albicans with the
MIC values of 0.25mg/mL and 1mg/mL, respectively, and no antibacterial
activity (MIC>2mg/mL). Both samples (1mg/mL) reduced the number of
CFU/mL of C. albicans biofilm. In fluorescence microscopy it was, observed the
maintenance of cellular architecture of C.albicansafter the treatments. The G.
gracilifloraextract presented cytocidal effect for all cells of the tumor lines except
for the K562 (leukemia) while the essential oil of S. terebinthifolius proved

cytocidal for all strains. Both samples did not produce hemolysis over 50% up to



a concentration of 16mg/mL. Phytochemical analysis of the extract G.
graciliflora revealed the predominance of flavonoid compounds, and the major
compound identifiede onS. terebinthifolius essential oil were to, terpene, alpha-
and beta- phellandrene. The extract from the leaves of G. gracilifiora and the
essential oil of the fruit of S. terebinthifolius showed potential antifungal against
C. albicans in their planktonic form and organized in biofilms; besides
antiproliferative activity across the human tumor cell lines and low toxicity on
red blood cells. They have been considered promising sources of active
compounds, for product development and medicine, anticandida and
antiproliferative action. This way, other studies may extend these results, aiming

the development to the studies of herbal medicines to clinical use.

Keywords: Products with antimicrobial action; Selection trials Antitumor Drugs;

Guapira graciliflora Mart; Schinus terebinthifolius Raddi.
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1. CONSIDERACOES INICIAIS

As infecgbes constituem uma das principais causas de mortalidade no
Brasil, cujo incremento tem sido observado com o passar dos anos
(BRESOLIN, CECHINEL FILHO, 2010). O aumento das infec¢cbes pode estar
associado a diversos fatores, como maior incidéncia de doencas
Imunossupressoras, que favorecem o seu desenvolvimento, especialmente,
daquelas provocadas por agentes oportunistas, como a Candida spp; e ao
aumento de microrganismos emergentes e daqueles resistentes aos agentes
antimicrobianos. Esta situacdo tem gerado preocupacdo em nivel da saude
publica e motivado a busca por novos farmacos, por meio de diferentes fontes
de antimicrobianos, como bactérias, fungos, plantas e animais (BRESOLIN,
CECHINEL FILHO, 2010).

A pesquisa de novas substancias terapéuticas inicia-se com a pesquisa
basica, seguida dos ensaios pré-clinicos e clinicos, até o registro do
medicamento. A pesquisa bésica inclui os primeiros ensaios em laboratorio,
detriagem, para identificacdo de propriedades biol6gicas, como atividades
antimicrobiana, antiproliferativa e alguns aspectos de toxicidade. A atividade
antimicrobiana geralmente é estudada por meio de ensaios in vitro, como o
teste de susceptibilidade. Nestes testes comumente sdo selecionadas cepas
padronizadas, representantes de diferentes tipos de microrganismos, como
Escherichia coli para bactérias Gram-negativas, Staphylococcus aureus para
Gram-positivas, e Candida albicans como representante de fungos
leveduriformes. Em relagcdo a avaliacdo toxicolOgica, alguns parametros podem
ser inicialmente estudados através de testes in vitro, utilizando diferentes
modelos celulares, como células de fibroblastos, queratindcitos humanos,
eritrocitos, entre outros (BRESOLIN, CECHINEL FILHO, 2010). Também torna-
se importante verificar a atividade antiproliferativa (anticancer). Esta atividade é
inicialmente verificada em ensaios in vitro, utilizando linhagens de células
tumorais humanas (FOUCHEet al., 2008; IWAMOTO et al., 2015). A descoberta de
farmacos derivados de plantas medicinais possui papel significativo no
tratamento do céancer, verificando-se que, de todos os farmacos antitumorais
disponiveis entre 1940 e 2002, 65% foi originado de produtos naturais ou semi-
sintéticos (NEWMAN, CRAGG, 2012).
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Considerando o problema mundial da mortalidade causada pelas
doencas infecciosas (OKEKE et al., 2005), especialmente, daquelas
desencadeadas por microrganismos oportunistas, como a Candida spp.
(BRESOLIN, CECHINEL FILHO, 2010), o foco deste estudo foi primordialmente
voltado para o estudo de duas plantas medicinais (Guapira graciliflora
Mart.eSchinus terebinthifolius Raddi), com vistas a caracterizacdo do seu
potencial antimicrobiano frente a Candida albicans.

A Candida spp constitui um dos grupos de patégenos mais prevalentes
de infeccbes fungicas (GONCALVES et al., 2010; MOTTA et al., 2010;
SIFUENTES-OSOMIO et al., 2012). Foram identificadas mais de 160 espécies
de Candida, dentre essas, vinte sdo reconhecidas como patégenos humanos.
As principais espécies patogénicas sdoCandida albicans, Candidaparapsilosis,
Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei, Candidaguilliermondii e
Candida lusitaniae, sendo a C. albicans a mais comumente isolada
(STRAMANDINOLI et al.,, 2010; KRISHNAN, 2012; SARDI et al.,, 2013;
ESEBELAHIE et al, 2013; RANARIO et al, 2013).

As espécies de Candida sao colonizadores das superficies mucosas dos
aparelhos digestorio e genitourinario e da pele de seres humanos. Tornam-se
agentes patogénicos em pessoas com o sistema imunolégico comprometido,
como por exemplo, pacientes com AIDS, pacientes oncoldgicos e diabéticos,
causando infeccOes locais e, por vezes, sistémicas, denominadas
genericamente de candidose ou candidiase (STRAMANDINOLI et al., 2010;
KRISHNAN, 2012; SARDI et al., 2013; ESEBELAHIE et al, 2013; RANARIO et
al,.2013; ANSARIlet al., 2015; OLCZAK-KOWALCZYK et al., 2015;
OLISCOVICZ et al., 2015).

Essas condi¢cBes sistémicas associadas ou ndo as condicdes locais,
como inflamacdo causada pelo uso de prétese dentaria removivel mal
adaptada e/ou mal higienizada, propiciam a proliferacéo local das espécies de
Candida, resultando na formacédo de um biofilme, fundamental para instalacéo
da infeccdo (ARNAUD et al.,, 2012). O biofilme funciona como um nicho de
protecdo dos microrganismos aos antifungicos. A formacédo do biofiime de
Candida segue, basicamente, trés fases distintas. Na fase inicial predomina a
adeséao das leveduras (blastosporos), numa superficie bidtica ou abiotica, com

formacado das comunidades celulares (0-11 horas); na fase intermediaria (12-30
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horas), a producédo de matriz de polissacarideo; e na fase de maturacao (38-72
horas), observa-se a presenca de leveduras, pseudohifas e hifas envoltos
numa densa matriz de polissacarideo (CHANDRAet al., 2001; PATHAK et al.,
2012).

Estudos multicéntricos realizados no Brasil e Méxicoverificaram que 4%
das infec¢des da corrente sanguinea nosocomiais sao causadas por espécies
de Candida, sendo a espécie C. albicans a mais frequentemente isolada em
humanos, principalmente da pele, orofaringe, trato respiratorio inferior, trato
gastrointestinal e sistema geniturinario (COLOMBO et al., 2006; YAPAR, 2014).

Em pacientes hospitalizados, as espécies de Candida aparecem como 0
guarto microrganismo mais isolado em hemoculturas, sendo superado pelas
bactérias Staphylococcus coagulase negativa, Staphylococcus aureus e
Enterococcus spp. (GUDLAUGSSON et al., 2003; KEDZIERSKA et al., 2003;
WISPLINGHOFF et al., 2004; WENZEL; SIFUENTES-OSOMIO et al., 2012).
Na cavidade oral de pacientes infectados pelo HIV, C. albicans e espécies de
Candida nao-albicans sdo, também, os microrganismos mais comumente
iIsolados, correspondendo a um percentual de 51,56% e 43,73%,
respectivamente (JUNQUEIRA et al., 2012).

Observa-se um aumento do numero de infeccdes na corrente sanguinea
por espécies de Candida néo albicans e o0 surgimento de espécies menos
frequentes como: Candida dubliniensis, Candida kefyr, Candida rugosa,
Candida famata, Candida utilis, Candida lipolytica, Candida norvegensis,
Candida inconspicua (GIANNINI & MELHEM, 2000; PAPPAS et al., 2003). Este
dado é preocupante no ambito da saude publica, levando-se em consideracao
a resisténcia de cepas de C. albicanse de espécies emergentes de Candida
nao-albicans, a exemplo da C. glabrata, C. krusei, e C. parapsilosis, aos
antifangicos fluconazol e anfotericina B, frequentemente utilizados para tratar a
candidose sistémica (JUNQUEIRA et al., 2012; ANAUL KABIR, ZULFIQAR
AHMAD, 2013). No caso do tratamento dacandidose oral, a nistatinaé
omedicamento de primeira escolha (PAL et al., 2013), no entanto, ja existem
relatos de resisténcia de algumas cepas de C. albicans a este farmaco(PEREZ
et al., 2011).

Considerando que as infec¢cdes por Candida estdo em ascensao, com

consequéncias negativas na taxa de morbidade e mortalidade em pacientes
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imunocomprometidos, discute-se a necessidade de multiplas estratégias, com
boa relacdo custo-beneficio (ANAUL KABIR, ZULFIQAR AHMAD, 2013). Neste
contexto, inclui-se o desenvolvimento de novos medicamentos a partir de
produtos naturais, especialmente, de plantas, por constituirem uma vasta fonte
para a medicina, com forte potencial terapéutico (BRESOLIN, CECHINEL
FILHO, 2010).

A utilizacdo de plantas medicinais recebeu amparo legal significativo nos
ultimos anos (CARVALHO et al.,, 2008) e o Ministério da saude, através da
Portaria n°971 de 03 de maio de 2006, aprovou a implantacdo da Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema
Unico de Salde, onde se insere a fitoterapia (BRASIL, 2006). Em torno de 70%
dos agentes terapéuticos disponibilizados entre 1981 e 2006, para doencas
infecciosas, bacterianas ou fungicas, foram derivados de produtos naturais
(NEWMAN, CRAGG,2007). No entanto, em relacdo a prevencao ou tratamento
da candidose os dados séo ainda preliminares (FERREIRA et al., 2015)

Estudos tém sido realizados para analisar o efeito de extratos, Oleos
essenciais e substancias isoladas de plantas sobre espécies de Candida, na
sua forma plancténica e organizada em biofilme (ROJAS et al., 2001; DUARTE,
2006; ALVES et al., 2012; ALVES et al., 2013; CASTRO et al., 2013; FREIRES
et al., 2014; LIMA et al., 2014; FREIRES et al., 2015). Esses estudosconstituem
pesquisas basicas, essenciais na investigacdo de novos compostos ou
substancias para fins farmacolégicos.

A busca por novos farmacos a partir de plantas, na maioria das vezes, é
guiada pelos levantamentos etnofarmacolégicos, que identificam as espécies
mais comumentes utilizadas pela populacdo para fins medicinais. Alguns
paises da América Latina seguem programas de triagem de produtos naturais
para atividade antimicrobiana, a exemplo do Brasil (SARTORATTO et al., 2004,
BRASILEIRO et al., 2006; DESOTI et al., 2011).

As plantas selecionadas para este estudo,Guapira graciliflora
Mart.eSchinus terebinthifolius Raddi séo utilizadas na medicina tradicional para
diferentes fins terapéuticos, tais como cicatrizante e antimicrobiano (CORREIA
et al., 2006; AGRA et al., 2008; PAIVA, ALOUFA, 2009; SIQUEIRA et al., 2012;
CHAVES et al., 2013), cujas comprovacdes cientificas ainda séo incipientes,

especialmente, na area da odontologia.
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1.1 Guapira graciliflora Mart.

Guapira graciliflora (Mart. ex J.A. Schmidt) Lundell(sinonimia: Pisonia
gracilifiora Mart. ex J.A. Schmidt; Torrubia graciliflora Standl)pertence a familia
Nyctaginacea, popularmente conhecida como jodo-mole, pau-mole, jodo-
dormindo, maria-mole(Figura 1) (LORENZI, 2008).

A familia Nyctaginaceae possui cerca de 400 espécies distribuidas em
30 géneros(RODMAN et al., 1984). Possui ocorréncia pantropical (SOUZA,
LORENZI, 2005), com poucas espécies ocorrendo em clima temperado
(CRONQUIST, 1981;RODMAN et al.,, 1984). No Brasil, ocorrem cerca de 10
géneros e 70 espécies (SOUZA, LORENZI, 2005).

G. graciliflora pode ser encontrada como arvore, arvoreta ou até arbusto
de 0,3 a 8,0 metros de altura, com folhas apresentando grande variabilidade
morfologica. Em geral, sdo de formato oblongo a eliptico, de base e apice
agudos. Os frutos sdo em forma de drupa elipséide, de cor vermelho-vinacea.
A madeira € leve, muito flexivel, pouco resistente e sujeita ao rapido
apodrecimento quando exposta; e ndo apresenta exsudacdo ao destacar suas
folhas(SILVA JUNIOR, 2005).

G. graciliflora aparece na caatinga, principal bioma do semiarido
brasileiro, como uma fonte de recursos vitais para a sobrevivéncia da
populacdo local (CHAVES et al., 2013) sendo também utilizado como planta
medicinal (AGRA et al., 2008)para o tratamento de tuberculose, como anti-
inflamatério e cicatrizante (AGRA et al., 2008; SIQUEIRA et al., 2012).

Poucos estudos foram desenvolvidos para investigar as propriedades
biol6gicas ou farmacoldgicas deG. gracilifiora. Costa et al. (2010) avaliaram o
potencial antimicrobiano do extrato hidroalcodlico das suas folhas e constatou
atividade contra a Klebsiella pneumoniae. Em estudo similar, Rocha et al.
(2013) observaram atividade do extrato das folhas frente a Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus e Escherichia coli.O uso deG. gracilifiora na
medicina popular associado a esses resultados preliminares sinalizam um
possivel potencial antimicrobiano desta planta e motivaram a sua insercao
neste estudo.

As propriedades farmacoldgicas das plantas sao atribuidas a acéo de
seus metabdlitos secundarios (COSTA et al., 2010). Foi verificado que o extrato
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da casca deG. graciliflora possui flavonoides (CHAVES et al. 2013), os
guaispodem ser responsaveis por propriedades antimicrobiana, antifungica,
anti-inflamatéria e antioxidante das plantas (LONGHINI et al., 2007).

Os metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas podem variar por
diversos fatores, como variagdo sazonal, solo cultivado, tipos de insetos
presentes em cada regido, interferindo diretamente em suas propriedades
biologicas (GOBBO-NETO, LOPES, 2007; FUMAGALI et al., 2008; NCUBE et
al., 2010). Foi observado por Chaves et al. (2013) que a concentracdo de
favondidesnas cascas de G. graciliflora foi mais alta no periodo chuvoso do que

no periodo de seca.

Figura 1: Visdo geral deGuapira graciliflora Mart. (A) e das suas folhas (B).

1.2 Schinus terebinthifolius Raddi

Schinus terebinthifolius Raddi trata-se de uma arvore mediana de 5 a 10
metros de altura (Figura 2) (LORENZI, MATOS, 2008). Pertence a Familia
Anacardiaceae (CORREIA et al., 2006). O género Schinus € nativa da América
do Sul, largamente encontrado na costa brasileira, com distribuicdo do nordeste
ao sul do pais (BARBOSA et al., 2007) e abrangéncia de cerca de 29 espécies
(BARKLEY, 1957).

S. terebinthifolius também é conhecido como pepper tree brasileira,
falsopimenta ou poivrier falso, aroeira-da-praia, aroeira negra, aroeira
vermelha, aroeira de minas, cor-neiba, chichita, copal, pimenta rosa e pimenta

de Brasil (MORTON, 1978). As aplicacdes biol6gicas desta planta tém sido
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conhecidas por muitos anos, cujas propriedades foram descritas desde a
primeira edicdo da Farmacopéia Brasileira, publicado em 1926. S.
terebinthifolius é utilizada na medicina tradicional como agente, antipirético,
depurativo, diurético, analgésico, no tratamento de doencas sexualmente
transmissiveis, inflamagdes uterinas, infeccbes do trato urinario e Ulceras de
pele (CORREIA et al., 2006; PAIVA, ALOUFA, 2009;).

Praticamente, todas as partes da planta (casca, folhas e frutos) séo
utilizadas pela populacdo para preparo das substancias medicinais
(BORNHAUSEN, 2002), podendo gerarcinco subtipos de preparos: extrato da
entrecasca do caule, extrato das folhas, 0leo essencial das folhas, extrato do
fruto e o dleo essencial do fruto(GILBERT, FAVORETO, 2011).

S. terebinthifolius apresenta frutos do tipo drupa, globdides, aroméaticos,
com coloragao inicialmente verde, mudando para vermelho quando maduros
(DEGASPARI et al., 2005). Os frutos, tanto verdes quanto maduros, s&o ricos
em Oleo essencial (STAHL et al., 1983) com rendimento de 5,50 a 8,41%. Em
sua composicao quimica ha predominéancia de monoterpenos (85,10%), sendo
0s mais abundantes 0-3-careno (30,37%), limoneno (17,44%), a-felandreno
(12,60%), a-pineno (12,59%), mirceno (5,82%) e o-cimeno (3,46%), seguido
pelos sesquiterpenos (5,34%) trans-cariofileno, Y-muuruleno, E, E-a-farneseno,
0-cadineno e epi-a-cadinol (MATSUO et al., 2011).

As propriedades bioativas deS. terebinthifolius tém sido investigadas em
varios estudos (BARBOSA et al.,, 2007; BORBA et al., 2007; DESOTI et al.,
2011; MATSUO et al., 2011; CHAVES et al., 2013). Foi demonstrado que o
Oleo essencial de seus frutos acelera a cicatrizacdo de lesGes cutaneas
(ESTEVAO et al., 2013) e gastricas (SANTOS et al., 2012). Verificou-se em
modelo animal que o padrdo do a-pineno, monoterpenos encontrados nos
frutos da S. terebinthifoliusinduz apoptose e diminui a ocorréncia de metastase
pulmonar de melanoma (MATSUO et al., 2011).

Em relagdo ao seu potencial antimicrobiano, alguns estudos foram
encontrados na literatura (SANTOS et al., 2010; PEREIRA et al.,
2011;SANTOS et al.,, 2012; FREIRES et al., 2013; COLE et al., 2014). Foi
constatado que a tintura das folhas de S. terebinthifolius possui atividade
antifingica contra Candida tropicalis, inibindo, provavelmente, a formacéo da
parede celular fungica (ALVES et al., 2012; ALVES et al., 2013).
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Santos et al. (2010) comprovaram atividade antifungica do Oleo
essencial das folhas da S. terebinthifolius, frente a leveduras do géneroBotrytis
spp. Foi observado, também, que o Oleo essencial de suas folhas possui
atividade antibacteriana contra espécies de Estafilococos, isoladas de otite de
caes (SILVA et al., 2010).

Suas propriedades biologicas sdo estudadas no ambito da Odontologia,
cujas observacbes apoiam o uso tradicional desta planta em problemas ou
doencas da cavidade oral. Os estudos relatam efeito positivo do extrato das
folhas deS. terebinthifoliusna cicatrizacdo pds exodontia em ratos. Também ha
relatos de processo de reparo do tecido epitelial, reparo do tecido conjuntivo e
estimulo da maturacdo do colageno (SANTOS et al., 2006; LANZONI, 2007).
Em relagdo aos patdgenos orais, foram avaliadas as propriedades biologicas
do extrato das folhas de S. terebinthifolius contra aCandida albicans,
Streptococcus  mutans,  Staphylococcus aureus e  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, cujos resultados apontaram esta planta como uma
opcao terapéutica para infeccdes da cavidade oral, como a estomatite
protética, carie dentaria e periodontite (PEREIRA et al.,, 2011). Em estudo
clinico randomizado foi verificado que bochechos com a tintura produzida do
caule de S. terebinthifolius (0,3125%)reduz a inflamacéo gengival induzida por
biofilme (FREIRES et al., 2013).

Figura 2: Visdo geral deSchinus terebinthifolius Raddi (A) e dos seus frutos verdes

(B).
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Face a importancia da candidose como problema de saude publica,
associada ao surgimento de resisténcia de algumas cepas aos antifiingicos
disponiveis, a busca de novas substancias capazes de neutralizar ou de
danificar o patégeno-alvo, ao invés de inviabiliza-lo geneticamente, torna-se
uma importante estratégia para o tratamento dessa infeccdo. Nesta
perspectiva, introduzimos no estudo as plantas Guapira gracilifiora Mart.e a

Schinus terebinthifolius Raddi, como promissoras fontes de compostos ativos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar in vitro as atividades antimicrobiana, antiproliferativa e hemolitica do

extrato hidroalcéolico das folhas deGuapira graciliflora Mart. e do 6leo

essencial dos frutos deSchinus terebinthifolius Raddi.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter o extrato hidroalcodlico das folhas de Guapira graciliflora Mart. e do
Oleo essencial dos frutos deSchinus terebinthifolius Raddi.

Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), Concentracao
Bactericida Minima (CBM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM) das
amostras em teste;

Determinar a atividade antibioflme das amostras sobre biofilme
monoespécie de Candida albicans;

Analisar a morfologia da C. albicans tratada com as amostras;

Verificar a atividade antiproliferativa sobre linhagens de células tumorais
humanas das amostras em teste;

Avaliar a atividade hemolitica do extrato de G. graciliflorae do 6leo essencial
de S. terebinthifoliusfrente as heméacias;

Identificar os constituintes quimicos presentes nas amostras em teste.
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3 METODOLOGIA

3.2 Material vegetal:

Guapira graciliflora Mart.
Schinus terebinthifolius Raddi

A4

3.3 0btencdo do Extrato Hidroalalicodas
folhas da Guapira gracilifiora Mart. e dodleo
essencialdos frutos da Schinus

terehinthifolius Raddi

) 4

3.4 Atividade antimicrobiana

CiM / CFM - Staphylecoccus aureus, Escherichia coli,
Saimonela enteritidis, Condida albicans

- 3.5 Atividade antibiofilme ’ 3.5.7 Anlise morfolagics
ANALISE DE
PROPRIEDADES - Biofilme monoespéciede Candidaalbicans Microzcopia de fluorescéncia
BIOLOGICAS com Calcofluor White
3.6 Atividade antiproliferativa

Cultura de célulzsstumaraishumanas

3.7 Toxicidade

Atividade hemolitica

. 3.8.1 Extrato hidroalcoolico de

Guapira gracilifiora Mart.- CCD

3.8 Caracterizagao fitoquimica -

MONITORAMENTO
QUIMICO

3.8.2 Dleg essencial de Schinus
terebinthifolius Raddi- CG-EM

3.1 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado no laboratério de Desenvolvimento e Ensaios em
Medicamentos (LABDEM), do Departamento de Farmacia da Universidade
Estadual da Paraiba, Campina Grande — PB e no Centro Pluridisciplinar de

Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA) em Campinas — SP.

3.2 MATERIAL VEGETAL

As folhas da Guapira Graciliflora Mart. foram coletadas na regidao do

semiarido paraibano, no municipio de Queimadas, na mesoregido da
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Borborema e microregido do Cariri Oriental, no més de agosto de 2013. O
material foi limpo, acondicionado em sacos de papel e secos em estufa de ar
circulante (FANEM ®, modelo 330) a temperatura de 40°C até a obtencdo do
peso constante. O material desidratado foi armazenado em saco de papel, em
temperatura ambiente, até o0 momento da obtencdo do extrato. O espécime
testemunho deGuapira graciliflora Mart.foi depositado na cole¢do do Herbario
Manuel de Arruda Camara (ACAM), da Universidade Estadual da Paraiba
(UEPB), Campus |, Campina Grande, Paraiba, sob o registro n° 907/ACAM.

Os frutos verdes deSchinus terebinthifolius Raddi foram coletados no
més de agosto, na regidao do semiarido paraibano no municipio de Campina
Grande, na area do Campus | da Universidade Estadual da Paraiba (7°12' 35"
S, 35° 54' 57"W). Os frutos foram armazenados em geladeira, até o0 momento
da obtencdo do seu 6leo essencial. O espécime testemunho deSchinus
terebinthifolius Raddi, foi depositado na colecédo do Herbario Manuel de Arruda
Camara (ACAM), da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), Campus I,
Campina Grande, Paraiba, sob o registro n°® 486/ACAM.

3.3 OBTENCAO DO EXTRATO E DO OLEO ESSENCIAL

O extrato hidroalcoolico das folhas deG. Graciliflora foi obtido através do
processo de maceracéao, por cinco dias, em temperatura ambiente e protegido
da luz, utilizando a proporcédo de 200g de planta seca moida para 1 litro do
solvente (Alcool Etilico 50%). O extrato armazenado em percolador foi ent&o
coletado. Apds obtencdo do extrato, o alcool foi removido em evaporador
rotativo (Quimis® / Q344 M) a 40° C, com bomba a vacuo e o extrato
remanescente liofilizado (Labconco® / Freezone 4.5).

Para a obtencdo do 6leo essencial dos frutos verdes deS. terebinthifolius
foi realizada hidrodestilacdo em sistema do tipo Clevenger, Utilizou-se 50g da
planta e 200 mL de 4gua destilada procedendo-se a destilacdo por 2 horas. O
Oleo essencial foi acondicionado em frasco de vidro hermeticamente fechado,

envolto em papel aluminio e armazenados a -22°C até o momento do uso.

3.4 CARACTERIZACAO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO
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O potencial antimicrobiano do extrato hidroalcodlico da G. graciliflora e
do oOleo essencial da S. terebinthifolius foi caracterizado por meio de ensaios in
vitro, utilizando a técnica da microdiluicio em caldo e andlises em biofilme

monoespécie.
3.4.1 Microrganismos

Na triagem antimicrobiana, foram utilizadas cepas padronizadas de
bactérias (Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 11775,
Salmonela enteritidis ATCC 13076) e de levedura (Candida albicans ATCC
10231).

3.4.2 Preparo do inéculo
3.4.2.1 Bactérias

O preparo dos in6culos bacterianos para os testes de suscetibilidade
microbiana foram realizados através do método de microdiluicdo, seguindo as
recomendacdes do protocolo MO7-A8 para bactérias (CLSI, 2009).

Culturas de bactérias em incubadora de CO, (Sanyo MCO-19AIC-UV)
foram preparadas no periodo de 24 horas e adicionadas em solugdo salina
estéril (5 mL), ajustando-se sua absorbancia entre 0,08 a 0,10 a 625 nm, para
obtencdo de uma densidade equivalente a 1,5 x 10® UFC/mL. A partir desta
suspensao, foram realizadas diluicbes seriadas obtendo-se, ao final, uma
densidade de 1,5 x 10° UFC/mL. Um mililitro desta suspenséo foi adicionado
em 500 pL de meio de cultura especifico, obtendo-se uma densidade de 1x10°
UFC/mL. Nos pocos da microplaca, para determinacdo da concentracao
inibitéria minima pela técnica da microdiluicdo em caldo, a suspenséo resultou
na densidade final de 5 x 10° UFC/mL.

3.4.2.2 Leveduras
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O preparo do in6culo das leveduras para os testes de suscetibilidade foi
realizado através do método de microdiluicdo, seguindo as recomendacfes do
protocolo M27-A3 para leveduras (CLSI, 2008).

Culturas de leveduras de 24 horas foram preparadas e adicionadas em
solucédo salina estéril (5 mL), ajustando-se sua absorbancia entre 0,08 a 0,10 a
530 nm, para obtencdo de uma densidade equivalente a 5,0 x 10° UFC/mL. A
partir disso, foram realizadas diluicbes seriadas, obtendo-se, ao final da
mesma, uma densidade de 5,0 x 10° UFC/mL. Um mililitro desta suspensé&o foi
adicionado em 9 mL de meio de cultura RPMI-1640, homogeneizados e
novamente adicionados em 9 mL do meio de cultura, estabelecendo-se uma
densidade de 5 x 10®° UFC/mL. Nos pocos da microplaca, a suspenséo final

resultou em uma densidade de 2,5 x 102 UFC/mL.
3.4.3 Meios de cultura

Para manutenc¢do das bactérias foi utilizado o Brain Heart Infusion Agar
(BHI Agar) e para leveduras o agar sabouraud dextrose.

Para os testes de atividade antimicrobiana pelo método da microdiluicéo
em caldo, foram utilizados os meios RPMI — 1640 (Angus Buffers &
Biochemicals, Niagara Falls, NY, USA) para C. albicans eMueller-Hinton para
bactérias.

Nos ensaios com biofilme monoespécie de C. albicans foi utilizado o

Sabouraud dextrose caldo.

3.4.4 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima pelo método da

microdiluicao

A determinacédo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) das amostras
em teste foi realizada através da técnica da microdiluicdo em caldo, proposta
pelo CLSI (2010), utlizando microplacas esterilizada para microdiluicdo,
contendo 96 pocos (8 linhas A-H/ 12 coluna). Foram depositados 100 pL do
meio de cultura especifico para bactérias e leveduras. Em seguida,
acrescentou-se 100 uL/poco das solugcbes em teste na concentracdo inicial de
4dmg/mL, e procedeu-se a microdiluicdo, ou seja 100 puL do conteudo do
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primeiro poco foi homogeneizado e transferido para o seguinte, repetindo-se
este procedimento até o ultimo poco (linha H), com obtencdo das
concentracdes entre 7,81 e 1000 pg/mL da amostra em teste. Os 100 pL finais
foram desprezados. Posteriormente, 100uL do in6culo do microrganismo de 24
horas foram adicionados. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C em
atmosfera aerdbia ou microaerofilia, de acordo com a exigéncia do
microrganismo (CLSI 2008, 2009).

Foram incluidos nos testes cloranfenicol 500ug/mL (Sigma-Aldrich®) e a
nistatina 500ug/mL(Sigma-Aldrich®) como controlespositivos. Para verificar a
esterilidade do meio de cultura e controle do crescimento do microrganismo,
bem como, dos materiais vegetais testados, os mesmos foram colocados de
forma individualizada nas microplacas. Os ensaios foram realizados em

triplicata em trés experimentos independentes.

3.4.5 Leitura dos Resultados da CIM
3.4.5.1 Bactérias

Apés o periodo de incubacdo, foram adicionados 50 pL/poco do
revelador cloreto de trifenil tetrozolium e as placas foram incubadas novamente
por 3 horas. Este corante € capaz de distinguir as amostras que possuem
microrganismos Vviaveis com atividade respiratoria, através da mudanca de
coloracdo. Quando existe respiracao celular o meio fica rosa-avermelhado, e

guando ndo ha a identificacdo de respiracdo celular, é transparente.

3.4.5.2Leveduras

Apdés o periodo de incubacao, foi verificado se houve mudanca de
coloracdo do meio RPMI-1640, de rosa (cor original) para amarelo, o que indica
mudanca de pH ocasionada pelo crescimento microbiano (CLSI, 2008).

Para classificacdo da atividade antimicrobiana foram considerados o0s
parametros estabelecidos por Aligiannis et al. (2001) que classificam: forte
inibicdo - CIM até 500 pg/mL; inibicdo moderada - CIM entre 600 e 1500 pg/mL

e como fraca inibicdo - CIM acima de 1600 pg/mL.
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3.4.6 Determinacdo da Concentragdo Bactericida/Fungicida Minima
(CBM/CFM)

Para determinar a atividade bactericida ou fungicida, uma aliquota de 50
uL de cada poco, com concentracfes igual e maiores que a CIM, foram
subcultivadas em meio BHI Agar (bactérias) e Agar Sabouraud Dextrose
(levedura), e incubadas a 37°C por 24 horas. As CBM/CFM foram definidas
como a menor concentragdo que inibiu crescimento visivel no meio utilizado
(CLSI 2005, 2008).

3.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA SOBRE BIOFILME DE Candida albicans

3.5.1 Superficie de adesédo do biofilme

Para formacdo do biofilme foram utilizados discos (2mm de altura x 10
mm de diametro) de resina acrilica incolor quimicamente polimerizada (3M™
Quest QC-20, Sumaré- SP, Brasil). Os discos foram preparados de acordo com
as instrucdes do fabricante (100°C, em propor¢des iguais de po e liquido, sem
incorporacao de bolhas de ar, durante 20 minutos) e em seguida foram imersos
em agua purificada a uma temperatura de 37°C, por 24 horas, para liberacao
de mondmero residual. Os discos foram polidos, desinfectados em alcool etilico
70% e agua ultrapurificada, com o auxilio de um equipamento de ultrassom,
durante 20 minutos, e armazenados em tubo de vidro com &gua destilada
(FREITAS-FERNANDESet al., 2014).

3.5.2 Formacao da pelicula de saliva na superficie dos discos

Os discos de resina foram envolvidos em saliva humana para formacao
da pelicula de saliva. Uma amostra de 50 mL de saliva foi coletada no dia de
cada experimento, através da estimulacdo mastigatéria com filme flexivel
(Parafilm M; American Can Co, Neenah, WI). Em seguida, a saliva foi
clarificada por centrifugacéo, utilizando 5.200 rpm (rotacdes por minuto), por 10
minutos. O sobrenadante foi coletado e esterilizado por meio de filtros (Exon
Biotec®) de 0.22 um de porosidade, para uso imediato. Para a formacao da
pelicula de saliva, os discos foram distribuidos, sem sobreposicédo, em placa de
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petri, cobertos com a saliva e incubados por 1 hora e 30 minutos, sob
temperatura de 37°C (FREITAS-FERNANDESet al., 2014).

3.5.3 Preparo de in6culo

Uma cultura de C. albicans foi reativada e incubada por 24 horas a 37°C.
Em seguida, as células foram colhidas e suspensas em Sabouraud Dextrose
Caldo. A densidade celular foi padronizada por espectrofotometria normalizada,
para uma densidade 6ptica de 0,08 a 0,1, sob comprimento de onda de 490nm,

correspondendo a um inéculo del x 10” UFC/mL.
3.5.4 Formacéao do biofilme

Apoés o periodo de formacao da pelicula de saliva, os discos de resina
foram transferidos para um recipiente estéril contendo 10% da suspenséo do
in6culo de C. albicans (1 x 10’ UFC/mL) em meio de cultura. Foi conduzida
uma adesao inicial por 4 horas a 37°C. Posteriormente, os discos foram
lavados em solucéo salina (NaCl/0.9%) para remocéo das células ndo aderidas
e imersos em novo meio de cultura (Sabouraud Dextrose Caldo) sem adicdo do
indculo. O biofilme foi desenvolvido por 48 horas, incluindo uma troca do meio
de cultura com 24 horas. O teste foi realizado em quadruplicata.

3.5.5 Protocolo de tratamento com as amostras testes sobre o bhiofilme

As amostras foram testadas na concentracdo de 1 mg/mL. Apds a
formacdo do biofilme por 48 horas, os discos de resina foram levemente
lavados em solucao salina e imersos em novo recipiente esteéril, distribuidos em
guatro grupos, de acordo com o tratamento: 1) controle de crescimento, sem
adicao de substancia antimicrobiana, 2) nistatina 1000ug/mL, 3) 6leo essencial
da S. terebinthifolius1000pg/mL, e 4) extrato da G. gracilifloral000ug/mL. O
Oleo essencial foi diluido em DMSO 10%, e o extrato hidroalcodlico no préprio
meio de cultura. Os discos permaneceram imersos nas amostras por um
periodo de 6 horas. Apos o tratamento, os discos foram removidos, lavados

com solugéo salina para remocéo das células de C. albicans ndo aderidas e
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colocados em tubos contendo 2 mL de solucédo salina para quantificacdo das

células viaveis.
3.5.6 Quantificacdo das células viaveis do biofilme residual

Os discos imersos nos tubos contendo 2 mL de solucéo salina foram
sonificados, sob 7W por 30 segundos, para remocdo das células de C.
albicans aderidas. A solucdo sonificada foi diluida (10, 102, 10°, 10, 10° e
10®) e uma aliquota de 20pL de cada diluicdo foi plagueada em triplicata, em
meio agar sabouraud dextrose (Difco®). Os recipientes foram incubadas a
37°C por 48 horas. As unidades formadoras de colénia (UFC) foram
guantificadas, isto €, contadas e o0s resultados expressos em UFC/mL
(FREITAS-FERNANDESet al., 2014).

3.5.7 Andlise morfolégica da Candida albicans, por microscopia de

fluorescéncia

Células de C. albicans, provenientes do biofilme, foram suspensas em
solucdo salina e coradas com calcofluor Whitepara identificacdo da presenca
de quitina na parede celular do microrganismo. Uma aliquota de 20uL da
solucao fangica (10°mL™) foi misturada com 20pL de solugdo (1 mg mL™) de
calcofluor White (Sigma-Aldrich®), inseridas em uma lamina de vidro e
incubados por 5 minutos a temperatura ambiente (Laffey & Butler, 2005).
Posteriormente, as células foram visualizadas sob campo brilhante e UV,

usando microscopio de fluorescéncia Observer Z1 (Zeiss, Germany).

3.6 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA EM CULTURA DE CELULAS
TUMORAIS HUMANAS

As linhagens utilizadas no estudo foram cedidas pelo NCI (National
Cancer Institute, EUA). Todas as linhagens foram cultivadas em frascos de
25mL (T25) com 5mL de meio RPMI 1640, suplementado com 5% de soro fetal

bovino (SFB) a 37°C, em atmosfera Umida com 5% de CO,. Inicialmente, a
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amostra foi diluida em dimetilsulfoxido de so6dio (DMSO) na proporcao de 500
puL de DMSO para cada 5 mg da amostra.

Em placas contendo 96 pocos, foram adicionadas as células em meio
RPMI/Soro Fetal Bovino (SFB) acrescido de 1mL/L de penicilina:estreptomicina
(1000 U/mL: 1000 upg/mL), nas suas respectivas densidades de inoculacdo
(Tabela 1). Em seguida, as placas foram incubadas por 24 horas a 37°C em
ambiente Umido, acrescido de 5% de CO,. Foi fixada entdo a placa controle
(TO) através da adicdo de 50uL/compartimento de &cido tricloroacético a 50%
para determinacdo da quantidade de proteinas no momento da adicdo das
amostras. As amostras foram adicionadas, em triplicata, nas demais placas nas
concentracdes de 0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL (100 uL/compartimento). As placas
foram ent@o incubadas por mais 48 horas. O quimioterdpico doxorrubicina foi
utilizado como controle positivo nas concentragdes de 0,025; 0,25; 2,5e 25
pMg/mL (100 pL/compartimento), em triplicata. Apds o tempo de exposicao, as
células foram fixadas com 50uL/compartimento de acido tricloroacético a 50%
(TCA), e ap6s 1 hora a 4°C, as placas foram submetidas a quatrolavagens
consecutivas com &gua corrente, para a remoc¢ao dos residuos de TCA,
meio,SFB e metabolitos secundarios. Esperou-se a secagem completa das
placas, expostas a temperatura ambiente.

Na sequéncia foram adicionados 50 pL/compartimento do corante
proteico sulforrodamina B (SRB) a 0,4% dissolvido em &cido acético a 1%, e
aguardados 30 minutos, para que as células ficassem coradas. Logo ap0s as
placas foram lavadas, por quatro vezes consecutivas, com solucdo de acido
acético 1%. Foi aguardada a secagem das placas em temperatura ambiente. O
corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com solugcédo de Trizma
Base (10uM, pH 10,5). A leitura espectrofotométrica da absorbancia foi

realizada em leitor de microplacas em 540 nm (SACOMAN et al., 2008).
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Tabela 1: Valores das densidades de inoculacdo das linhagens celulares participantes

do teste.
Densidade de Inoculagéo

U251/ Glioma 3x10*
MCF7/ Mama 6x10*
NCI/ADR-RES/ Ovério Resistente 5x10*
786-0/ Rim 3x10*
NCI-H460/ Pulmao 4x10*
PC-03/ Préstata 4,5x10"
OVCAR-3/ Ovario 7x10*
HT29/ Célon 5x10*
K-562/ Leucemia 6x10*
hACAT/Queratinécitos 3x10*

3.7 ENSAIO DE HEMOLISE

Preparou-se uma suspensdo de hemacias 5% em solugdo salina NacCl/
0,9%. Em seguida, 2 mL desta suspenséao foi distribuida em tubos de ensaio e
homogeneizadas com 2 mL de cada amostra teste em diferentes diluicdes (16,
08, 04, 02 e 1 mg/mL). Ap6s 1 hora, as amostras foram centrifugadas a 3000
rpm, durante 10 minutos, e realizada a leitura visual, para quantificagdo das
hemacias que sofreram lise. A visualizacdo da hemdlise foi classificada como:
(-): 0% de hemdlise, (+): 25% de hemolise, (++): 50% de hemodlise, (+++): 75%
de hemolise e (++++): 100% de hemdlise (Luize et al.,, 2005). A leitura foi
realizada em espectrofotometro (Shimadzu® UV mini — 1240), no comprimento
de onda de 540nm, utilizando como branco a solugdo salina. O controle
negativo foi a suspensédo de hemacias 5% com solucao salina e como controle
positivo foi usado Liquido de Turk (Acido Acético 2%), acrescido de duas gotas

de azul de metileno, o qual provoca 100% de hemolise.
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3.8CARACTERIZACAO FITOQUIMICA

3.8.1 Extrato hidroalcodlicodas folhas deGuapira graciliflora Mart.

Os compostos quimicos do extrato da G. graciliflora foram identificados
por Cromatografia de Camada Delgada (CCD), utilizando-se cromatofolhas de
aluminio com fase estacionaria de silica (cromatofolha—aluminio CCF-C/25,
Merck). Como fase movel foi utilizada a mistura de acetato de etila, acido
formico, &cido acético e agua, nas propor¢cdes de 100:11:11:26,
respectivamente. Os componentes quimicos da amostra foram visualizados
sob luz ultra-violeta (254nm) e a cromatofolha revelada com NP/PEG/macrogol
para evidenciar flavondidescom posterior aquecimento a 50°C durante 5

minutos para a secagem da cromatofolha.

3.8.2 Oleo essencial da Schinus terebinthifolius Raddi

Analise fitoquimica do 6leo essencial da S. terebinthifolius foi realizada
por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM).
Aliquotas de 400 pL (micropipeta Eppendorf, Research plus, 100-1000 yL) do
oleo foram colocados dentro de "vials" de vidro. A amostra foi analisada em um
cromatdégrafo 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 0,25um x 02,5um e um detector operando no
modo “scanning” (m/z 40-400). A programacao de temperatura foi de 60° C (0,3
minutos), com um incremento de 3°C/min até 240° C (15 minutos). A amostra
(0,5 pL) foi injetada por um auto-injetor, utilizando a técnica de injecdo
“splitless”. A integracao foi feita através do software especifico do equipamento.
Terpenos e sesquiterpenos foram identificados por comparacdo com os dados
obtidos do CG-EM (co-injecdo com n-alcanos) de padrdes auténticos metilados
e eluidos nas mesmas condi¢cBes. Os compostos quimicos foram identificados
por comparacdo com os dados do espectro de massas da biblioteca do
equipamento (Nist- 11).
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RESULTADOS
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4 RESULTADOS

deS. terebinthifolius

apresentaram, respectivamente, forte e moderado potencial antifingico frente a

O extrato deG. gracilifiorae o 6leo essencial

C.albicans e nenhuma atividade frente as bactérias, até a concentracdo de
1mg/mL (Tabela 1).

Tabela 2: Distribuicdo dos valores das concentracdes inibitéria minima, bactericida e
fungicida do extrato deG.graciliflora e 6leo essencial da S. terebinthifolius, de acordo

com 0 microrganismo.

G. graciliflora S. terebinthifolius G. graciliflora | S. terebinthifolius Controles
MICRORGANISMO Nistatina Cloranfenicol
CIM CIM CBM/CFM CBM/CFM CIM CIM
(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)

S. aureus _ _ 8

ATCC 6538 11000 11000 _
E. coli

ATCC 11775 11000 11000 _ ~ B 8
S. enteritidis _ _ 125
ATCC 13076 11000 11000 _

C. albicans
ATCC 10231 250 1000 1000 1000 2 -

Legenda: CIM; CBM; CFM; Faixa de concentracdo das amostras e dos controles.

Em relacdo a atividade antibiofilme do extrato deG. graciliflora e do Oleo
essencial deS. terebinthifolius sobre biofilme monoespécie de C. albicans,
ambas amostras reduziram o numero de células (UFC/mL) no biofilme de 48
deG. da S.

terebinthifoliusapresentaram reducdo de células viaveis em 96,63% e

horas. O extrato graciliflora e o Oleo essencial
98,47%,respectivamente, quando comparados com o grupo do controle de
crescimento (Figura 3). A nistatina na concentracdo de 1 mg/mL inibiu 100% o
crescimento de unidades formadoras de coldnia de C. albicans, provenientes
do biofilme de 48 horas, tratado por 6 horas com o antifingico. A microscopia
de da C.

albicansindependente do tratamento (Figura 4).

fluorescéncia ndo revelou alteracdo no arcabouco
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Figura 3- Distribuicdo do numero de unidades formadoras de colénias (UFC),
contabilizadas no biofiime de 48 horas, ap6s tratamento por 6 horas com as

substancias em teste. Valores representados em notagéo cientifica

UFC/mL

1,0E+08

1,0E+07

1,0E+06 -

1,0E+05 - T
1,0E+04 -

1,0E+03 -

1,0E+02 -

1,0E+01

1,0E+00 -

Controle Extrato OE Nis

Legenda: Controle (sem adicdo de antifingico), Extrato 1mg/mL (G. graciliflora); OE
1mg/mL (S. terebinthifolius), Nis 1mg/mL (Nistatina)

Figura 4 - Imagens representativas de C. albicans, provenientes do biofilme
monoespécie de C. albicans de 48 horas, apés tratamento por 6 horas com as

substancias em teste.

-

gracilifiora e (D) tratado com o 6leo essencial da S. terebinthifolius. A C.albicans foi corada
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com calcofluor White. Visualiza-se manuteng¢do do arcabouco celular, com presenca de
hifas (setas vermelhas) nos trés grupos tratados (B; C; e D).

No teste de atividade antiproliferativa, o extrato da G. graciliflora e o dleo
da S. terebinthifolius apresentaram efeito citocida na maior concentracéo

avaliada (250 pg/mL) para as células tumorais das linhagens testadas (Figuras
5 e 6, Tabela 3).

Figura 5 — Proliferacdo de linhagens celulares em funcéo da concentracdo do
extrato da Guapira graciliflora Mart. (ug/mL).

150112 EB joao mole

100 +
75 4
= BO N
S l
8 25
=
8 -
o 0
@
—@— U251
§ -25 —W— MCF7
8 1 NCI/ADR-RES
<) +786»0
= NCI-H460
O 50+ HT29
J —@— K-562
—@— HaCaT
-75 4 PC-3
—@— OVCAR-3
-100 +
10° 10° 107025 10° 25 10* 25 10° 250

Concentragdo (ug/mL)

Legenda: Tempo de exposicdo; Concentragfes utilizadas; Linhagens avaliadas (tumorais e
nao-tumorais).
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Figura 6 — Proliferagcédo das linhagens celulares em fungdo da concentragao do

Oleo essencial da Schinus terebinthifolius Raddi(ug/mL).

150112 OE Aroeira

100 4 & —
75 4
=3
3 254
=]
3
o 0 \0
5
—@— U251
§ -25 —w— MCF7
E;’, NCI/ADR-RES
I<5) 786-0
=L _ —@— NCI-H460
O -50 HT29
J —@— K-562
—@— HaCaT
-75 4 PC-3
—@— OVCAR-3
[\
-100
10° 107 10025 10° 2.5 10* 25 10? 250

Concentracdo (ug/mL)

Legenda: Tempo de exposicdo; Concentracfes utilizadas; Linhagens avaliadas (tumorais e

nao-tumorais).
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Tabela 3 - Valores de TGI (Total Growth Inhibition, concentragdo necessaria para
inibicdo de 100 % do crescimento celular) do extrato da Guapira graciliflora Mart. e do

6leo essencial da Schinus terebinthifolius Raddi, sobre culturas de células tumorais

humanas.
Schinus
Doxorrubicina guapira terebinthifolius
graciliflora Mart. Raddi
(ug/ml) (ug/mL) (ug/mL)
U251/ Melanoma 0,18® 120,14 74,15
MCF7/ Mama 0,15®@ 96,32 74,02
NCI/ADR-RES/ 8,52@ 2227 76,45
Ovério Resistente
786-0/ Rim 0,32®@ 150,49 78,98
NCI-H460/ Pulmao 0,32®@ 221,01 135,98
PC-03/ Préstata 1,17@ 243,58 100,19
OVCAR-3/ Ovério 0,85@ 214,01 75,08
HT29/ Célon 2,15®@ 142,69 52,01
K-562/ Leucemia 1,28("") >250 210,70
hAcAT/Queratinécitos | 0,28 230,62 128,75
Mean TGl >184,51 97,45

Nota: ® Tumorais

® N&o tumorais

De maneira geral o 6leo essencial dos frutos verdes de S. terebinthifolius
apresentou maior atividade citostatica (mean TGI= 97,45ug/mL) do que o
extrato de G. gracilifiora (mean TGI=184,51ug/mL). O Oleo essencial inibiu de
maneira bastante parecida a proliferacdo de varias das linhagens tumorais
avaliadas sendo um pouco mais seletivo para a linhagem de tumor de célon
HT29 (TGI=52,01ug/mL). Ja o extrato apresentou um pouco mais seletivo
(menor valor de TGI) para o tumor de mama MCF7 (TGI=96,32 pg/mL).

Com relagdo a linhagem ndo tumoral, ambas amostram seguiram o
mesmo padrdo observado para as células tumorais, ou seja, o 6leo essencial
apresentou um efeito citostatico mais pronunciado sobre a linhagem HaCat
(TGI=128,25 pg/mL) do que o extrato (TGI=230,62 pg/mL).
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Em relagdo ao teste de hemdlise, o extrato deG. gracilifiora apresentou
toxidez abaixo de 25% em relagdo ao controle positivo, em todas as
concentracOes testadas, o que indica que nenhuma das concentracdes foi
citotoxica efetiva 50% (EC50), ou seja, capaz de hemolisar 50% de uma
suspensao a 5% de eritrécitos. O 6leo essencial deS. terebinthifolius produziu

50% de hemdlise a partir da concentracédo de 16mg/ml. (Tabela 4).

Tabela 4 -Distribuicdo dos valores percentuais da hemdlise produzida pelo extrato da
Guapira graciliflorae pelo 6leo essencial da Schinus terebinthifolius, de acordo com as
concentracoes.

CLASSIFICACAO DA HEMOLISE DAS AMOSTRAS TESTADAS

CONCENTRACOES 16 8 4 2 1
mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL
Guapira 22,81% | 17,55% | 16,52% | 15,63% | 10,98%
graciliflora Mart. - - - - -
Schinus % DA 53% 46% | 12,38% | 11,26% | 5,84%
terebinthifolius | HEMOLISE |  ++ + - - -
Raddi

— (0% de hemodlise), + (25% de hemdlise), ++ (50% de hemodlise), +++ (75% de hemdlise) e ++++
(100% de hemolise)

O efeito hemolitico é dependente da concentracdo, porém na
concentracdo ativa sobre o biofilme (1mg/mL) ambas as amostras néo
sofreram hemolise.

Em relacdo a caracterizacdo quimica, foram revelados no extrato da
G.graciliflora através da Cromatografia de Camada Delgada, a presenca de
compostos do grupo de flavonoides, com evidéncia da presenca de Rutina por

ponto misto (Figura 7).
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Figura 7 - Cromatofolhas utilizadas na Cromatografia de Camada Delgada (CCD),

vista a olho nu (A), em comprimento de onda de 254 nm (B) e 366nm (C).

Legenda: A primeira fila representa a rutina na sua forma pura, na segunda fila o extrato da G.
graciliffora e na terceira fila a rutina pura e o extrato da G. graciliflora aplicados
simultaneamente, confirmando a presenca de flavonoide no extrato. A placa foi revelada com
NP/PEG/macrogol.

A andlise por CG-EM do 6leo essencial deS. terebinthifoliusrevelou que
seus compostos majoritarios eram alfa e beta felandreno (Tabela 5, Figuras 6 e
7).
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Tabela 5 -Analitos identificados no 6leo essencial da Schinus terebinthifolius Raddi,

por cromatografia gasosa acoplada a detector seletivo de massa.

tr (mMin) IR®@ Identificac&o % 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 retencéo;
b) fracdo em porcentagem da area total integrada para o cromatograma;
¢) ndo identificado.

Figura 8 — Cromatograma do 6leo essencial da Schinus terebinthifolius Raddi.
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Figura 9 — Cromatograma expandido (5-27 min) do 6leo essencial da Schinus
terebinthifolius Raddi.
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5 DISCUSSAO

Na medicina tradicional, G. graciliflora eS. terebinthifolius séo utilizadas
para diferentes fins, como por exemplo, tratar inflamacbes e infeccoes
(CORREIA et al., 2006; AGRA et al., 2008; PAIVA, ALOUFA, 2009; SIQUEIRA
et al., 2012). Nesta avaliacdo in vitro, o extrato das folhas deG. graciliflora e o
Oleo essencial dos frutos verdes deS. terebinthifolius apresentaram atividade
antifangica frente a C. albicans, cuja atividade foi considerada forte e
moderada, respectivamente, conforme os critérios de classificacdo de Aligianis
et al. (2001) e atividade antiproliferativa frente a todas as linhagens de células
tumorais.

Essas atividades, possivelmente,foram decorrentes da acao isolada ou
associada dos diferentes principios ativos presentes nas plantas,
representados pelos metabdlicos secundarios. Sabe-se que as propriedades
farmacologicas deextratos vegetais estdo associadas a sua CcoOmposSicao
guimica, propor¢cdo dos compostos, e interacdo entre 0S seus componentes
(TRIPATHI, DUBEY, 2004; BAKKALLI, 2008).

A avaliacéo fitoquimica do extrato das folhas deG. graciliflora e do 6leo
essencial dos frutos verdes deS. terebinthifoliusrevelou a presenca de
compostos quimicos, cujas propriedades biologicas sdo reconhecidas na
literatura (HAN, 2009; PEREIRA et al., 2011; SILVA et al., 2012; SIQUEIRA et
al., 2012; MACHADO, VALENTINI, 2014).

A andlise quimica do extrato deG. graciliflora por cromatografia de
camada delgada revelou a presenca marcante de compostos de flavonoides,
com fortes indicios da presenca de rutina. Os flavonoides e taninos apresentam
a habilidade de inativar enzimas e complexarem-se com proteinas
extracelulares, proteinas solUveis e com a parede celular dos microrganismos,
configurando os provaveis mecanismos de acdo antimicrobiana. A total ruptura
de membranas microbianas pode ser dada por flavonoides de carater lipofilico
(MENDES et al., 2011; SILVA et al., 2012). O interesse pelos flavonoides tem
aumentado a medida que suas atividades biolégicas vao sendo descobertas.
Estudos demonstraram que essas moléculas apresentam efeito antitumoral,
antibacteriano, antiviral, antiinflamatério, antialérgico e vasodilatador (BOOTS
et al., 2008; MACHADO et al., 2008).
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A rutina pertence a subclasse dos flavonois. E consumida diariamente
na dieta e tem efeitos antioxidante eantimicrobiana além de diminuir a
fragilidade ou permeabilidade capilar(BRUNETON,
1991;HOSSEINZADEH,NASSIRI-ASL, 2014). Em relacdo a atividade
antimicrobiana, os resultados positivos do extrato das folhas deG. graciliflora
frente a C. albicans podem ser parcialmente atribuidos a presenca da rutina,
com base em dados da literatura. Han (2009) demonstrou a eficiéncia da rutina
no tratamento da artrite fungica causada por C. albicans. Além disso,0 estudo
de Jobim et al. (2014) demonstrou a atividade antifangica in vitro, frente a C.
albicans, do extrato dos frutos de tucuma (Astrocaryum vulgare Mart.), cujo
marcador principal € a rutina. Esses autores também analisaram a atividade
antimicrobiana in vitro, tanto da fracdo isolada do extrato como da rutina em
sua forma padréo, demonstrando o efeito antifingico desse composto.

Na analise fitoquimica do Oleo essencial dos frutos verdes deS.
terebinthifolius foram identificados diferentes componentes, sendo o0 a-
felandrenoe o B-felandreno os compostos majoritarios. Esses compostos sao
hidrocarbonetos monoterpénicos com reconhecida atividade antimicrobiana
(VILLA et al., 1999; KOUKOS et al., 2001; BAKKALI, 2008). O a-felandreno
estd associado, também, as propriedades anti-inflamatorias das plantas
medicinais (BARBOSA et al., 2007). O B-felandreno, geralmente,esta presente
como composto majoritario em éleos essenciais extraidos de folhas ou partes
aéreas de diversas plantas (VELASCO-NEGUERUELAet al., 2003; BERTINI et
al., 2005; SANTOS et al., 2007; GOKALP et al., 2012). Em estudo in vitro, Vila
et al. (1999) testaram o Oleo essencial das folhas do Peumus boldus frente
aCandida sp., e encontraram significativa atividade antifungica. Na analise
fitoquimica do 6leo foi encontrado o B-felandreno como um dos seus
compostos majoritarios.

O a-pineno constitui um dos marcadores principais do 6leo essencial dos
frutos da S. terebinthifolius, e pode representar um dos responsaveis pela forte
atividade antifungica deste 6leo (MACHADO, VALENTINI, 2014), tendo sido
identificado como o terceiro composto mais prevalente. Sua atividade
antimicrobiana € atribuida a capacidade de afetar o metabolismo energético de
mitocondrias isoladas, por desacoplamento da fosforilacdo oxidativa ou inibicao
da cadeia transportadora de elétrons (ABRAHIMet al., 2003; CHANGet al.,
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2007). Leite (2007) avaliou o efeito inibitério do a-pineno sobre o crescimento
de bactérias gram-positivas. Este autor verificou que este composto apresentou
um efeito bacteriostético até 4 horas de exposi¢cao, sendo estabelecido o seu
efeito cidal apos 24 horas de exposicdo. Lang et al. (2012) também
encontraram atividade antifiungica do a-pineno sobre cepas de Candida spp.

O germacreno-D constitui um dos componentes majoritarios de Oleos
essenciais com atividade antimicrobiana, e esta presente em diferentes
espécies vegetais (GONZAGAet al., 2003; IACOBELLISet al.,, 2005).
Entretanto, a sua atividade antimicrobiana pode ser limitada, uma vez que se
mostrou inativo contra: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Candida albicans, C. krusei, dentre outros. O composto
isolado pode nédo ser responsavel pela atividade antimicrobiana, no entanto,
devido a sua lipofilia de hidrocarbonetos de estrutura terpénica, este composto
pode ser uma variavel importante na composicdo de 06leos essenciais com
vertentes antimicrobianas; uma vez que a sua particdo nos lipideos da
membrana celular, aumenta a sua permeabilidade, facilitando a penetracdo dos
demais compostos para o interior do microrganismo. Esta observacao reforca a
importancia das interacdes positivas entre as moléculas ativas presentes numa
amostra vegetal (BREHM-STECHER, JOHNSON, 2003)

O p-cimeno é um monoterpeno aromatico, precursor do carvacrol,
largamente presente entre os Oleos essenciais, com reconhecida atividade
antifingica (LANGet al., 2012). Apresenta propriedades lipolitica, herbicida,
antimicrobianas e os seus derivados monoterpenos séo eficazes antioxidantes
e agentes anticarcinogénicos (BURT, 2004; KODALI et al., 2008; MEDEIROS
et al., 2011).

A atividade antimicrobiana do extrato de folhas deG.graciliflorafrente a
diferentes espécies de bactérias foi constatada em outros estudos (COSTA et
al. 2010; ROCHA et al. 2013), com resultados positivos para S. aureus e E.coli
(ROCHA et al. 2013). Esses autores testaram o extrato bruto das folhas da G.
graciliflora, utilizando-se o élcool etilico 70% como solvente 0 que pode ter
contribuido para o resultado positivo. Chaves et al(2013) testaram o extrato das
cascas do caule deG. graciliflora frente aos microrganismos S. aureus, E. coli,
C. albicans e nédo observaram inibicdo de crescimento. Neste estudo, o extrato

das folhas deG. graciliflora apresentou moderada atividade contra a C. albicans
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(CIM = 250 pug/mL) e nenhuma atividade, até a concentracdo de 2000 pg/mL,
contra as espécies bacterianas.

Apesar dos resultados da atividade antibacteriana do 6leo essencial da
S. terebinthifolius terem sido negativos, o seu potencial antimicrobiano foi
avaliado anteriormente, apresentando resultados positivos tanto para bactérias
como para leveduras: Staphylococcus aureus (DEGASPARI et al., 2005;
DOURADO, 2012; COLE et al.,, 2014), Escherichia coli (DOURADO, 2012;
COLE et al.,, 2014), Pseudomonas sp., Klebsiella oxytoca, Corynebacterium
sp., Enterobacter sp., Enterobacter agglomerans, Bacillus sp., Nocardia sp.
eStreptococcus do grupo D (COLE et al., 2014), Streptococcus mutans,
Streptococcus mitis, Streptococcus sobrinus, Streptococcus sanguis,
Lactobacillus casei(ALVES et al., 2008)e C. albicans(ALVES et al. 2013;
FREIRES et al. 2011).

Esta diferenca de resultados pode ser atribuida a diferentes fatores
associados a planta, ao microrganismo, a metodologia, entre outros. As
condicdes ambientais (radiagcdo UV, alta temperatura, estresse hidrico), de
cultivo, época de coleta do material vegetal, caracteristicas genéticas, parte da
planta analisada, método de obtencéo do extrato sdo variaveis que devem ser
consideradas (BARBOSA et al., 2007; GOBBO-NETO, LOPES, 2007; NCUBE
et al. 2010), uma vez que podem interferir na producdo dos metabdlicos
secundérios pelas plantas, cujos compostos sao responsaveis pelas suas
propriedades bioldgicas.

Por exemplo, o 6leo essencial no estudo de Cole et al. (2014) e Dourado
(2012) foi extraido de frutos maduros, cuja composicdo quimica foi diferente
daquela encontrada no 6leo deste estudo, extraido de frutos verdes.Cole et al.
(2014) encontraram dezessete compostos, dentre 0s quais, muitos ndo 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%), &-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%).

Comparando os componentes dos Oleos de frutos maduros e verdes,
Barbosa et al. (2007) identificaram uma variacdo quimica, predominando no

Oleo dos frutos verdes os sesquiterpenos alfa-cadinol, alfa-cadineno, epi-alfa-
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muurolol. Ja nos frutos maduros foram identificados alfa-cadinol, elemol e
germacreno-D, como predominantes. Observa-se que a proporcdo dos
compostos presentes nos o6leos pode variar de acordo com o estado de
maturacao do fruto (MELO et al., 2014).

A diferenca entre os resultados da atividade antimicrobiana do extrato da
G. graciliflora e do 6leo essencial daS. terebinthifoliusfrente as leveduras e
bactérias, positivo para as leveduras e negativo para as bactérias, pode ser
atribuida as caracteristicas estruturais de cada microrganismo (CHERRY,
1999), onde disponibilizam diferentes alvos para os compostos ativos. A parede
celular dos fungos € formada por uma camada externa de manoproteinas e
uma camada interna estruturada com ligagbes de B-1,3-glicano e quitina, com
algumas manoproteinas entrelecadas(BERGOLD, GEORGIADIS, 2004). No
caso das bactérias, a parede celular das Gram-positivas € constituida por uma
membrana revestida externamente por uma camada de peptideoglicano
(mucopeptideo ou mureina). As gram-negativas além da camada de
peptideoglicano apresenta externamente uma capsula de natureza
polissacaridica (polissacarideo extracelular) e polipeptidica (MURRAY, 2006).

Bakkali et al. (2008) observaram que 0s 6leos essenciais com pequenas
guantidades de hidrocarbonetos em sua composi¢cdo sdo mais eficientes para
bactérias, e 0os que apresentam majoritariamente hidrocarbonetos possuem
melhores resultados na atividade antimicrobiana para as leveduras. A
composi¢cdo quimica do Oleo essencial daS. terebinthifoliusfoi constituida
predominantemente por hidrocarbonetos.

Os resultadospositivos da atividade antifingica das duas amostras
vegetais frente a C. albicanssdo ainda incipientes, no entanto, promissores.
Precisam ser investigados de forma mais ampla, incluindo outras espécies
padronizadas de Candida e isolados clinicos recentes da cavidade oral, assim
como, métodos mais complexos que identifiquem o mecanismo de acao dessas
substancias. As espéciesG. graciliflora e S. terebinthifolius podem constituir
uma fonte de principios ativos para o desenvolvimento de produtos
antimicrobianos para o controle e/ou tratamentoda candidose oral.

Com a intencdo de mimetizar o processo overnight de limpeza de protese
dentaria total, usualmente recomendado aos pacientes, na clinica odontologica
(BARNABE et al., 2004; SILVA et al., 2006; CATAO et al., 2007; COELHO et
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al., 2008; GONCALVES et al., 2011; INANADEV et al., 2011), foi produzido um
biofilme monoespécie de C. albicans, de 48 horas, na superficie de discos de
resina acrilica, para analisar o potencial antibiofilme do extrato da G. graciliflora
e do dleo essencial da S. terebinthifolius. Para limpeza quimica da proétese
utilizam-se agentes antimicrobianos para inibir o crescimento ou até mesmo
matar os diferentes microrganismos formadores de biofilmes, principalmente,
espécies de Candida (NALBANT et al., 2008).Dessa forma, pesquisar
substancias que tenham boa a¢do em materiais sintéticos, como a resina
acrilica, € de extrema importancia, visto que alguns antimicrobianos podem
perder sua eficacia quando expostos a presenca de mondmeros presentes
nestes materiais (BUENO et al., 2013).

O extrato das folhas deG. graciliflora e o 6leo essencial dos frutos verdes
deS. terebinthifolius reduziram, respectivamente, 96% e 98% 0 numero de
UFC/mL em relacdo ao grupo do controle de crescimento. Esses percentuais
estdo proximos daquele apresentado pela nistatina, que inibiu totalmente o
crescimento de unidades formadoras de col6nias. ldentifica-se a necessidade
de elaborar um novo desenho de estudo, incluindo um biofilme multiespécie,
com diferentes espécies de Candida e bactérias da cavidade oral, como o0s
Streptococcus, como forma de aproximar a condicdo in vitrodo biofilme da
realidade (GONCALVES et al., 2012; BUENO et al., 2013;CAVALCANTI et al.,
2014; DE LUVENA-FERREIRA et al., 2014; FAOT et al., 2014; FREITAS-
FERNANDES et al., 2014).

Em relagdo a analise da atividade antiproliferativa do extrato deG.
graciliflora e do Oleo essencial deS. terebinthifolius sobre as células de
linhagens tumorais, verificou-se uma atividade antiproliferativa, com inibicdo do
crescimento total de quase todas as linhagens celulares, apenas na maior
concentracao.

A atividade antiproliferativa do extrato da G. graciliflora pode ser
atribuida a presenca de grupos fendlicos presentes na composi¢cdo do seu
extrato. Foi realizado um estudo in vivocom inducgdo de displasia intestinal em
ratos, para analisar o efeito anticarcind6geno da rutina e foi verificado que nos
ratos tratados com dieta rica em rutina e quercetina, ocorria aumento no indice
de células em apoptose, indicando um possivel efeito inibitério dessas

substancias na carcinogénese do colon (YANG et al. 2000). Outros estudos
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com linhagens de células tumorais verificaram que a rutina inibe a proliferacao
e a viabilidade celular de forma concentracdo-dependente de células de
glioblastoma multiforme humano (SCHECK et al., 2006) e de glioblastoma da
linhagem GL-15 (SANTOS et al., 2011), assim como, induz a apoptose nessas
células (SCHECK et al., 2006; SANTOS et al., 2011).

O efeito dos flavonoides também foi estudado na viabilidade e
proliferacdo em células de glioma (GL-15). A proliferacao das células GL-15 foi
significativamente reduzida quando tratadas com os flavonoides crisina; 3',4’-
dihidroxiflavona; apigenina; kaempferol e rutina. Dentre os flavondides
estudados, foram destacados os flavondides 3’,4’-dihidroxiflavona e a rutina,
por terem reduzido de forma mais expressiva 0 numero de células viaveis
(SANTOS et al.,, 2011). Tais resultados apontam essas substancias como
adjuvantes no tratamento de gliomas malignos (SCHECKZet al., 2006; SANTOS
et al.,, 2011). Esses resultados sdo promissores, especialmente, quando é
considerada a incidéncia de cancer no mundo, onde ja chegou a atingir 14,1
milndes de novos casos, com 8,2 milhdes de mortes (SCHECKet al., 2006;
SANTOS et al., 2011; FERLAY et al.,2012).

A atividade antiproliferativa do Oleo essencial das folhas deS.
terebinthifolius foi identificada como positiva contra duas linhagens de células
humanas: uma linha de cancer do cérebro (U251) e outra da mama MCF-7
(IBRAHIM et al.,, 2004).Salvi Junior (2013), também, realizou testes de
atividade antiproliferativa com o éleo essencial das folhas da S. terebenthifolius
e também obteve resultados satisfatorios. Identificou atividade citocida para a
linhagem PC-03 — prostata (63,0 pg/mL),U251 — glioma (179,9 pg/mL), HT29 —
célon (52,1 ug/mL), As concentracbes citocidas para as linhagens PC-03
(préstata) e U251 (glioma) foram diferentes das encontradas neste estudo; isto
pode ser atribuidoas diferencas entre a composicao do 6leo essencial extraido
das folhas e dos frutos.

Foi verificado que as concentracGes da doxorrubicina necessarias para
inibir as células das linhagens tumorais sdo mais baixas do que aquelas
encontradas para as substancias em teste. Isto pode ser justificado pelo fato da
doxorrubicina ser um composto isolado e o0 extrato e o Oleo essencial
constituirem um grupo de moléculas ativas. De modo que, os resultados das

substancias vegetais podem ser decorrentes da acdo de uma molécula ativa,
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gue pode estar presente em concentracdo proxima daquela concentracao ativa
da doxorrubicina.

Os resultados positivos encontrados nas analises da atividade
antimicrobiana e antiproliferativa ndo sao suficientes para justificar a
continuacéo dos estudos farmacolégicos. Sao necessarios testes toxicologicos,
inicialmente, in vitro, como forma de garantir a seguranca das substancias em
avaliacdo. Esses testes in vitro sado utilizados como triagem toxicoldgica
(BURT, 2004; BEDNARCZUK et al. 2010; BUSSMANNet al., 2011).

Dentre os métodos iniciais de avaliacdo da toxicidade aguda in vitro
encontra-se o teste de lise utilizando hemacias, onde sdo avaliados os
parametros de lise das hemacias e desnaturacdo da hemoglobina. Os
resultados da andlise da hemolise do extrato deG. graciliflora e do 6leo
essencial deS. terebinthifolius foram satisfatorios, o que representa um dado de
seguranca no uso dessas substancias in vivo. E um resultado positivo, uma vez
gue as substancias foram capazes de inibir o crescimento in vitro da C.
albicans. e matar células de linhagens tumorais em baixas concentracées.
Estes resultadosreforcam a importancia das indicagbes terapéuticas da planta
como método alternativo. Os achados podem sinalizar o desenvolvimento de
uma nova formulacdo com atividade antimicrobiana de uso odontolégico no
controle de patégenos orais.

A estabilidade mecénica da membrana dos eritrocitos € um bom
indicador de danos in vitro em triagens de toxidez, ja que as drogas podem
alterar esta estrutura, fornecendo um modelo preliminar para o estudo de
efeitos protetores e toxicos de substancias ou situacdes associadas com
estresse oxidativo, sendo um possivel indicador desse tipo de dano as células
(SHARMA E SHARMA, 2001).

O extrato da G. graciliffora e o 6leo essencial da S. terebinthifolius
apresentaram resultados positivos nas analises da atividade antimicrobiana,
antiproliferativa e de toxicidade. No entanto, é preciso a realizacdo de outras
pesquisas basicas e avancar nos estudos farmacol6gicos, com ensaios in vitro
e in vivo, para comprovagdo de sua eficdcia e seguranga, com vistas ao
desenvolvimento de uma nova formulacdo com propriedades anti-candida e/ou

antiproliferativa para células tumorais.
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6 CONCLUSOES

O extrato hidroalcodlico das folhas da G. graciliflorae o éleo essencial
dos frutos verdes da S. terebinthifoliusapresentam potencial antimicrobiano
contra a C. albicans, na forma plancténica e organizada em biofilme; atividade
antiproliferativa sobre as células de linhagens tumorais humanas;baixa
toxicidade frente as heméacias e predominancia de compostos fendlicos no

extrato da G. graciliflora e de hidrocarbonetos no 6leo da S. terebinthifolius .

Pretende-se divulgar os resultados deste trabalho, por meio de dois
artigos cientificos, a serem enviados para periédicos qualificados, de circulacdo
internacional, como a Evidence-Based Complementary and Alternative
Medicine (eCAM), Journal of Ethnopharmacology ou Archives of Oral Biology,
considerando os seguintes planos de andlise:

e Atividades antimicrobiana, antibiofiime de C. albicans e anticancer do
extrato hidroalcodlico das folhas de Guapira gracilifiora Mart.
e Atividades antimicrobiana, antibiofilme de C. albicans e anticancer do

6leo essencial dos frutos verdes de Schinus terebinthifolius Raddi
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