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EPIGRAFE

QUEM MORRE?

Morre lentamente

Quem ndo viaja,

Quem néo lé,

Quem nédo ouve musica,

Quem ndo encontra graca em si mesmo

Morre lentamente
Quem destrdi seu amor proprio,
Quem nao se deixa ajudar.

Morre lentamente

Quem se transforma em escravo do habito
Repetindo todos os dias 0s mesmos trajetos,
Quem ndo muda de marca,

N&o se arrisca a vestir uma nova cor ou

N&o conversa com quem ndo conhece.

Morre lentamente

Quem evita uma paixao e seu redemoinho de emocdes,
Justamente as que resgatam o brilho dos

Olhos e os coragdes aos tropegos.

Morre lentamente

Quem nao vira a mesa quando esta infeliz

Com o seu trabalho, ou amor,

Quem ndo arrisca o certo pelo incerto

Para ir atras de um sonho,

Quem nao se permite, pelo menos uma vez na vida,
Fugir dos conselhos sensatos...

Viva hoje!

Arrisque hoje!

Faca hoje!

Nao se deixe morrer lentamente!

NAO SE ESQUECA DE SER FELIZ

Martha Medeiros
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RESUMO

SILVA, ATERNOSKAIRES. S. R. Bioatividades de 6leos essenciais de Schinus molle e Cinnamomum
cassia e suas combinagdes. 2024. Defesa apresentada ao Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde —
GO, como parte das exigéncias da Pés-Graduacdo — Mestrado em Agroquimica.

A presente dissertacdo foi dividida em dois capitulos: no primeiro, objetivou-se comparar, pela primeira
vez, a composicdo quimica e as atividades anti-Xanthomonas citri de dleos essenciais de folhas frescas e
secas de Schinus molle (OE-FF e OE-FS, respectivamente). Também foi avaliada a atividade do
espatulenol, principal constituinte dos 6leos, contra X. citri. As atividades foram realizadas pelo método
de microdiluicdo em caldo em cultura de 96 pocos. Trés constituintes principais foram identificados nos
OE-FF e OE-FS por GC-MS e GC-FID: espatulenol, B-cariofileno e éxido de cariofileno. Com valores de
MIC variando de 31,25 a 100 pg/mL, eles foram ativos contra cepas de X. citri (resistentes, tolerantes e
sensiveis ao cobre). Embora os resultados tenham mostrado o potencial in vitro de OE-FS, OE-FF e
espatulenol contra X. citri, mais estudos in vivo sdo necessarios para comprovar sua aplicabilidade ao
biocontrole do cancro citrico. O segundo capitulo investigou a composicdo quimica e as atividades
antileishmania e anticandidal de dleos essenciais das folhas de Schinus molle (OE- SM) e das cascas de
ramos de Cinnamomum cassia (OE-CC) e suas misturas contra as formas promastigotas de Leishmania
(Leishmania amazonensis) e as diferentes espécies de cepas de Candida, respectivamente. Para isso, 0S
6leos essenciais foram extraidos por hidrodestilacdo, e seus componentes foram identificados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas e cromatografia gasosa com detec¢do por
ionizacdo de chama. Os constituintes majoritarios de OE-SM foram espatulenol (20,8%), B-cariofileno
(15,6%) e oOxido de cariofileno (10,0%). J& o OE-CC revelou altas concentracdes de cinamaldeido
(60,1%), acetato de cinamila (20,9%) e a&cido metoxicinamico (10,5%). O OE-SM (IC50 = 21,45 pg/mL)
e 0 OE-CC (IC50 = 23,27 pg/mL) foram ativos contra L. amazonensis. As trés misturas preparadas
exibiram altissima atividade leishmanicida, com valores de IC50 entre 3,12 e 7,04 pug/mL. Esses 6leos
essenciais OE-SM, OE-CC e suas misturas demonstraram ser fortes agentes antifingicos contra novas
cepas de Candida, com valores de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) variando entre 31,25 e 250
pMg/mL. Em suma, concluimos que OE-SM, OE-CC e suas misturas sdo ativos e podem ser considerados
fortes candidatos para participarem da formulacdo de medicamentos com acdo antileishmanicida e
antifangica.

Palavras-chave: Leishmaniose, Candidiase, Cancro citrico, Schinus molle, Cinnamomum cassia e

Espatulenol.



ABSTRACT

SILVA, ATERNOSKAIRES. S. R. Bioactivities of essential oils from Schinus molle and
Cinnamomum cassia and their combinations. 2024. Defense presented to the Instituto Federal Goiano —
Campus Rio Verde — GO, as part of the requirements of the Postgraduate Degree — Master’s in

Agrochemistry.

This dissertation was divided into two chapters: in the first, the objective was to compare, for the first
time, the chemical composition and anti-Xanthomonas citri activities of essential oils from fresh and dried
leaves of Schinus molle (OE-FF and OE-FS, respectively). The activity of spathulenol, the main
constituent of the oils, against X. citri was also evaluated. The activities were carried out using the broth
microdilution method in a 96-well culture. Three main constituents were identified in OE-FF and OE-FS
by GC-MS and GC-FID: spathulenol, B-caryophyllene and caryophyllene oxide. With MIC values
ranging from 31.25 to 100 pg/mL, they were active against X. citri strains (resistant, tolerant and sensitive
to copper). Although the results showed the in vitro potential of OE-FS, OE-FF and spathulenol against X.
citri, more in vivo studies are needed to prove their applicability to the biocontrol of citrus canker. The
second chapter investigated the chemical composition and antileishmanial and anticandidal activities of
essential oils from Schinus molle leaves (OE-SM) and Cinnamomum cassia branch bark (OE-CC) and
their mixtures against promastigote forms of Leishmania (Leishmania amazonensis) and the different
species of Candida strains, respectively. For this, the essential oils were extracted by hydrodistillation,
and their components were identified by gas chromatography coupled to mass spectrometry and gas
chromatography with flame ionization detection. The major constituents of OE-SM were spathulenol
(20.8%), B-caryophyllene (15.6%) and caryophyllene oxide (10.0%). The OE-CC revealed high
concentrations of cinnamaldehyde (60.1%), cinnamyl acetate (20.9%) and methoxycinnamic acid
(10.5%). OE-SM (IC50 = 21.45 pg/mL) and OE-CC (IC50 = 23.27 pg/mL) were active against L.
amazonensis. The three prepared mixtures exhibited very high leishmanicidal activity, with IC50 values
between 3.12 and 7.04 pg/mL. These essential oils OE-SM, OE-CC and their mixtures have been shown
to be strong antifungal agents against new strains of Candida, with Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) values ranging between 31.25 and 250 pg/mL. In short, we conclude that OE-SM, OE-CC and
their mixtures are active and can be considered strong candidates to participate in the formulation of

drugs with antileishmanial and antifungal action.

Keywords: Leishmaniasis, Candidiasis, Citrus canker, Schinus molle, Cinnamomum cassia

and Spatulenol.



1. INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca que esta presente entre a populacdo ha bastante tempo,
na verdade desde os tempos dos povos incas, onde foi possivel identificar estudos
arqueoldgicos que retratam por meio de figuras desenhadas em vasos de cerdmicas a
aparigdo de pessoas mutiladas, com lesdes na pele e mucosas, evidenciando naquela época
a presenca da leishmaniose, que por falta de conhecimento foi confundida com a sifilis
(FRANCO, 2023).

No Brasil os registros fidedignos de leishmaniose se deram so a partir de 1827, na
qual foi descrito por uma obra denominada de Pastoral Religioso-Politico Greographico,
que retrata a viagem de um padre pela regido amazonica e que em seu percurso descreveu a
presenca de individuos com ulceracGes nos bracgos e pernas e lesdes na boca e nariz, sendo
estes sintomas manifestos apds a picada de mosquitos (FRANCO, 2023).

A leishmaniose é conhecida por apresentar um conjunto de doencas infecciosas, que
sdo causadas por protozoarios que pertencem ao género Leishmania e a familia dos
Trypanosomatidaes (FIOCRUZ, 2024).

Essa enfermidade é transmitida por um vetor, aonde um mosquito fémea da ordem
Diptera, do género Lutzomyi se alimenta de sangue e durante a sua alimentacdo este
mosquito se infecta por via de individuos contaminados, permitindo ao parasita realizar a
replicacdo por fissdo binéria, seguido de metaciclogénese, originando as promastigotas que
ficardo armazenadas na probdscide do vetor, até que 0 mesmo possa realizar um novo
repasto e infectar um novo hospedeiro enquanto se alimenta de sangue (SSP, 2024,
FIOCRUZ, 2024; MARGEM, 2023; BITTENCOURT, 2023).

E apo6s a infeccdo do hospedeiro parasitado pelo protozoario do género Leishmania,
Ihe ird originar um conjunto de enfermidades que se dividem em leishmaniose visceral, que
ataca os 6rgaos internos como o figado, a medula 6ssea, 0 bago e os ganglios linfaticos e a
leishmaniose tegumentar, que ataca a pele e as mucosas, sendo as mucosas da boca e do
nariz (FUIOCRUZ, 2023).

Ja a candidiase também é uma doenga infecciosa causada por leveduras, sendo
representadas pelo género Candida, que possui aproximadamente duzentas espécies
diferentes, que vivem em equilibrio em pequenas porg¢des no organismo humano, como na
vagina, na orofaringe, na cavidade bucal, na urina e nas fezes, podendo acometer homens e
mulheres (DIVE, 2024; MINISTERIO DA SAUDE, 2024).

A candidiase pode ocorrer de quatro (4) formas diferentes, sendo elas: a

pseudomembranosa, que apresenta placas esbranquicadas que podem ser removidas por
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raspagens; a cronica hiperplasica, que também apresenta tragcos esbranquicados, toda via,
estes ndo se destacam mediante ao processo de raspagem; a candidiase eritematosa se
caracteriza por apresentar eritema local ou difuso e a queilite angular, apresentando
ulceracdes em formas de lesdes nas comissuras labiais (DE ARAUJO, 2023).

Quando acometidos por esta enfermidade, as mulheres podem apresentar
escorrimentos esbranquicados, em forma de grumos, semelhantes ao colostro, ou até
mesmo com a nata do leite bovino, apresentando dor intensa ao urinar e coceira excessiva
no canal vaginal e na vagina, sendo que apos a relacdo sexual o individuo apresenta
intensas dores na regido intima também. J4 no homem a candidiase se manifesta com a
aparicao de pequenas manchas vermelhas no pénis, seguido pelo surgimento de lesdes em
forma de pontos e posteriormente a presenca de coceiras intensas com a aparicdo de leves
edemas (DIVE, 2024; DE ARAUJO, 2023).

E diante dessas doencgas apresentadas, podemos observar que na atualidade mesmo
com tantos recursos empregados pela salde, é possivel observar que had um déficit de
recursos farmacoldgicos eficazes para o tratamento de leishmaniose. E quando abordamos
o tratamento de candidiase, podemos observar que o uso desenfreado desses farmacos,
ocasionam reacdes mutagénicas nos organismos, fazendo com que os mesmos adquiram
resisténcia aos antibioticos, levando ao paciente ao uso de elevadas doses, propiciando ao
paciente altos niveis de toxicidade, comprometendo a salde, sobretudo ao sistema
imunoldgico do paciente (FUIOCRUZ, 2023; DE ARAUJO, 2023).

Entdo a fim de diminuir os niveis de toxicidades causadas pelo intenso uso de
medicamentos em pacientes com candidiase e a fim de buscar produtos farmacol6gicos
capazes de controlar a propagacdo da leishmaniose, surge o interesse pela busca de novos
produtos naturais, como a utilizacdo de 6leos essenciais, sendo uma alternativa promissora
e capaz de atuar no controle dos organismos do género Leishmania e do género Candida
(LEITE et al., 2023; MATOS, 2023).

Ja a Xanthomonas citri é uma bactéria gram-negativa, aerébica, possui o formato de
um bastonete (baciliforme) e movimenta — se através de um flagelo polar. As bactérias
produzem polissacarideos extracelulares, as quais ajudam em sua reproducdo e na sua
dispersdo, 0 que consequentemente proporciona a sobrevivéncia dessa bactéria, e a
propagacdo do cancro citrico, causando impactos severos como a desfolha de plantas,
depreciacdo da qualidade dos frutos pela presenca de lesGes, e reducdo na producéo pela

queda prematura dos frutos de forma precoce (MIGUEL et al., 2022).
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O cancro citrico é uma doenca altamente significativa para os produtores de citros
em todo 0 mundo, pois é uma enfermidade comumente encontrada em regides subtropicais
e tropicais, estimando que o Brasil, possui inUmeros pomares de citros que podem ter até
50 % de suas areas comprometidas por esta enfermidade, tornando essa praga uma injuria
que gera grandes danos econémicos para a citricultura (ALI et al., 2023).

Este microrganismo invade os tecidos vegetais da planta hospedeira, por vias de
aberturas naturais ou por ferimentos, através dos ventos, chuvas ou até mesmo por
implementos agricolas contaminados, possibilitando a sua multiplicacdo nos denominados
espacos intercelulares, no qual resulta na producdo de polissacarideos extracelulares. E
uma vez que esses espacos intracelulares diminuem, ocorre o acimulo de goma xantona,
material higroscopico que causa aspecto encharcado no tecido infectado, dando origem a
varios sintomas como: manchas marrons, salientes, asperas e lesées necroticas que sdo
visiveis cerca de duas semanas ap6s a infec¢do no inicio do estagio de desenvolvimento
(CANDIDO, 2023; ALl et al., 2023; ALEXANDRINO et al., 2023).

De acordo com a agéncia de defesa e inspecdo agropecuaria de Alagoas, ainda nao
existe métodos curativos para combater o cancro citrico em pomares de Citrus, e 0 que
deve se fazer é o arranque da planta infectada, para que a mesma através dos ventos e das
chuvas ndo contamine as demais ao seu derredor. E ap0s a retirada da planta doente pode
ser que surjam rebrotos no local da arvore erradicada, toda via, 0s mesmos devem ser
eliminados, pois podem apresentar potencial fator de contaminacdo, uma vez que 0s
mesmos eram partes da planta erradicada (ADEAL, 2024).

J& para os métodos preventivos é importante salientar os cuidados com os materiais
que serdo utilizados nos pomares durante todo o manejo, sendo as enxadas, tesouras de
podas, maquinas e demais implementos agricolas livres de contaminantes advindos das
demais plantas infectadas. Aconselha — se sempre pulverizar os pomares com bactericidas.
E vale lembrar que o cancro citrico ndo provoca a morte da planta enferma, mas, causa
grandes danos, causando abortos prematuros de seus frutos podendo atingir a 80 % em
casos mais intensos (ADEAL, 2024; CANDIDO, 2023).

Havendo poucos métodos efetivos e preventivos que combatam o cancro citrico na
citricultura, novos experimentos vém surgindo como novas formas de combater essa
doenca, que incluem o uso de nanoparticulas de cobre, zinco e prata e produtos naturais,

como 6leos essenciais (Ali et al., 2023).

Entdo a fim de obter metodologias que atuam no controle de diversas pragas e

doengas que atacam as frutiferas, os pesquisadores buscam por alternativas no ambito de
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produtos naturais capazes de expressar principio ativo contra patdgenos, como por
exemplo, 0 uso de Gleos essenciais que se mostraram promissores no controle de pinima
em pomares. Esse processo faz — se necessario porque na atualidade o pais é um dos
maiores produtores de frutas no mundo, sendo que s6 no Brasil foi registrada a producéo
de 41,3 milhdes de toneladas de frutas em 2020 (ANUARIO, 2022), onde as principais
frutas comercializadas nos dias atuais sdo as laranjas, seguido por bananas, melancias e
limdes (CARVALHO et al., 2019). O Brasil também se destaca por ser um dos maiores
produtores de laranja, sendo que maior parte da producdo citrica é destinado as grandes
indUstrias para a fabricacdo de sucos, que posteriormente serdo exportados para outros
paises (USDA; FOREIGN AGRICULTURAL SERVICE, 2018). E representando uma das
espécies pertencentes ao género Citrus, a producdo de laranja ganha destaque, uma vez que
na regido sudeste a mesma é responsavel por produzir 70% da cultivar (NETO, 2021). No
entanto, mesmo sendo um ramo forte no agronegdcio, a citricultura sofre demasiadamente
com as perdas e danos econdmicos gerados por doengas patogénicas infecciosas como o
cancro citrico (PEREIRA, 2019).

E baseado na busca por novas metodologias que sejam capazes de controlar
pragas e doencas, destacamos nessa dissertacdo o uso dos Oleos essenciais, que serao
extraidos das folhas da aroeira salsa (Schinus molle) e da casca do ramo da canela da china
(Cinnamomum cassia), com o intuito de avaliar a potencialidade desses 6leos no controle
de Xanthomonas citri, bem como suas propriedades antileishmaniais e anticandidais por
meio de misturas sinérgicas.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Leishmaniose

A leishmaniose é uma doenca infecciosa, causada por protozoarios do género
Leishmania, que ao entrarem em contato com o ser humano desencadeia um conjunto de
sindromes clinicas, originando enfermidades que atacam a pele e as mucosas sendo
conhecidas como leishmaniose tegumentar e a leishmaniose visceral que atacam 0s 0rgaos
internos (DA SILVA et al., 2023; JUNIOR et al., 2023; FIOCRUZ, 2024).

A transmissdo da Leishmania ocorre quando ha o repasto dos flebotomideos em
mamiferos como cées e outros animais infectados e € atraves das picadas das fémeas que
estas por sua vez tragam amastigotas do parasita para si e em outrora ja infectadas, o
parasita inicia uma série de maquinarias, onde replicar — se — do por fissdo binaria, seguido

de metaciclogénese, dando origem as promastigotas metaciclicas que permanecerdo
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armazenadas na probdscide do vetor até que ocorra a transmissao para um novo hospedeiro
enquanto alimenta — se de sangue (FIOCRUZ, 2024; MARGEM, 2023; BITTENCOURT,
2023).

Apds a transmissdo e inoculacdo das promastigotas metaciclicas no organismo, a
mesma sofre o processo de fagocitardo que acontece por macrofagos, assim, diferenciando
em amastigotas que por sua vez multiplicaram — se até a célula se romper. E por apresentar
riscos ao organismo as amastigotas sofrem uma série de fagocitoses por macrofagos que
facilita a infestacdo por todo o organismo do hospedeiro pelas vias hematdgena,
comprometendo 6rgdos e tecidos como o figado, a medula dssea e os linfonodos
(BITTENCOURT, 2023).

Apbs a infestacdo do parasita, como consequéncias, surgem lesbes na pele,
normalmente ulceracdes no caso de leishmaniose tegumentar, sendo que em casos mais
agudos destacamos a leishmaniose mucosa que afeta as mucosas da boca e nariz. No
entanto a leishmaniose visceral € responsdvel por atacar visceras e Orgaos internos,
afetando principalmente o figado, a medula dssea, o baco e os ganglios linfaticos. Dentre
o0s sintomas causados pela leishmaniose podemos destacar febre, 0 aumento do figado e do
baco, o surgimento de hemorragias, imunodeficiéncia e a perca de peso. Sendo que
atualmente a leishmaniose é uma doenca preocupante porque quando se tem doencas
relacionadas por bactérias como (HIV), o quadro clinico é bem mais grave podendo levar o
paciente a morte, principalmente se acometido em criancas (FIOCRUZ, 2024).

Para obter-se um diagnostico preciso desta enfermidade, ao longo dos anos foram
desenvolvias algumas metodologias que por intermédio de muitos sdo denominadas como
metodologias invasivas e metodologias menos invasivas, permitindo apresentar — vos as
metodologias consideradas invasivas que se ddo por coletas e cultivos dos tecidos
infectados por Leishmania nas mucosas do nariz, nas mucosas da boca, na pele ou na
medula 6ssea. Esse processo de coleta se da pela obtencdo do material desejado através da
aspersdo do material, por biopsia ou até mesmo por raspagens das lesdes infectadas pelo
parasita. E destacamos a metodologia considerada menos invasiva, que é representada pelo
exame direto, onde se permite observar a resposta celular do sistema imunolégico, assim
como avaliar a presenca de anticorpos anti-leishmania, através dos exames de sangue e do
teste cutaneo de Montenegro que foi estabelecido como principal exame de leishmaniose
no Brasil, por possuir baixo custo, ser de facil manipulacdo e execucdo e por apresentar
elevada sensibilidade em sua deteccdo (GOMES, 2019; SANTOS 2023; FIOCRUZ, 2024).
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Segundo a Fiocruz (2024), para qualquer tipo de leishmaniose, os profissionais da
salde aderem ao tratamento de primeira linha, com 0 uso de antimoniato de meglumina
(principio Glucantime), toda via outros medicamentos também sdo empregados no
tratamento como anfotericina B, miltefosine, pentamidina e paromomicina. No entanto,
mesmo com tantos recursos voltados para este tipo de doencga, ainda é possivel observar
que ha um grande déficit de recursos farmacoldgicos para o tratamento da leishmaniose,
induzindo aos pesquisadores investigar metodologias capazes de realizar o controle dessa
doenca, e que em sua COMpOSIGCA0 possuam O mesmo principio ativo dos demais
medicamentos convencionais utilizados pelos profissionais, e ainda ressalta — se que sejam
livres de toxicidades e sejam eficientes no tratamento, abrindo portas para os estudos e
pesquisas voltados para o uso de plantas medicinais como potencial fonte de inibicdo de
diversas pragas e doencas que afetam a salde. Tendo como resultados proeminentes
estudos voltados para os 6leos essenciais, uma fonte alternativa e promissora no controle
de diversas anomalias, como a leishmaniose, sendo derivados de produtos naturais,
promovendo eficacia no controle de inimeras doencas prejudiciais ao ser humano,
promovendo menos efeitos colaterais, maior acessibilidade e maior custo-beneficio
(ARAUJO, 2023; FIOCRUZ, 2024).

De acordo com Leite (2023) na literatura € possivel observarmos que diversas
plantas vém adquirindo espaco como farmacos capazes de realizarem controles eficientes
contra patogenos causadores de doencas como a leishmaniose. Na literatura podemos
encontrar a Chenopodium ambrosioides L. que possui atividade anti — leishmanicida direta,
ou seja, devido a presenca de seus principais constituintes, o 6leo essencial dessa planta
expressa elevado potencial capaz de inibir a ascensdo da infeccdo causada pela infestacédo
do patégeno. Ja o OE da Copaifera reticulada ducke atua diretamente nas formas
promastigotas e principalmente nas formas amastigotas do patdégeno (LEITE et al,. 2023).

Outro estudo encontrado na literatura foi o de Doéria (2023), que utilizou o nerol
obtido a partir da extragdo das folhas de Lippia alba (Mill.), sendo um composto
majoritario que apresentou elevada atividade contra as formas promastigotas de L.
amazonensi. E na mesma linhagem os OEs de Pelargonium graveolens através de seus
compostos majoritarios apresentaram oOtima atividade anti-leishmanicida, alcancando 90%
de inibicdo dos patdgenos no organismo hospedeiro, mostrando serem eficazes mais do
que a anfotericina B, quando comparados a L. major e a L. infantum (DORIA, 2023).

Outros estudos apontam que por ndo haver vacinas dentro da linha de combate contra

a leishmaniose em seres humanos, 0 mais sensato a se fazer € aderir a metodologias de
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prevencédo contra a Leishmania, uma vez que sabemos sobre seu ciclo de vida e seu modo
de transmissdo, podemos realizar manejos ambientais como o corte de arvores, manter
tanto as areas proximas quanto as areas distantes das residéncias limpas, manterem 0s
reservatorios de &gua fechados, usar repelentes, participar das coletas seletivas
regularmente e, sobretudo ministrar cursos de combate a endemias para a populagdo
(FIOCRUZ, 2024).

2.2. Candidiase

A candidiase é uma infeccdo fungica acometida por fungos oportunistas, as quais se
manifestam quando ocorrem problemas que comprometem a boa funcionalidade do nosso
sistema imunoldgico (DE DEUS et al,. 2024; DA COSTA et al,. 2024).

O género Candida é formado por leveduras, morfologicamente descrito como
eucariontes, unicelulares e heterotréficos, possuem reproducdo assexuada por meio de
brotamentos, utilizam o glicogénio como fonte e reserva energética, e sua estrutura
corpérea é composta por uma parede celular formada de quitina, glicana e monoproteina e
formada por uma membrana composta de ergosterol, esteroides componentes esses
responsaveis por manter as fungdes primordiais da célula. Os microrganismos pertencentes
a este género vivem na microbiota intestinal, no trato genital e bucal, na orofaringe e na
pele dos seres humanos, permanecendo nesses locais sem causar danos infecciosos no
hospedeiro. No entanto, em casos que comprometam o sistema imunoldgico como, por
exemplo, uma cirurgia, tal processo ao afetar o sistema favorece a aparicdo de diversas
infeccBes denominadas de candidiase, que se estende desde candidiase cutanea, mucosas
até a candidiase sistémica da corrente sanguinea. A candidiase se torna um fator de risco,
quando o ser humano é diabético, imunossuprimidos, sujeito pertencente ao extremo de
idades, transplantados, dentre outros (MINISTERIO DA SAUDE, 2023; FRANCA, 2023;
PERES e CLIMACO, 2023).

Para que ocorra a transmissdo da Candida, o microrganismo precisa romper a
imunidade inata adquirida, além de superar barreiras como a pele, o pH extremos e a
producéo de muco. A formacédo do biofilme, a bomba de efluxo, igmotropismo, expressao
de adesinas e a secre¢do de enzimas hidroliticas sdo fatores de viruléncia promovidos pelo
género Candida. A transmissdo da candidiase estd atrelada a mé& higienizacdo, ao
tabagismo, as deficiéncias nutricionais e a sindrome da imunodeficiéncia adquirida

(AIDS), sendo que a candidiase oral esta previamente ligada ao virus (HIV). No entanto, a
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doenca ndo é considerada uma IST (Infeccdo Sexualmente Transmissivel), porém a mesma
pode ser transmitida por relacdes sexuais (DE ARAUJO, 2023; DIVE — SC, 2023).

A candidiase pode se expressar de diferentes formas no ser humano, sendo
classificado como, candidiase pseudomembranosa, candidiase cronica hiperplasica, a
candidiase eritematosa e a queilite angular: a pseudomembranosa, esta é representada por
placas esbranquicadas que podem ser removidas por raspagens; a crénica hiperplésica, que
também apresenta um espectro esbranquicado e ndo se destacam mediante ao processo de
raspagem; a candidiase eritematosa, que é classificada por apresentar eritema local ou
difuso e por fim temos queilite angular, que é caracterizada por apresentar lesGes ulceradas
nas comissuras labiais (DE ARAUJO, 2023).

Nas mulheres, os sintomas da candidiase se ddo pelo aparecimento de corrimentos
esbranquicados, em forma de grumos, semelhantemente ao colostro bovino ou até mesmo
como a nata de leite da vaca, conferindo a portadora desta enfermidade intensa coceira no
canal vaginal e na vagina, assim como dor local ao urinar, onde a mesma dor precede
durante e ap06s o ato sexual. J& nos homens a aparicdo da candidiase se da por pequenas
manchas vermelhas no pénis, seguido pelo surgimento de lesdes em forma de pontos,
seguido de coceira e aparecimento de leves edemas (HAMIDEN et al., 2023, DIVE — SC,
2023).

O diagndstico da candidiase é realizado através de procedimentos simples, como
exames diretos, via amostras bioldgicas estéreis como: sangue, urina, liquido peritoneal,
liquor e liquido articular. Outra metodologia utilizada para a detec¢do de candidiase € a
raspagem utilizando a zaragatoa nas placas brancas, sendo que apds a coleta, a amostra
sera isolada e identificada em seu meio de cultivo. E quando se quer diagnosticar a
candidiase cronica hiperplasica, recomenda — se que seja realizada a bidpsia, onde sera
retirada uma amostra do tecido para que ndo haja o risco de evolu¢do maligna. Portanto
podemos observar que para realizar o diagnéstico preciso podemos realizar 0s exames
clinicos ginecoldgicos, quando se tratar de candidiase em mulheres, podemos realizar
exames laboratoriais e pelo exame de Papanicolau. (MINISTERIO DA SAUDE, 2023;
MATOS, 2023; DIVE - SC, 2023).

A fim de reparar as lesbes causadas pela doenca é de fundamental importancia a
identificacdo de fatores, como por exemplo, a ma higienizacdo, orientando o paciente
como realizar uma higienizacdo de forma correta. No entanto, quando ndo h& fatores
determinantes da sintomatologia, recomenda — se uma avaliacdo sistémica por meio de

hemograma completo, glicemia em jejum, e exames para a deteccdo de HIV, geralmente
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realizados em CTAs (Centro de Testagem e Aconselhamento), assim como nas UBS
(Unidade Bésica de Saude) e pontos de coletas. Vale destacar que apos a realizacdo dos
exames, e apos o diagndstico os pacientes receberdo o tratamento contra a candidiase que
sdo constituidos por trés vias, sendo uma, a utilizacdo dos antifingicos poliénicos como a
nistatina e anfotericina B, as quinonas e 0s antissépticos a base de iodoquinol, vale destacar
que a nistatina 100.000 UI/mL é a medicacdo mais utilizada no tratamento dessa doenca,
que geralmente é prescrita pelos profissionais da saude orientando — os para 0 uso de
quatro vezes por dia. E além dessas medicacdes ja citadas, destacamos 0s medicamentos da
via dos azois, tendo como representante dessa linha o cetoconazol e o clotrimazol. E por
fim a via dos triazéis tendo como exemplo o fluconazol. Toda via, com o passar do tempo,
0 uso desenfreado desses farmacos, possibilitou aos microrganismos através de varias
mutacdes a resisténcia contra esses medicamentos, despertando a preocupacdo sobre a
toxicidade desses medicamentos ingeridos em pacientes, surgindo assim a busca por novos
medicamentos promissores de vias naturais capazes de atuar no controle da candidiase,
surgindo pesquisas voltadas para atividades anti-candidal utilizando os 0Oleos essenciais
(DE ARAUJO, 2023; FRANCA, 2023; MATOS, 2023).

Deste modo, os compostos fitoterapicos vém sendo utilizados no ambito medicinal
para o tratamento de diversas doencas fungicas como a candidiase, onde De Carvalho
(2024), aponta em seus estudos que inumeras plantas possuem diversos compostos
quimicos capazes de inibirem as aces fungicas de tais patdgenos, comprovando que a
utilizacdo do OE de Coriandrum sativum ¢é eficiente e apresenta eficacia significativa no
tratamento de pacientes infectados. Os Oleos essenciais sdo considerados agentes
promissores no controle de diversas doencas fungicas (DE CARVALHO et al,. 2024).

De tal maneira outros estudos na literatura sdo encontrados como o de Pimenta
(2024) que utilizou o OE de orégano (Origanum vulgare) para inibir as cepas de Candida
Albicans. Da mesma forma Barbosa (2023), utiliza os OEs de Eucalyptus citriodora e
Eucalyptus globulus, para avaliar a atividade antifingica contra os fungos do género
Candida, a qual se mostraram eficientes no controle das cepas, no entanto o autor relata
que demais estudos devem ser realizados para que este medicamento fitoterapico seja
propiciavel no tratamento dessa enfermidade (BARBOSA, 2023).

2.3. Xanthomonas citri — Bactéria causadora de doengas em Citrus

Ao abordarmos a citricultura brasileira e at¢ mesmo a nivel mundial, destacamos a

classe dos fitopatdgenos, microrganismos causadores de doencas infeciosas, que infestam
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os pomares de Citrus. E um dos agentes causadores dessas doencas é a Xanthomonas citri,
que é uma bactéria responsavel por causar a doenca do cancro citrico, uma enfermidade
grave, que afeta toda a categoria citrica em todo o mundo. A disseminacdo desta se da
pelo uso de mudas contaminadas, por dispersdes em vias aereas que carregam as bactérias
através dos ventos, pela contaminacao de implementos agricolas, e, sobretudo por goticulas
de &gua que transportam as bactérias através das chuvas e através de lesdes geradas pela
acao bacterioldgica (ALl et al., 2023; ALEXANDRINO et al., 2023).

Este microrganismo invade os tecidos vegetais da planta hospedeira, por vias de
aberturas naturais ou por ferimentos, possibilitando a sua multiplicagdo nos denominados
espacos intercelulares, no qual resulta na producéao de polissacarideos extracelulares. Uma
vez que esses espacos intracelulares diminuem, ocorre o acumulo de goma Xxantona,
material higroscopico que causa aspecto encharcado no tecido infectado, dando origem a
varios sintomas como: manchas marrons, salientes, asperas e lesdes necréticas que séo

visiveis cerca de duas semanas apo6s a infeccdo (CANDIDO, 2023; ALl et al., 2023).

Quando ocorre a infestacdo do cancro citrico na planta, ndo ha controle que elimine a
enfermidade, ou seja, ndo ha cura para a planta, no entanto, existem alguns mecanismos de
controle, como o uso de produtos quimicos a base de cobre, ou até mesmo uma medida de
controle e prevencdo que é a eliminacdo da planta doente (CANDIDO, 2023; ALl et al.,
2023).

Embora a Xanthomonas citri ndo seja letal, a doenca causada por ela afeta 0 mercado
de producdo, pois as lesdes causadas por este patdgeno estimulam a producédo
descontrolada de etileno o que causa amadurecimento precoce, ou até mesmo a queda
prematura dos frutos, reduzindo a qualidade dos mesmos. Tendo em vista caracteristicas
referentes aos frutos, 0 mesmo perde a sua qualidade, sendo rejeitado pelo consumidor,
afetando assim, o mercado econdmico. E em decorréncia dos grandes prejuizos do setor,
novas tecnologias vém sendo investigadas e abordadas para prevenir e combater a doenga
do cancro citrico incluindo o uso de nanoparticulas de cobre, zinco e prata e produtos
naturais, como os 0leos essenciais (ALEXANDRINO et al., 2023; ALl et al., 2023).

2.4. Oleos Essenciais

Os 06leos essenciais (OES) sdo compostos secundarios naturais, presentes em diversas
espécies de plantas vegetais, podendo ser extraidos a partir das folhas, flores, caules,

brotos, sementes, galhos, ramos, cascas e frutos. Os OEs que estdo presentes nas plantas
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atuam como mecanismo de defesa contra animais, pragas indesejaveis e até mesmo contra
outras plantas alelopatas, além de promover a interacdo entre individuos polinizadores
através de seus compostos aromaticos tornando — os uma fonte promissora no ramo de
atividades bioldgicas (DE ALMEIDA et al., 2020; MARTINS, 2023; ARAUJO, 2023;
VIEIRA, 2023; FIOCRUZ, 2024).

Os OEs séo conhecidos por apresentarem natureza volatil e por serem extremamente
aromaticos (SILVA et al., 2023). Sdo pertencentes a classe dos terpenos (monoterpenos,
sesquiterpenos e diterpenos) e por outros compostos como os aldeidos, as cetonas, 0s
alcoois, as lactonas, os 6xidos e as aminas (SHANKAR et al., 2021). Destacam — se ainda
que devido as suas propriedades medicinais, a mais de seis (6) mil anos atrds os OEs ja
eram conhecidos pelos povos egipcios e posteriormente tiveram a sua producdo expandida
ao descobrirem sobre suas eficientes finalidades, tais como aromatizantes, fins medicinais
e microbianos. Sendo que com a popularidade que os OEs foram adquirindo, 0s mesmos
passaram a ser extraidos e comercializados pelos povos ardbicos que foram capazes de
desenvolver diversas técnicas e metodologias para realizar a extracdo desses 0leos, dentre
eles a metodologia do arraste a vapor (BRESSIAN, 2021; DE ALMEIDA et al., 2020).

Podemos observar que cada 6leo essencial pode conter em sua composi¢do quimica
até 300 componentes, o que confere a ele uma gama de riqueza podendo ser utilizado e
aplicado em diversas areas como a saude, alimentos, farmacos e cosméticos (DA SILVA et
al,. 2024), como apontado na literatura, podemos encontrar estudos como o de Vicenco et
al., (2020) que utiliza o dleo essencial de S. molle no controle de Anticarsia gemmatalis,
lagarta que causa até 100% de desfolha na cultura da soja. Verifica — se também que Matos
(2021) utilizou o 6leo essencial de Schinus molle contra o Sitophiluz zeamais, conhecido
como gorgulho-do-milho, uma praga que atua contra a cultura do milho. E da mesma
forma, na literatura podemos encontrar estudos que utilizam o 6leo essencial de C. céssia
(canela da china), para o controle de fungos e protozoarios na area da satde publica, sendo
gue Morais (2022) utiliza o 6leo essencial de canela como método preventivo e de limpeza
contra o microrganismo Candida albicans, protozoario que acomete a doenga da
candidiase oral em pacientes infectados. E por fim observamos que Rezende (2023),
utilizou OEs de orégano e canela para inibir 28 cepas de Salmonella Heidelberg.

Estes estudos remetem ao controle fitossanitario realizado através dos Oleos
essenciais que sdo possiveis gracas aos diferentes mecanismos de acdo dos 6leos, que
devido a sua complexa maquinaria de acdo que o mesmo produz (LIMA, 2023), permite

que a sua natureza hidrofobica, passe pela membrana celular, tornando — a mais permeavel,
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assim levando a morte celular por conta da perda de ions e constituintes celulares,
resultando no vazamento do citoplasma, na ruptura da parede celular e ocasionando uma
degradacéo geral e perda de conteudo celular, levando o organismo a morte (CIPRIANO et
al., 2022).

Logo, observa-se que a busca por novos fungicidas naturais como 6leos essenciais
tem aumentado, e que 0s mesmos tém se mostrado promissores e eficazes no controle de
fungos, bactérias e protozoarios, atuando desde o ramo da agricultura sustentavel até a

medicina humana.

2.5. Misturas de 6leos essenciais

Os 0leos essenciais e suas respectivas aplicacdes tem despertado forte interesse por
parte de muitos pesquisadores por se apresentarem como um produto promissor, totalmente
natural, podendo substituir fungicidas sintéticos, sendo que os OEs podem ser empregados
em diversas areas como biologia, farmacologia, medicina, alimentos, agricultura,
cosmeéticos, inseticida, fungicida, conservacao de alimentos, dentre outros. Uma vez que a
aplicacdo destes produtos estd devidamente ligada aos seus compostos bioativos, na
concentracdo ou até mesmo ligado ao sinergismo que 0s mesmos apresentam (MENDES et
al., 2023).

E com a busca incessante por produtos naturais que combatam ou controlem pragas
e doencas, assim como produtos que atuem nos ambitos de cosméticos, alimentos,
farmacos, entre outros, cada vez mais surgem novas tecnologias e muitas outras inovacoes,
como a mistura de um, ou mais OEs, transformando — 0s em mix de éleos, proporcionando
a tais o surgimento de trés resultados diferentes, descrevendo em: resultado sinergético,
resultado aditivo e o resultado antagbnico. Sendo que o resultado sinergético ocorre
quando, por exemplo, se tem uma amostra de OEs X e outra amostra de OEs Y e a
atividade biologica da mistura € maior do que a soma dos componentes separados
individualmente. Quando se tem o resultado aditivo, podemos afirmar que este ocorre
quando h& a soma das atividades dos compostos individuais. E por fim o resultado
antagonico ocorre quando a mistura dos componentes apresenta efeitos combinados
menores que quando aplicados separadamente (explanacgdo voltada para controle de pragas
e doencas), (ANASTACIO, 2023; OLIVEIRA et al., 2023).

2.6. Géneros dos Citrus

O género citrico pertence a familia Rutaceae, se encontra entre uma das culturas mais

antigas do mundo, tendo registros de seu cultivo por volta de 2.100 anos a.C. (antes de
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Cristo). E um género que teve grande aceitabilidade por todo o mundo por apresentar
cultivares que nos proporcionam inameros beneficios (BRAH et al., 2023).

Possivelmente originou — se no sudeste asiatico, sendo que a familia Rutaceae
compreende de 155 géneros com mais de 1.600 espécies, abrangendo o género Citrus que €
composto por 17 espécies, das quais podemos citar como exemplos, as laranjas (Citrus
sinensis), os limdes (Citrus lemon), as tangerinas (Citrus reticulata) e as limas (Citrus
aurantifolia) (BRAH et al., 2023).

Morfologicamente as plantas representadas pelo género Citrus apresentam arvores de
pequeno e médio porte que alcancam a altura de 4 a 6 metros, com uma copa densa e
arredondada. As flores e folhas deste género sdo aromaéticas, sobretudo as flores que se
destacam — se por seu intenso aroma e pelo seu tamanho (flores pequenas e brancas), sendo
atrativo para abelhas e insetos polinizadores. Os frutos sao ricos em vitamina A, vitaminas
C, complexo B, assim como, calcio, potassio, sodio, fdésforo, sais minerais e ferro,
compostos estes de extrema importancia para o organismo humano (DA SILVA et al.,
2020).

O Brasil é lider mundial na exportacdo de suco de laranja, e é responsavel por
exportar cerca de 98% da sua producéo interna, sendo um valor expresso em 85% quando
comparado com exportacbes em nivel mundial, ou seja, a cada 4 copos de suco
consumidos no mundo 3 destes copos serdo sucos provenientes de terras brasileiras. No
entanto pelo fato do Citrus ser uma monocultura perene, 0 mesmo esta sujeito ao ataque de
pragas e doencas indesejaveis que podem acarretar vastas consequéncias como, por
exemplo, um retrocesso na cadeia produtiva, relacionado a quantidade e a qualidade dos
frutos, representando um alto grau de dano econémico, sendo que podemos citar a bactéria
Xanthomonas citri como um dos patégenos que mais afetam as culturas pertencentes ao
género Citrus. (COSMO e GALERIANI, 2020).

2.7. Schinus molle

Comumente chamada de aroeira-salsa, a Schinus molle é uma planta que apresenta
um ciclo de vida longo e alcanca de 4 a 8 metros de altura. E uma espécie nativa da
América do Sul, pertencente a familia Anacardiaceae. Pode ser encontrada especialmente
desde 0 Rio Grande do Sul até os estados pernambucanos nas mais variaveis formacoes
vegetativas (IBF, 2024).
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Figura 1. Espécime vegetal da planta S. molle.
Fonte: Aternoskaires Simon 2024.

A espécie arbdrea apresenta como caracteristicas botanicas ramos pendentes com
folhas pequenas e lineares. Seu tronco tem o diametro de 25 a 30 cm, coberto por uma
casca grossa e escamosa. Sua folhagem ndo possui estipulas, possui de 9 a 25 foliolos
lineares e lanceolados, subcoridceos, glabros, com 3 a 8 cm de comprimento e com
margens serreadas, apresentam flores pequenas com a coloracdo branca, com
inflorescéncia no caimento de seus ramos. Os seus frutos alcancam um didmetro de 7 mm
possuindo sementes de pigmentacdo verdejante que com o passar do tempo transformam-
se em rosadas ou avermelhadas com cachos superabundantes durante todo o ano ( IBF,
2024). E uma categoria de arvore que apresenta 37 variedades, onde destas 11 delas

podem ser encontradas no Brasil (DANTAS et al., 2019).

Figura 2: Imagem (A) Folhas e ramos da S. molle, (B) Flores e frutos da S. molle e (C) Flores da S. molle.
Fonte: Aternoskaires Simon 2024.
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A Schinus molle é uma planta ornamental e é objeto de estudos por varios
pesquisadores por apresentar diversos atributos medicinais como: ac¢des antirreumaticas,
emenagogas, anti-inflamatorias, ac¢fes antifungicas, dentre outras. Pontua-se também a
extracdo de seus Oleos essenciais, nos quais apresentam metabolitos que atuam como
fungicidas, cicatrizantes, no controle de taquicardia, azia, gastrite, bronquite e reumatismo
(LEMES, 2021).

Esta espécie produz diversos metabolitos secundarios como terpenos, flavonoides e
acidos fendlicos, além de que em seus Oleos essenciais, 0S mesmos Sd0 ricos em
espatulenol, biciclogermacreno e B-cariofileno, sendo que a composi¢do quimica desse
0leo essencial, mesmo sendo da mesma espécie, pode apresentar variacdes nos aspectos
qualitativos, quantitativos e quimicos, devido aos fatores bioticos e abiodticos, como por
exemplo, a composi¢do quimica do solo, a regido onde se encontra o espécime, clima,
entre outros (SILVEIRA et al., 2019).

Portanto, tendo em vista o forte interesse pela producdo de produtos naturais que
substituam os agroquimicos, os OEs por meio de sua diversidade de componentes
quimicos e pelo vasto campo de atuacdo, os mesmos vem apresentando uma forte
tendencia promissora nas indudstrias como fungicidas, bactericidas entre outros (GARZOLI
etal., 2019).

2.8. Canela da China - Cinnamomum cassia

Conhecida de maneira comum como, canela-aromatica ou canela da china, € uma
arvore que cresce até 15 metros de altura. E uma espécie pertencente a familia Lauracea,
originaria da india, china e outros paises. Foi introduzida no Brasil através dos povos
jesuitas e pelo pais apresentar condicdes favoraveis ao seu desenvolvimento a canela nos
dias atuais se tornou uma importante fonte para as areas alimenticias e medicinais, sendo
que diversos estudos sdo utilizados para a obtencdo de produtos naturais como 0s 0leos
essenciais da casca da canela capazes de realizar o controle eficaz de fungos e bactérias
(GOMES, 2023).

A Cinnamomum cassia apresenta folhas distribuidas ao longo do caule variando de
10 a 15 cm em sua estrutura, apresenta formato pontiagudo, as folhas juntamente com seu
cepo detém intensa abundancia em compostos aromaticos. Seus frutos possuem um (1) cm
de longura, atingindo uma cor violacea em seu amadurecimento (PICTURE THIS, 2024).

Essa planta possui propriedades medicinais, atuando como estimulante,

antiespasmadica, digestiva e adstringente, além de ser um produto que na maioria das
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vezes é empregado na confeccdo ou preparo de outros alimentos. E por possuir um aroma
intenso e propriedades antiflingicas, € possivel realizar a extracdo de seu dleo essencial,
sendo que de acordo Gomes (2023) os OEs de C. Cassia € composto por acidos graxos,
hidrocarbonetos alifaticos, ésteres dentre outros.

O mecanismo de acdo dos OEs da canela tem poder antifingico e antibacteriano
demostrando eficacia contra vérios patogenos, fomentando estudos na agricultura
(ARAUJO et al,. 2023). Sawazaki (2023) aponta que no campo rural 0s 0rganismos
apresentam resisténcia microbiana aos fungicidas sintéticos e que os produtores estdo
buscando e investindo em novas metodologias e meios alternativos para obter formas de
controlar pragas e doéncas que afetam diversas areas da produgdo de alimentos, assim
como diversos patdgenos que representam perigo para a saude do ser humano.

Sendo assim, podemos apontar varios estudos na literatura envolvendo a planta
Cinnamomum cassia, como o de Bai (2024), que utilizou o 6leo essencial de C. cassia
como fonte potencial de atividade acaricida contra o Haemaphysalis longicornis,
apresentando forte potencial no controle do mesmo. J& Zubair et al,. (2024), utilizou
extrato etandlico como potencial antibacteriano contra as cepas de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Bacillus cereus e Bacillus subtilis, sendo que este mesmo estudo destacou
que os extratos se mostraram eficientes contra as cepas dos microorganismos citados.
Apontando que esta planta possui elevado potencial no ramo da microbiologia nas areas de

alimentos, de medicamentos e no ramo da agricultura.
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4. Objetivo Geral

Avaliar o potencial dos 6leos essenciais de Schinus molle e Cinnamomum cassia no
controle de Xanthomonas citri, bem como suas propriedades antileishmaniais e

anticandidais por meio de misturas sinérgicas.

4.1. Objetivos Especificos

% Extrair e determinar a composi¢ao quimica do 6leo essencial das folhas secas em estufa
e “in natura” de S. molle e de C. cassia;

% Obter 6leo essencial da casca de C. cassia para produzir mix com os OEs das folhas
secas em estufa de S. molle em blends de 25% de OE-SM x 75% de OE-CC, 50% de OE-
SM x 50% de OE-CC e 75% OE-SM x 25% de OE-CC,;

+«» Avaliar a acdo das atividades antileishmaniais e anticandidais com o mix dos OEs das
folhas secas em estufa de S. molle com os OEs da casca de C. cassia.

+» Avaliar a atividade antibacteriana in vitro do 6leo essencial das folhas secas em estufa
de S. molle em comparacdo com o principal constituinte majoritario espatulenol no

controle de X. citri .
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Composicdo quimica e atividades anti-Xanthomonas citri de 6leos das
folhas frescas e secas de Schinus molle L. e de seu principal constituinte
espatulenol

Isac R. R. da Silva, Cassia C. Fernandes, Daniela S. Gongalves, Carlos H. G.
Martins, e Mayker L. D. Miranda
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Resumo

O cancro citrico, causado por Xanthomonas citri, € uma doenca grave que afeta plantas
citricas em todo o mundo. Este trabalho teve como objetivo comparar, pela primeira vez, a
composi¢cdo quimica e atividades anti-Xanthomonas citri de 6leos essenciais de folhas
frescas e secas de Schinus molle (OE-FL e OE-DL, respectivamente). Anti a atividade de X.
citri do espatulenol, principal constituinte dos 6leos, também foi avaliado. As atividades
foram rastreadas pelo método de microdiluicdo em caldo em cultura de 96 pocos. Trés
constituintes principais foram identificados em OE-FL e OE-DL por GC-MS e CG-FID:
espatulenol, B-cariofileno e 6xido de cariofileno. OE-DL, OE-FL e espatulenol, cujos
valores de MIC variaram de 31,25 a 100 pg/mL, foram ativo contra cepas de X. citri
(resistentes, tolerantes e sensiveis ao cobre). Até embora os resultados tenham mostrado
que o potencial in vitro de OE-FL, OE-DL e espatulenol contra X. citri, mais estudos in

Vvivo sdo necessarios para comprovar sua aplicabilidade aobiocontrole do cancro citrico.

Palavras-chave: cancro citrico; bactérias endofiticas; arvores citricas; pimenta-do-reino;

espatulenol.
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Abstract
Citrus canker, which is caused by Xanthomonas citri, is a severe disease that affects citrus plants
worldwide. This paper aimed to compare, for the first time, the chemical composition and anti-
Xanthomonas citri activities of essential oils from Schinus molle fresh and dry leaves (EO-FL and
EO-DL, respectively). Anti-X. citri activity of spathulenol, the major constituent of oils, was also
evaluated. Activities were screened by the broth microdilution method on 96-well culture plates.
Three major constituents were identified in EO-FL and EO-DL by GC-MS and GC-FID:
spathulenol, p-caryophyllene and caryophyllene oxide. EO-DL, EO-FL and spathulenol, whose
MIC values ranged from 31.25 to 100 pg/mL, were active against X. citri strains (resistant, tolerant
and sensitive to copper). Even though results showed that in vitro potential of EO-FL, EO-DL and
spathulenol against X. citri, further in vivo studies are needed to prove their applicability to the

biocontrol of citrus canker.

Keywords: citrus canker; endophytic bacteria; citrus trees; pepper tree; spathulenol

42



1. Introducéo

O cancro citrico, causado pela bactéria Xanthomonas citri, € uma das doengas
mais importantes da citricultura mundial, pois diminui a produtividade das arvores afetadas
por desfolhamento e por queda prematura de frutos (Ali et al., 2023). A doenca também
afeta 0 comércio e o transporte de frutas “in natura” devido ao risco de patdgenos. Os
sintomas tipicos do cancro citrico sdo manchas marrons, salientes, &speras e lesdes
necroticas que sdo visiveis cerca de duas semanas apés a infeccao no inicio dos estagios de
desenvolvimento (Ali et al., 2023). As frutas citricas que sdo facilmente atacadas pela
bactéria fitopatogénica sdo: laranjas, limdes, limas &cidas, tangerinas e toranjas (Ali et al.,
2023). E em decorréncia dos grandes prejuizos do setor, novas tecnologias vém sendo
investigadas para prevenir e combater a doenca. Novas formas de combater o cancro
citrico incluem o uso de nanoparticulas de cobre, zinco e prata e produtos naturais, como
6leos essenciais (Ali et al., 2023). No campo dos 6leos essenciais, a espécie Schinus molle
(Anacardiaceae) se destaca por ser rica em 06leos essenciais bioativos (Vicenco et al.,
2020). A S. molle é popularmente conhecida como aroeira, aroeira salsa, periquita,
anacauita e molho no Brasil (Machado et al., 2019). Tem sido utilizada na medicina
popular por sua acdo antibacteriana, antiviral, antisséptico, antifngico, antioxidante, anti-
inflamatorio, anti atividades tumoral, antiespasmodica e analgésica. No entanto, existem
poucos estudos de propriedades farmacoldgicas e toxicologicas dos Oleos essenciais de S.
molle (Martins et al., 2014). Portanto, este estudo teve como objetivo (I) avaliar e
comparar a composi¢do quimica dos 6leos essenciais das folhas frescas e secas de S.
molle; e (I1) avaliar um dos seus principais constituintes — espatulenol — contra X. citri
(resistente, tolerante e sensivel ao cobre).

2. Resultados e discussao

Os constituintes volateis de 6leos essenciais de S. molle frescos (OE-FL) e secos
(OE-DL) foram identificados e quantificados por cromatografia gasosa — deteccdo de
ionizacdo de chama (CG-FID) e cromatografia gasosa — espectrometria de massa (GC-
MS). Em primeiro lugar, houve grande quantidade dos constituintes — espatulenol, B-
cariofileno e 6xido de cariofileno — foram identificados em OE-FL e OE-DL (Tabela S1),
mas suas concentracfes eram diferentes. Relativo aos valores de abundéncia de OE-FL
foram 16,0% (espatulenol), 13,3% (B-cariofileno) e 9,8% (6xido de cariofileno) enquanto
os de OE-DL foram 20,8% (espatulenol), 15,6% (B-cariofileno) e 10,0% (Oxido de

cariofileno). Outras descobertas da composic¢éo quimica dos 6leos essenciais das folhas de
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S. molle séo as diferentes concentracGes encontradas por este estudo. Na Costa Rica, um
estudo constatou que os Oleos apresentavam altas concentragdes de a-pineno e tinha alto
potencial citotoxico (Diaz et al., 2008). Na Arabia, um estudo relatou que y-Cadineno,
guaiol e a-felandreno foram seus principais constituintes (Abdel-Hameed e Bazaid, 2017).
No estado do Rio de Janeiro, Brasil, os maiores constituintes do OE-DL foram cubenol,
oxido de cariofileno e espatulenol (Cavalcanti et al., 2015). Na Turquia, as folhas secas de
S. molle exibiram altos teores de a-felandreno, limoneno e B-felandreno (Alnawari et al.,
2018). Vale ressaltar que a secagem de folhas de S. molle levou a um aumento nos teores
dos trés constituintes principais (Tabela S1). Além disso, alguns fatores, como duragao e
condicGes de secagem, desempenham papéis importantes nos contetdos e rendimentos dos
componentes volateis encontrados em Oleos essenciais (Singh, 2020). Em relacdo a
atividade anti-Xanthomonas citri, dois estudos mostraram que as amostras cujos valores de
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) abaixo ou iguais a 100 pg/mL podem ser
considerados agentes antimicrobianos promissores (Rios e Recio, 2005; Gibbons, 2008).
Como resultado, OE-DL, OE-FL espatulenol, os valores de MIC variaram entre 31,25
€100 pug/mL, foram considerados ativos e promissores contra X. citri avaliados em trés
condicBes, ou seja, resistente, tolerante e sensivel ao cobre (Tabela S2). Um fato
interessante € que o OE-DL foi muito mais ativo do que o OE-FL e o espatulenol. Alta
atividade de EO-DL pode ser devido principalmente ao aumento nas concentracdes de
espatulenol, B-cariofileno e 6xido de cariofileno apés a secagem do material vegetal.
Deve-se destacar também que o puro espatulenol exibiu baixa atividade (MIC = 100
pMg/mL) em comparacdo com OE-DL (MIC = 31,25 pg/mL). Este fato reforca a
existéncia de potencial sinérgico entre todos os constituintes quimicos. Em suma, a
literatura fornece informacdes para justificar que a boa atividade de OE-DL e OE-FL
pode estar relacionado ao espatulenol, B-cariofileno e 6xido de cariofileno, uma vez que
sua atividade antibacteriana é bem conhecida (Fu et al., 2022; Dahham et al., 2015;
Gannadi e outros, 2012).

3. Secéo experimental

O material suplementar relacionado a este artigo esta disponivel online, juntamente
com as Tabelas Sle S2.

4. Concluséao

Este estudo possibilitou mostrar o efeito da secagem na composi¢cdo quimica de

Oleos essenciais das folhas de S. molle . A secagem ndo sé levou a um aumento
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considerdvel nos valores de abundancia de espatulenol, B-cariofileno e Oxido de
cariofileno, mas também foi favoravel ao aumento da atividade anti-Xanthomonas citri,
j& que o OE-DL foi mais ativo do que OE-FL. Este estudo também mostrou, pela
primeira vez, que o espatulenol puro apresenta atividade contra X. citri. O promissor
potencial antibacteriano in vitro de OE-DL e OE-FL deve ser destacado, pois pode
contribuir para o biocontrole de X. citri e prevenir que as frutas fiqguem doentes e para
evitar perdas econémicas. No entanto, mais estudos in vivo sd0 necessarios para
determinar efetivamente as atividades dos 0leos essenciais em estudo.
Declaracao de divulgacao

Nenhum potencial conflito de interesse é relatado pelos autores.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

3. Sec¢ao experimental
3.1. Material vegetal

As folhas de Schinus molle foram coletadas no Instituto Federal Goiano - Campus
Rio Verde, municipio de Goias (GO), Brasil. As exsicatas foram identificadas no IF
Goiano sendo um exemplar de S. molle (Schinus molle L. - 1950) foi depositado no
Herbéario do IF Goiano no Laboratorio de Ecologia e Sistematica Vegetal. As demais
folhas em seguida, foram encaminhadas ao Laboratério de Quimica de Produtos Naturais
do IF Goiano - Campus Rio Verde, localizado em Rio Verde, GO. As folhas (500 g) foram
pesadas e desidratadas em estufa de circulacdo de ar a 45 °C por 72 horas, podendo variar
o tempo de acordo com a poténcia da secadora, preservando 500 g “in natura”.
3.2. Extracédo de 0leos essenciais (OE-FL e OE-DL)

Os 06leos essenciais (OEs) foram extraidos de S.molle frescos (OE-FL) e secos (OE-
DL) por hidrodestilagédo em aparelho tipo Clevenger por 3 hrs. Para isso, as folhas frescas

foram divididas em trés amostras de 100 g e foram adicionados 500 mL de agua destilada a
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cada amostra. O mesmo procedimento foi aplicado as folhas secas. Apds a coleta manual
de OEs, os restos de agua foram removidos com sulfato de sddio anidro, que foi seguido de
filtracdo. OE-DL e OE-FL foram armazenados em frascos ambar e mantidos em geladeira
a 4°C ate a analise.

3.3. Espatulenol

O espatulenol (>98% de pureza) foi adquirido da BioCrick® Science Solution.
Especialista em marco de 2021.
3.4. Identificacdo quimica dos constituintes (OE-DL e OE-FL)

O OE-DL e OE-FL foram dissolvidos em éter etilico e analisados por cromatografia-
deteccdo de ionizacdo de chama (CG-FID) e cromatografia gasosa — massa espectrometria
(GC-MS) com o uso de Shimadzu QP5000 Plus e GCMS2010 Plus (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japdo). A temperatura da coluna em CG-FID foi programada para
subir de 60 a 240°C a 3°C/min e foi mantido a 240°C por 5 min; o gas de arraste foi H, na
taxa de fluxo de 1,0 mL/min. O equipamento foi configurado para operar no modo de
injecdo; o volume de injecdo foi de 0,1 pL (taxa de divisdo de 1:10), enquanto as
temperaturas do injetor e do detector foram de 240 e 280°C, respectivamente.

Relativo as concentracdes dos componentes, foram obtidas normalizando as areas
dos picos (%). Relativo as areas consistiram na média de analises triplicadas de CG-FID.
condicbes GC-MS sendo que a identificacdo ja foi relatada anteriormente (Souza et al.,
2021). A identificacdo de volateis dos componentes dos 6leos essenciais (Tabela S1) foi
baseado em seus indices de retencdo em um Rtx-5MS (30 m X 0,25 mm; 0,250 pm) nas
mesmas condic¢Bes de operacBes usadas para CG em relacdo a uma série homologa de n-
alcanos (Cg-Cy). As estruturas eram compativeis com Wiley 7, NIST 08 e FFNSC 1.2 e
sua fragmentacéo nos padrdes foram comparados com dados da literatura (Adams, 2007).

3.5. Ensaio anti-Xanthomonas citri

A bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri isolado 12, sensivel a cobre; X.
citri isolado 1733, tolerante ao cobre e X. citri isolado 1647, resistente a cobre) foi
cultivada em Nutrient Agar (NA) ou Nutrient Broth (NB) e incubada a 28°C por 72 horas.
Todas as cepas foram fornecidas pelo Fundo de Protecdo Citrus (FUNDECITRUS) em
Araraquara, SP, Brasil, pelo pesquisador Franklin Behlau, Ph. D.

A Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) foi a menor concentracdo de 6leos que foi
capaz de inibir o crescimento da bactéria. Foi determinado usar o caldo e o método de
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microdiluicdo em placas de cultura de 96 pocos. A metodologia recomendada por lantas e
outros (2021) foi seguido com algumas modificagdes. As amostras foram primeiro
dissolvidas em 5% DMSO e depois diluidas em NB para atingir concentracdes que
variaram de 0,98 a 2.000 pg/mL. Os inoculos foram ajustados para produzir a
concentragéo celular final de 5 x 105 UFC/mL. A estreptomicina foi usada como controle
positivo em concentragdes variando de 0,0115 a 5,9 pg/mL. As placas foram incubadas em
Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) a 28°C por 72 h. Ap0s incubacdo, 30 uL de
solucdo aquosa de resazurina a 0,02%, foi utilizada como revelador, foi colocado em cada
poco. As placas foram incubadas novamente a 28°C por 12 h. Os pogos que se tornaram
rosa exibiram crescimento bacteriano, enquanto aqueles que permaneceram azuis
mostraram que houve inibicdo. Trés experimentos independentes foram realizados em
triplicata.
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6. Anexos

Tabela S1. Constituintes volateis de 6leos essenciais de S. molle frescos (OE-FL) e secos
(OE-DL).

COMPOSTO AR% AR% Rlexp Rl
(OE-DL) (OE-
FL)

a- tujeno 2.3 2.5 930 928
- Pineno 2.2 3.0 973 972
Linalol 15 2.0 1096 1098
Nopinona 2.0 2.0 1140 1137
trans-Pinocarveol 5.0 51 1142 1140
trans-Verbenol 4.0 4.2 1145 1144
Pinocarvona 2.8 3.0 1161 1160
p-cimen-8-ol 3.5 3.9 1179 1179
Mirtenal 4.8 5.0 1192 1193
verbenona 3.0 41 1205 1197
[3- cariofileno 15.6 13.3 1419 1419
y- Cadineno 2.3 2.2 1523 1524
Espatulenol 20.8 16.0 1578 1576
oxido de 10.0 9.8 1583 1581
cariofileno
Globulol 0.9 0.8 1590 1583
Viridiflorol 15 45 1592 1592
1, 10-di-epi- 3.1 3.0 1613 1613
cubenol
Cubenol 7.0 6.5 1643 1642
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a- Cadinol 4.2 5.1 1654 1653
Khusinol 1.0 1.2 1674 1674
Total 97.5 97.2

RT = Tempo de retencdo; Rlexp = Indice de retencéo relativo a n-alcanos (Cg—Cso) Na
coluna Rtx-5MS; RIlit = indice de retencdo de Kovats (valores encontrados na literatura
- Adams 2007). %6RA = Abundancia relativa. Numeros em negrito significam que os
constituintes volateis foram considerados constituintes principais dos 6leos essenciais.

Tabela S2. Atividade anti-Xanthomonas citri de 6leos essenciais de folhas frescas e secas

de S. molle e do espatulenol sesquiterpénico. Os valores MIC séo expressos em pg/mL.

Bacteria OE-DL OE-FL Espatulenol | Estreptomicina
*

X. citri 1647 31.25 62.5 100 0.0461
(resistente para

cobre)

X. citri 1733 31.25 62.5 100 0.3688
(tolerante para

cobre)

X. citri 12 31.25 62.5 100 0.0922

(sensivel para o

cobre)

*Controle positivo
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CAPITULO II
Composicdo quimica e atividades antileishmania e anticandidal de 6leos

essenciais da casca de Cinnamomum cassia, folhas secas de Schinus molle

e suas misturas

SILVA, ATERNOSKAIRES S. R, Cassia C. Fernandes e Mayker L. D. Miranda

(Normas de acordo com a revista Journal of Essential Oil Bearing Plants)
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Resumo

No presente estudo, descrevemos a composi¢do quimica, atividades antileishmania e
anticandidal de 6leos essenciais destilados de folhas secas de Schinus molle (OE-SM),
casca de ramos de Cinnamomum cassia (OE-CC) e suas misturas contra as formas
promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis e as diferentes espécies de cepas
de Candida, respectivamente. Para isso, destilamos os o0leos por hidrodestilacéo,
identificamos seus componentes por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas e cromatografia gasosa com deteccdo por ionizagdo de chama. Os constituintes
majoritarios de OE-SM foram espatulenol (20,8%), B-cariofileno (15,6%) e oxido de
cariofileno (10,0%). OE-CC revelou altas concentracdes de cinamaldeido (60,1%), acetato
de cinamila (20,9%) e &cido metoxicindmico (10,5%). OE-SM (IC50 = 21,45 pg/mL) e
OE-CC (IC50 = 23,27 pg/mL) foram ativos contra L. amazonensis. As trés misturas
preparadas exibiram altissima atividade leishmanicida com valores de IC50 entre 3,12 e
7,04 pg/mL. OE-SM, OE-CC e os blends também demonstraram serem fortes agentes
antifangicos contra novas cepas de Candida. Os valores de Concentracdo Inibitoria
Minima (MIC) ficaram entre 31,25-250 pg/mL. Em suma, concluimos que OE-SM, OE-
CC e suas misturas sdo ativas e podem ser considerados fortes candidatos para

participarem da formulacdo de medicamentos com acao antileishmanicida e antifngica.

Palavras-chave: ativos naturais; aroeira; especiarias; Leishmania (Leishmania)

amazonensis; candidiase.
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Abstract

In this present study, we describe the chemical composition, antileishmanial and
anticandidal activities of essential oils distilled from Schinus molle dried leaves (EO-SM),
Cinnamomum cassia bark of branches (EO-CC) and its blends against the forms
promastigotes of Leishmania (Leishmania) amazonensis and the different species of
Candida strains, respectively. For this, we distilled the oil by hydrodistillation, identified
its components by gas chromatography coupled to mass spectrometry and gas
chromatography with flame ionization detection. Os constituintes majoritarios de EO-SM
foram spathulenol (20.8%), B-caryophyllene (15.6%) e caryophyllene oxide (10.0%). EO-
CC revelou altas concentracdes de cinnamaldehyde (60.1%), cinnamyl acetate (20.9%) e
methoxycinnamic acid (10.5%). EO-SM (ICsp = 21.45 pg/mL) e EO-CC (ICsp = 23.27
pg/mL) foram ativos contra L. amazonensis. Os trés blends preparados exibiram altissima
atividade leishmanicida com valores de ICsg entre 3.12 e 7.04 pg/mL. EO-SM, EO-CC e 0s
blends também mostraram ser fortes agentes antifingicos contra nove cepas de Candida.
Os valores de Concentragdo Inibitoria Minima (MIC) estiveram entre 31.25-250 pg/mL. In
short, we conclude that EO-SM, EO-CC and its blends are active and podem ser
considerados fortes candidatos para participarem da formulacdo de medicamentos com

acao antileishmanicida e antifingica.

Keywords: ativos naturais; aroeira; especiarias; Leishmania (Leishmania) amazonensis;

candidiase.
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1. Introducgéo

A canela é uma das especiarias mais conhecidas do mundo e sua utilizacdo € datada
de 2.500 anos a.C. pelos chineses. O género Cinnamomum possui origem da Indonésia e

»! Desde a antiguidade era considerada uma mercadoria preciosa,

significa “madeira doce
0s egipcios, por exemplo, a empregavam no embalsamento, junto com outros condimentos.
A casca do caule seca de plantas desse género € considerada como produto principal e as
quatro espécies de maior importadncia no comércio internacional sdo: canela do Ceildo
(Cinnamomum verum Presl, sin. C. zeylanicum Bl.); canela de Saigon (C. loureirii Nees);
cassia ou canela da China (C. cassia Presl.) e canela ou céssia da Indonésia ou de Padang
(C. burmannii (C.G. e Th.Nees) BI.)%.

O género Cinnamomum pertence a familia Lauraceae e compreende cerca de 250
espécies®. Esse grande nlimero de espécies oferece abundantes matérias — primas, uma vez
que as especiarias e plantas dessa familia possuem importantes atividades biolégicas®. E
uma arvore perene que atinge de 8 a 9 metros de altura. A canela é obtida do tronco da
arvore, seus galhos secos sdo separados de suas cascas que possuem uma cor marrom
avermelhada e intenso perfume®. Espécie rica em 6leos essenciais (OEs) e a parte mais
utilizada para extracdo dos 0Oleos € a parte interna do tronco, a casca seca, proveniente do
caule principal e de ramificacGes deste. Os constituintes quimicos mais importantes do
OEs da casca da canela sdo o E-cinamaldeido, 4cido cinamico e E-eugenol?.

Apesar dos trés constituintes anteriores serem conhecidos pelas atividades biolégicas
que possuem, 0 Oleo essencial de canela € amplamente comercializado e possui varias
propriedades farmacoldgicas, como anti-inflamatéria, antitermitica, nematocida, larvicida,
inseticida, antimicética e anticancerigena. Especificamente, a C. cassia também é
tradicionalmente usada como pé dental e para tratar dores de dente, problemas dentarios,
microbiota oral e mau halito.

Outra espécie alvo desse estudo é a Schinus molle L., pertencente a familia
Anacardiaceae e popularmente conhecida como aroeira branca ou aroeira brava®. Estudos
farmacologicos realizados com extratos dessa planta tém revelado sua importancia
terapéutica devido a seus efeitos antitumoral, antifingico, anti-infamatério e analgésico. O
6leo essencial de aroeira apresenta composi¢do quimica complexa, sendo constituido
principalmente por hidrocarbonetos monoterpenos e sesquiterpenos. Estudos fitoquimicos
com S. molle ja levaram ao isolamento de algumas classes de compostos entre eles,

taninos, alcaloides, terpenos, além de resinas e 6leos essenciais"”.
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Com base nas fortes atividades bioldgicas descritas na literatura para os OEs de C.
cassia e S. molle, esse estudo prop&e pela primeira vez o preparo de blends entre esses dois
0leos. Os blends de dleos essenciais visam potencializar diversas atividades biologicas, e
um estudo encontrado na literatura reforca que combinacbes de compostos sdo mais
desejaveis porque o espectro bioldgico de algumas misturas binarias é aumentado. Nesse
sentido, os objetivos especificos desse estudo foram: avaliar as atividades leishmanicida e
antifangica in vitro dos OEs das folhas secas de S. molle, da casca do caule da C. cassia e
de seus blends em trés diferentes concentracbes (v/v) (1); e por fim determinar as
composig¢des quimicas dos OEs por GC/MS e CG/FID (2).

2. Materiais e Metodos
2.1. Material vegetal

As folhas de Schinus molle foram coletadas em Rio Verde, cidade do estado de Goias
(GO), Brasil. Onde foram identificadas pelo bidlogo Aternoskaires Simon Rodrigues da
Silva e um exemplar voucher de S. molle (HJ5028SM) foi depositado no Herbéario
Jataiense Professor Germano Guarim Neto. Em seguida, foram levados ao Laboratério de
Quimica de Produtos Naturais do IF Goiano — Campus Rio Verde, localizado em Rio
Verde, GO. As folhas (500 g) foram entéo pesadas e desidratadas em estufa com circulacéo
de ar a 40 °C por 24 horas.

2.2. Processamento Vegetal e Extracéo do Oleo Essencial

Amostras de folhas secas de S. molle foram submetidas a hidrodestilagdo em
aparelho tipo Clevenger por 3 horas. Para a realizacdo da analise foram adicionadas
amostras de 500 g e 3.000 mL de agua destilada. Apds a coleta manual das amostras de
6leo essencial, os vestigios de dgua remanescente nos 6leos foram removidos com sulfato
de sodio anidro, seguido de filtracdo. O 6leo isolado foi armazenado sob refrigeracdo até a
analise e teste. O Oleo essencial da casca de C. cassia foi adquirido da doTERRA® em
maio de 2023.

2.3. Preparacéo dos Blends
A preparacédo dos blends foi feita da seguinte maneira (v/v): blend 1 (75% de OE-SM

+ 25% de OE-CC); blend 2 (50% de OE-SM + 50% de OE-CC) e blend 3 (25% de OE-SM
+ 75% de OE-CC).
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2.4. Analises de composicéo de 6leo por GC/FID e GC/MS

Os 06leos essenciais foram dissolvidos em éter etilico e analisados por cromatografia
gasosa-detector de ionizacdo de chama (CG / FID) e cromatografia gasosa-espectrometria
de massa (GC / MS) usando os sistemas Shimadzu QP5000 Plus e GCMS2010 Plus
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo). A temperatura da coluna no CG/FID foi
programada para subir de 60 a 240°C a 3°C/min e foi mantida a 240°C durante 5 min; o
gas de arraste foi H, a uma vazdo de 1,0 mL/min. O equipamento foi configurado para
operar no modo injecdo; o volume de injecdo da solucéo de 6leo foi de 0,1 pL (proporcao
de divisdo de 1:10) e as temperaturas do injetor e do detector foram de 240 e 280°C,
respectivamente. As porcentagens de compostos foram calculadas pelo método de
normalizacdo de area, considerando fatores de resposta. A autenticacdo dos compostos
presentes no 6leo essencial também foi determinada pelas amostras padrdo adquiridas da
Sigma Aldrich (Alemanha). As &reas relativas consistiram na média de analises CG/FID
em triplicado. As condi¢des de GC/MS e a identificacdo dos Oleos essenciais foram
relatadas anteriormente®. A identificacdo dos componentes voléteis (Tabela 1) foi baseada
em seus indices de retencdo em uma coluna capilar Rtx-5MS (30 m X 0,25 mm; 0,250 pum)
sob as mesmas condi¢des operacionais usadas para CG em relagdo a uma série homdloga
de n-alcanos (Cg-Cy). As estruturas foram comparadas por computador com Wiley 7,
NIST 08 e FFNSC 1.2, e seus padrbes de fragmentacdo foram comparados com dados da
literatura’. A concentracdo dos compostos identificados foi calculada diretamente a partir

das éareas dos picos e expressa em percentagem.

2.5. Ensaio Antileishmania

O OE-SM, OE-CC e os blends 1, 2 e 3 foram avaliados frente as formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), com base na metodologia
descrita por Oliveira et al., (2023) 8. Para tanto, as formas promastigotas mantidas em meio
RPMI 1640 suplementado com 10% de FBS e 1% de antibiotico (Penicilina 10.000 Ul/mL
e Estreptomicina 10.000 mg/mL) (Cultilab) foram transferidas para uma placa de 96 pocos
(1 x 10°% contendo Meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado e incubado com diferentes
concentragdes do extrato (6,25 a 200 pg/mL) ou compostos isolados (1,56 a 50 uM)
previamente solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO). As culturas foram incubadas em
estufa de Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) a 24 °C durante 24 h e a atividade
leishmanicida foi determinada pela contagem do nimero total de promastigotas vivas em

camara de Neubauer, considerando a motilidade flagelar ao microscépio dptico. Como
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controle negativo, as formas promastigotas foram mantidas em meio RPMI 1640 contendo
0,1% de DMSO e como controle positivo, as formas promastigotas foram incubadas com

Anfotericina B na concentragdo de 0,0027 a 1,56 uM.

2.6. Ensaio Anticandidato

As cepas de referéncia das espécies de Candida, nomeadamente C. albicans ATCC
90028, C. glabrata ATCC 2001, C. krusei ATCC 6258, C. metapsilosis ATCC 96143, C.
orthopsilosis ATCC 96141, C. parapsilosis ATCC 22019, C. parapsilosis ATCC 90018,
C. parapsilosis ATCC 90018, C. rugosa ATCC 10571 e C. tropicalis ATCC 13903 foram
utilizadas para avaliar a atividade anti-Candidal dos 6leos. As cepas foram mantidas a -
80°C em &gua destilada estéril e 50% de glicerol e subcultivadas em agar Sabouraud
dextrose (SDA, Difco, Detroit, MI) e meio CHROMagar Candida (Becton Dickinson and
Company, Sparks, MD) a 37°C por 24 horas para garantir pureza e viabilidade. Os ensaios
de suscetibilidade antifungica in vitro foram realizados pelo método de microdiluicdo em
caldo de acordo com o protocolo M27-S4 do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2012)°. Foram utilizadas placas de microtitulagdo estéreis de 96 pocos (Corning
Inc., NY, EUA). O tamanho final do inéculo foi de 2,5 x 10° células/mL. Foram utilizadas
anfotericina B (AMB) e OE-SM, OE-CC e blendas variando de 0,03 a 16 pg/mL e 3,90 a
2.000 pg/mL, respectivamente. AMB e Oleos essenciais foram solubilizados em
dimetilsulféxido (DMSO, 2%) e diluidos em meio RPMI 1640 (Sigma) com 0,2% de
glicose. As cepas de C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258 e AMB foram
incluidas como controles de qualidade (CLSI, 2012)°. A concentracdo inibitoria minima
(CIM) foi determinada pelo indicador fluorométrico resazurina a 0,01% (p/v)'°. A CIM foi
definida como a menor concentragdo de antifingicos/éleos essenciais que manteve a
tonalidade azul. Os pocos nos quais ocorreu o crescimento de microrganismos ficaram
rosados.

3. Resultados e discusséo
3.1. Composicéo do oOleo essencial

Pela hidrodestilacdo das folhas secas de S. molle, o déleo essencial bruto de cor
amarelada clara rendeu 1,5%, semelhante ao ja relatado na literatura para o Oleo desta
espécie™. O 6leo essencial das folhas secas de S. molle foi obtido e analisado por CG/FID
e GC/MS para determinar sua composi¢do. Vinte compostos foram identificados (Tabela

1). Os principais constituintes foram espatulenol (20,8%), B-cariofileno (15,6%) e 6xido de
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cariofileno (10,0%). Espatulenol, B-cariofileno e 6xido de cariofileno totalizaram 46,4% da
composi¢do quimica do 6leo essencial das folhas secas de S. molle.

A composi¢do quimica aqui obtida ndo foi muito semelhante as composicGes
descritas na literatura'’. Por exemplo, é relatado que, independentemente da estacio do
ano, os principais constituintes do Oleo essencial das folhas de S. molle sdo o
biciclogermacreno e o sabineno™. Em outro estudo, houve elevada concentragdo dos
constituintes o-pineno, B-pineno e mirceno superior a 55% da composicdo do 6leo*?,
diferente do presente estudo em que o constituinte com maior concentracdo foi o
espatulenol (20,8%). Outro 6leo obtido das folhas de S. molle coletadas no municipio de
Caxias do Sul, Brasil, também revelou composi¢do quimica muito diferente da mesma
espécie encontrada em outros estados brasileiros*®. Nesse Gltimo estudo, a concentrago de
a-pineno foi maior que 60%13. Outro manuscrito também relata diferencas quanto aos
constituintes volateis de OE-SM como, por exemplo, a presenga de a-felandreno (25,9%)
que agora é o constituinte majoritario™*. Segundo a literatura, as diferencas na composicao
quimica dos 6leos essenciais em uma mesma espécie botanica provavelmente se devem a
interferéncia do ciclo vegetativo e de fatores ambientais’™®. O OE-CC foi obtido
comercialmente, 15 mL foram comprados diretamente da empresa fornecedora
doTERRA®. Apds andlises quimicas comprovou-se que o OE-CC estd de acordo com o
prometido pela empresa em seu site oficial. Os constituintes majoritarios identificados em
OE-CC (comercial) foram: cinamaldeido (60,1%), acetato de cinamila (20,9%) e acido
metoxicinamico (10,5%) - Tabela 2. Em busca na literatura para encontrar uma
composi¢do quimica semelhante para OE-CC, encontramos a descrita por Chahbi et al.,
(2020) *°.

3.2. Atividade Antileishmania

A atividade antileishmania do OE-SM, OE-CC e trés blends foram testados para
verificar sua atividade in vitro contra as formas promastigotas de Leishmania (Leishmania)

amazonensis (Tabela 3).

Os valores de ICsq da atividade leishmanicida devem ser interpretados da seguinte
forma: ICsp < 10 pg/mL sdo considerados altamente ativos; ICsp > 10 < 50 ug/mL estdo
ativos; 1Csp > 50 < 100 ug/mL sdo moderadamente ativos; e ICso > 100 pg/mL sdo

inativos®’.

Seguindo estas categorias, pode-se afirmar que OE-SM (ICso = 21,45 pug/mL) e OE-

CC (ICsp = 23,27 pug/mL) séo 6leos ativos contra L. amazonensis. Todos os trés blends sdo
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altamente ativos: blend 1 (ICsp = 7,04 pg/mL), blend 2 (ICsp = 3,12 pug/mL) e blend 3 (ICs
= 4,17 pg/mL). Esses resultados sdo importantes quando comparados ao controle positivo

utilizado, a anfotericina B (ICs < 3,12 pg/mL).

Alguns trabalhos ja descritos na literatura reforcam o potencial leishmanicida de S.
molle. O primeiro estudo mostrou que os extratos aquosos e diclorometanico apresentaram
ICso = 50 pg/mL contra promastigotas e amastigotas intracelulares de L. amazonensis'®.
Foi relatado que seu 6leo essencial possui propriedades antimicrobianas, antifungicas, anti-
inflamatérias, antiespasmddicas, antipiréticas, antitumorais e cicatrizantes'®. Apesar de
varias atividades bioldgicas ja terem sido descritas anteriormente para OE-SM, é notavel
que as atividades relatadas nesse estudo sdo inéditas na literatura. A boa atividade
leishmanicida do OE-SM (ICsy = 21,45 pg/mL) pode ser devida a presenca de seus

IZO

constituintes majoritarios espatulenol®, éxido de cariofileno® e B-cariofileno®™ uma vez

que estes sesquiterpenos ja se mostraram ativos contra L. amazonensis.

O OE-CC (ICsp = 23,27 pg/mL) também mostrou ser ativo contra as formas
promastigotas de L. amazonensis. Extratos e 6leos essenciais de C. cassia mostraram
anteriormente serem ativos contra diferentes espécies de Leishmania. Pode — se citar o
estudo recente que descreve a excelente atividade do extrato diclorometanico da casca de
C. cassia contra L. donovani (ICso = 33,60 pg/mL) ?2. O OE-CC extraido das espécies do
Vietnd demonstrou ser altamente ativo contra L. mexicana (ICsp = 8,49 pg/mL)?. Esses
dois achados na literatura possuem valores de 1Cso maiores que 0s encontrados no presente
estudo. Aléem disso, a alta atividade leishmanicida de OE-CC contra L. amazonensis pode
ser justificada pela alta concentracdo do constituinte cinamaldeido (60,1%, Tabela 1) e a
literatura atual reforca essa proposicao®.

Um mecanismo de acdo provavel sugere que os constituintes dos 6leos essenciais por
possuirem caréater lipofilico e consigam atravessar a membrana plasmatica da célula do
parasita, interferindo em sua composicao intracelular. Essa permeabilidade da membrana

pelo 6leo essencial provoca dessa forma a morte da célula®.

3.3. Atividade anticandidal

O OE-SM, OE-CC e os trés blends demonstraram boa atividade antifingica quando
avaliados contra nove cepas de Candida pelo ensaio de Concentragcdo Inibitoria Minima
(MIC). O OE-SM foi altamente ativo contra todas as cepas testadas com valores de MIC
entre 31,25 e 125 pg/mL (Tabela 4). O OE-CC também revelou atividade anticandidata
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satisfatoria e seus valores de MIC estavam entre 62,5 e 250 ug/mL (Tabela 4). As blendas

1 (7,04 pg/mL), 2 (3,12 pg/mL) e 3 (4,17 pg/mL) revelaram ser ainda mais ativas.

Em geral, quando os valores de CIM sdo iguais ou inferiores a 500 pg/mL os
produtos naturais sdo considerados potentes inibidores da atividade microbiana®. Assim, o
OE-SM, e 0 OE-CC e seus blends podem ser considerados um produto natural promissor
para ensaios clinicos para comprovacdo e estabelecimento de protocolos para seu uso
futuro no tratamento da doenca candidiase. Um estudo de produtos naturais contra fungos
de espécies de Candida com CIM < 1000 pg/mL é considerado relevante?’. Por outro lado,
amostras cuja CIM < 250 pg/mL representam atividade antifingica de grande interesse,

pois podem tornar-se alvos na terapia contra diferentes espécies de Candida spp®’.

Essa pronunciada atividade antifingica de OE-SM, OE-CC e dos trés blends pode
estar diretamente relacionada a concentracdo de seus constituintes majoritarios. Sugere-se,
por exemplo, que o espatulenol por possuir atividade antifingica conhecida seja um grande
responsavel pela atividade anticandidal observada para OE-SM?*, Presente em OE-CC
cita-se o cinamaldeido que possui sua acdo antiflngica altamente explorada contra
diferentes alvos fangicos, incluindo as cepas de Candida®. Por fim, os blends altamente
ativos reforcam a proposta de que propriedades sinérgicas® tendem a potencializar
beneficamente a acdo biologica de produtos naturais tornando — os ainda mais atrativos no
campo farmacologico.

4. Concluséao

O presente estudo trouxe como novidade os promissores resultados tanto em valores
de ICso para atividade contra L. amazonensis quanto em valores de MIC para atividade
antifungica contra varias cepas de Candida. Reforca-se que o preparo dos blends e suas
atividades antileishmanial e anticandidal estdo sendo descritos pela primeira vez.
Resumidamente, outros ensaios in vivo sdo necessarios para confirmar os potenciais
leishmanicida e antifungico de OE-SM, OE-CC e de seus trés blends bem como os

mecanismos de acao desses produtos naturais.
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6. Anexos

Tabela 1. Constituintes quimicos do dleo essencial de folhas secas de S. molle (OE-SM).

Compostos RA% Rlexp Rl
(OE-SM)

a-Tujeno 2.3 930 928
B-Pineno 2.2 973 972
Linalol 15 1096 1098
Nopinona 2.0 1140 1137
trans-Pinocarveol 5.0 1142 1140
trans-Verbenol 4.0 1145 1144
Pinocarvona 2.8 1161 1160
p-Cimen-8-ol 3.5 1179 1179
Mirtenal 4.8 1192 1193
Verbenona 3.0 1205 1197
B-cariofileno 15.6 1419 1419
v-Cadineno 2.3 1523 1524
Espatulenol 20.8 1578 1576
Oxido de cariofileno 10.0 1583 1581
Globulol 0.9 1590 1583
Viridiflorol 15 1592 1592
1, 10-di-epi-cubenol 3.1 1613 1613
Cubenol 7.0 1643 1642
a-Cadinol 4.2 1654 1653
Khusinol 1.0 1674 1674
Total 97.5

Rlexp: indice de retencéo determinado em relagfo aos n-alcanos (Cg—Cyo) na coluna Rtx-5MS; Rlyi:: Indice de
retencdo da literatura’; RA%: &rea relativa (4rea do pico relativa & é&rea total do pico no cromatograma
GCI/FID).



Tablela 2. Constituintes quimicos do dleo essencial da casca de C.

cassia (OE-CC).

Compostos RA% Rlexp Rl
(OE-SM)

Benzaldeido 8.5 980 982

Cinamaldeido 60.1 1189 1189

acido cis-2-metoxicinamico 10.5 1546 1546

Acetato de cinamila 20.9 1588 1589

Total 100

Rlexp: indice de retencfo determinado em relag&o aos n-alcanos (Cg—Cyo) na coluna Rtx-5MS; Rly;:: Indice de
retencdo da literatura’; RA%: area relativa (area do pico relativa & area total do pico no cromatograma

GC/FID).

Tablela 3. Atividade leishmanicida de OE-SM, OE-CC, blend 1, blend 2 e blend 3 contra
formas promastigotas de L. (L.) amazonensis apds 24 horas de incubacéo.

Controle Positivo: Anfotericina B (ICso < 3.12 pg/mL).

OE-SM: 6leo essencial das folhas secas de S. molle; OE-CC: 6leo essencial da casca de C. cassia

% de inibi¢do da motilidade flagelar £ D.P. (24 Horas)

Amostras 100 50 25 12,5 6,25 3,12 ICso (g/mL)
OE-SM 100.00+0 91.92+451 | 55.56+4.17 | 24.49+6.51 | 3.54+551 00 21.45
OE-CC 100.00+0 100.00+0 | 93.44+4.62 0£0 0£0 00 23.27
Blend 1 (75%
100.00+0 83.84+1.33 | 80.23+1.14 | 56.46+2.47 | 49.87+1.24 | 32.70+2.47 7.04
OE-SM + 25% OE-CC)
Blend 2 (50%
100.000 90.68+1.33 | 80.04+2.09 | 74.90+0.19 | 57.98+1.71 | 55.51+2.19 312
OE-SM +50% OE-CC)
Blend 3 (25%
99.49+0.11 | 99.68+0.11 | 74.40£0.11 | 66.29+0.48 | 58.75+2.47 | 47.53%0.76 4.17
OE-SM + 75% OE-CC)
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Tablela 4. Valores de concentragdo inibitéria minima (ug/mL) contra espécies de Candida

Espécies de Candida (MIC = pg/mL)

C. C. C.

Amostras C. albicans C. C. C. C. tropicalis | rugosa | metapsilosis | parapsilosis
ATCC glabrata C.krusei | orthopsilosis | parapsilosis | ATCC ATCC ATCC ATCC
90028 ATCC 2001 | ATCC 6258 | ATCC 96141 | ATCC 22019 | 13903 10571 96143 90018
OE-SM 62.5 62.5 31.25 31.25 625 125 62.5 125 62.5
OE-CC 125 625 125 125 125 250 250 250 125
Blend 1 31.2 100 100

62.5 625 100 31.25 100 100 5
Blend 2 100 125 125 125 625 31.25 125 125 62.5
Blend 3 100 625 62.5 250 250 200 200 125 250
11 *

Anfotericina B 1.00 0.25 0.25 0.50 1.00 0.35 0.25 0.25 1.00

*Controle positivo; OE-SM: éleo essencial das folhas secas de S. molle; OE-CC: dleo essencial da casca de
C. cassia; Blend 1 (75% OE-SM + 25% OE-CC); Blend 2 (50% OE-SM +50% OE-CC); Blend 3 (25% OE-
SM + 75% OE-CC).

67



5. Considerac0es Finais

Os Oleos essenciais das folhas frescas e secas de Schinus molle foram
comparados, identificados e testados, demonstrando elevada atividade contra as cepas da
bactéria Xanthomonas citri, agente causador da doenca do cancro citrico. E dentre os
estudos realizados, foram identificados trés constituintes principais, o espatulenol, o -
cariofileno e o dxido de cariofileno. O OE das folhas secas de S. molle foi muito mais ativo
do que o OE das folhas frescas e o espatulenol. Sendo que essa alta atividade do OE das
folhas secas pode ser devido principalmente ao aumento nas concentracdes de espatulenol,
B-cariofileno e éxido de cariofileno ap6s a secagem do material vegetal. Este fato reforca a

existéncia de potencial sinérgico entre todos esses constituintes quimicos.

Posteriormente foi realizado misturas dos OEs de S. molle e de Cinnamomum
cassia, onde testaram — se 0s blends contra varias cepas de Candida e Leishmania, a qual
obtiveram — se resultados promissores tanto em valores de ICsg para atividade contra L.
amazonensis quanto em valores de MIC para atividade antifungica contra as cepas de
Candida.

Ressalta — se, portanto, que os 6leos essenciais de S. molle e de C. cassia sdo
promissores no controle do cancro citrico, da candidiase e da leishmaniose e quando se
trata de misturas entre esses dois 6leos, 0s mesmos apresentam elevado sinergismo, tendo
potencial eficiente no controle dos patégenos causadores das doencas destacadas acima.

Alcancando relevancia renomada em sua area de estudo.

Entretanto, outros estudos in vivo serdo necessarios para conferir a potencialidade
desses produtos e serdo necessarias novas pesquisas para conhecer 0s seus mecanismos de
acao, justificando que estes estudos sdo promissores e estdo sendo descritos pela primeira

vez na literatura.
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