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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo determinar a composicao quimica do 6leo essencial
de Guarea kunthiana A Juss pelo método de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM), avaliar a atividade antimicrobiana deste 6leo frente
a diferentes bactérias Gram-positivas e Gram- negativas e uma levedura: Escherichia
coli, Salmonella entérica subsp. entérica, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
epidermidis, Bacillus subtillis e Candida albicans. Avaliar a atividade antimicrobiana
do 6leo essencial e dos extratos aquoso, acetato de etila e alcodlico frente a diferentes
sorotipos de Salmonella de origem avicola: Enteritidis, Infantis, Typhimurium,
Heildelberg, Mbandaka, Give, Saintpaul, Orion, Gallinarum e Agona. Determinar a
atividade inseticida do Oleo e dos extratos frente a larvas e adultos de Alphitobius
diaperinus (Panzer 1797) (Coleoptera: Tenebrionidae), e por ultimo avaliar a atividade
antioxidante do 6leo essencial e dos extratos pelo método de captura do radical livre
2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH). As anélises de CG-EM resultaram na identificacéo
de 13 constituintes, representando 96,52% da area relativa total do 6leo essencial. Os
principais compostos identificados foram a-Zingibereno (34,48%), B-Sesquifelandreno
(22,90%) e o-Curcumeno (16,17%). Em relacdo a atividade antimicrobiana o 6leo
essencial foi efetivo frente a todos os micro-organismos testados exceto para as
bactérias E.coli e K. pneumoniae, as quais se apresentaram resistentes a acao do odleo.
Para os sorotipos de Salmonella avaliados, o 0leo essencial exerceu maior atividade
frente aos sorotipos Infantis, Typhimurium e Give, com valores de CIM e CBM de 54,6
pg/mL para ambos, para os demais sorotipos testados a acdo do 6leo foi classificada

como moderada, fraca e inativa. Em relacdo aos extratos todos os sorotipos testados



foram suscetiveis ao extrato de acetato de etila, seguido do extrato alcodlico, o extrato
aquoso ndo apresentou atividade antimicrobiana. Os resultados referentes a atividade
inseticida do 6leo essencial revelaram que este exerceu melhor atividade frente as larvas
na concentragdo de 200 mg/mL (28%), em relacdo aos adultos a porcentagem de
mortalidade foi baixa (12%) nesta concentracdo. Com os extratos, os melhores
resultados foram encontrados para o extrato alcoodlico na concentragdo de 10%, com
valores de 34 e 44% para larvas e adultos respectivamente. Os valores de atividade
antioxidante revelaram que ndo houve diferengas significativas entre o antioxidante
sintético butil-hidroxi-tolueno (BHT), o 6leo essencial e o extrato alcodlico, revelando
que tanto o 6leo essencial quanto extrato alcodlico de G. kunthiana demonstraram

elevada capacidade antioxidante.

Palavras chave: Ac¢do antimicrobiana, Guarea kunthiana, extratos vegetais, Oleo
essencial Salmonella spp., cascudinho dos aviarios.
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ABSTRACT

The present study aimed to determine the chemical composition of the essential oil of
Guarea kunthiana A Juss by the method of gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS), evaluate the antimicrobial activity of this oil against different
Gram positive and Gram negative bacteria, and yeast: Escherichia coli, Salmonella
entérica subsp. entérica, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
epidermidis, Bacillus subtillis e Candida albicans. Evaluate the antimicrobial activity
of essential oil and aqueous extracts, ethyl acetate and alcohol against different
serotypes of Salmonella in poultry origin: Enteritidis, Infantis, Typhimurium,
Heildelberg, Mbandaka, Give, Saintpaul, Orion, Gallinarum e Agona. Determine the
insecticidal activity of the oil and extracts against larvae and adults of Alphitobius
diaperinus (Panzer 1797) (Coleoptera: Tenebrionidae), and finally evaluate the
antioxidant activity of essential oil and extracts by the capture of the hydrazyl free
radical 2,2-diphenyl-1-picryl (DPPH). The analyses of GC-MS resulted in the
identification of 13 constituents, representing 96.52% of the total area on the essential
oil. The main compounds identified were a-Zingiberene (34.48%), B-Sesquifelandreno
(22.90%) and a-Curcumene (16.17%). Regarding antimicrobial activity of the essential
oil was effective against all micro-organisms tested except for the bacteria E.coli e K.
pneumoniae, which presented themselves resistant to the action of the oil. For
Salmonella serotypes evaluated, the essential oil had greater activity against serotypes
Infantis, Typhimurium e Give, with values of MIC and MBC of 54,6 pg/mL for both,
for the other serotypes tested the action of the oil was classified as moderate, weak and

inactive. Regarding extracts all serotypes tested were susceptible to the extract of ethyl
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acetate, followed by alcoholic extract, the aqueous extract showed no antimicrobial
activity. The results concerning the insecticidal activity of the essential oil revealed that
it provided better activity against larvae at a concentration of 200 mg / mL (28%)
compared to adults the mortality rate was low (12%) at this concentration. With the
extracts, the best results were found for the alcoholic extract at a concentration of 10%,
with values of 34 and 44% respectively, adults and larvae. The values of antioxidant
activity showed no significant differences between the synthetic antioxidant butylated
hydroxytoluene (BHT), essential oil and alcoholic extract, revealing that both the
essential oil as alcoholic extract of G. kunthiana demonstrated high antioxidant

capacity.

Key-words: Antimicrobial action, Guarea kunthiana, plant extracts, essential oil
Salmonella spp., Darkiling beetles.
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1. Introducéo geral

O rapido crescimento do setor avicola proporcionou uma fonte de proteina
rapidamente disponibilizada e de custo reduzido, mas também aumentou a taxa de
infeccdo das aves (TESSARI et al., 2008). Entre os principais patdgenos veiculados na
avicultura destacam-se os do género Salmonella. Estas bactérias sdo as principais
causadoras de doencas entéricas em aves, e podem provocar perdas na produtividade,
aumento da mortalidade e a contaminacdo de produtos de origem avicola (SANTOS e
TURNES, 2005). A salmonelose € uma zoonose de importancia mundial e uma das
mais complexas em sua epidemiologia e controle (SOUZA et al., 2010).

A extensiva utilizagdo de agentes antimicrobianos para o controle e tratamento
de doencas na producdo animal é provavelmente a principal causa do desenvolvimento
de resisténcia do género Salmonella (SILVA e DUARTE, 2002; SOUZA et al., 2010).
As salmonelas tém assumido grande importancia epidemioldgica devido ao grande
namero de surtos e infeccbes relacionados ao consumo de alimentos contaminados,
sendo os produtos de origem avicola, os principais veiculos de transmissdo (AMSON et
al., 2006; RIBEIRO et al., 2007). Diversos sorotipos estdo associados a infeccdes em
animais e humanos responsaveis por altas taxas de morbidade em todo o mundo e altos
indices de mortalidade, principalmente em paises subdesenvolvidos (SANCHEZ-
VARGAS et al., 2011).

Outro grande problema do cenario avicola é a proliferacdo de insetos que
encontram abrigo nas instalacBes dos aviarios, como Alphitobius diaperinus (Panzer
1797) (Coleoptera: Tenebrionidae) conhecido como “cascudinho dos aviarios”,
considerado uma das principais pragas associadas a avicultura de corte (CHERNAKI-
LEFFER, 2004). As formas larvais e adultas sdo ingeridas pelas aves no lugar da racao,
sendo este fato atribuido a influéncias no desenvolvimento das mesmas, além de serem
responsaveis pela queda na conversdo alimentar das aves (ALVES et al., 2004;
MATIAS, 2005). Além disto, o cascudinho € veiculador de diversos micro-organismos,
e uma vez ingerido pelas aves, pode provocar danos no trato gastrointestinal das
mesmas, e deixa-lo mais vulneravel a entrada de patdgenos (AXTELL e ARENDS,
1990; JAPP et al., 2010).

O controle do cascudinho esta baseado na utilizacdo de inseticidas quimicos de
curto periodo residual, cuja aplicacdo causa uma reducdo populacional temporéria e €

limitada pela presenga constante de animais nos aviarios, aléem da possibilidade de
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selecionarem populagdes de insetos resistentes e causarem a contaminacgdo do ambiente
e das aves, tornando-se também uma barreira comercial para exportacdo de carnes de
aves, uma vez que residuos destes produtos podem permanecer na carcaca (JAPP et al.,
2010).

Devido aos problemas que os inseticidas quimicos podem ocasionar, 0
surgimento de técnicas de manejo ndo poluidoras para o controle de pragas e doencas
que permitam reduzir agdes prejudiciais e levar a uma avicultura produtiva e de menor
impacto ambiental se tornam extremamente relevantes (PINTO-JUNIOR et al., 2010).
No contexto de medidas alternativas, destacam-se o0s 0leos essenciais e extratos
vegetais, uma vez que estes podem apresentar propriedades antimicrobianas e
inseticidas (HUSSAIN et al., 2010; HAMDAN et al., 2013). Além disto, os extratos
vegetais e 0leos essenciais podem apresentar propriedades antioxidantes, o que constitui
uma alternativa de substituicdo aos antioxidantes sintéticos na racdo de frangos, uma
vez que estes primeiros podem causar efeitos de toxicidade (BAMONIRI et al., 2010;
EBRAHIMABADI et al., 2010; FREITAS et al., 2012).

Neste sentido, pesquisas direcionadas a descoberta de produtos alternativos
podem contribuir de forma significativa a fim de diminuir a utilizacdo de produtos
sintéticos para o controle de pragas e doencgas, bem como proporcionar maior beneficio
na alimentacdo de frangos, permitindo assim, a obtencdo de produtos de melhor

qualidade.

2. Revisao Bibliografica
2.1. Guarea kunthiana A. Juss

Guarea kunthiana A. Juss é uma planta nativa do Brasil pertencente a familia
Meliaceae, e encontra-se naturalmente distribuida em todo o territério nacional e em
quase todas as formacOes florestais. E uma arvore de aproximadamente 8 metros de
altura, conhecida popularmente como figo-do-mato, jatuauba, peloteira, jitd e canjambo.
Apresenta ramos glabros, folhas de 16 cm de comprimento com 3-5 pares de foliolos,
peciolo de 16 cm de comprimento, foliolos opostos e curto-peciolados. Os frutos
apresentam capsula glabra, deiscente, de forma e tamanho muito variaveis (LORENZI,
2009).

Pesquisas ja realizadas com os extratos hexanicos e etanolicos obtidos das folhas

indicaram atividade inseticida sobre triatomineos e larvas de Aedes aegypti, j& com o
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extrato hexanico da madeira da raiz de G. kunthiana foi verificado atividade
antiparasitaria frente as formas promastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania
donovani (MESQUITA et al., 2005; COELHO, 2006; LIMA, 2006). Em relacdo a
composicdo quimica, sdo descritos na literatura a presenca de diterpenos e
sesquiterpenos isolados a partir de extratos brutos fracionados obtidos das folhas e um
limondide equadoriano, isolado do extrato diclorometano das folhas (MOOTO et al.,
1991; GARCEZ et al., 2004).

2.2. O género Salmonella

O género Salmonella é composto por bactérias Gram-negativas em forma de
bastonetes, que pertencem a familia Enterobacteriaceae, caracterizadas como anaerobias
facultativas que produzem gés a partir de glicose (exceto S.typhimurium) e sdo capazes
de utilizar o citrato como unica fonte de carbono (Hirsh, 2003). A maioria é movel,
através de flagelos peritriquios, excecdo desta a S. pullorum e a S. gallinarum, que séo
imoveis. O pH étimo para a multiplicacdo das salmonelas fica proximo de 7,0, sendo
que valores superiores a 9,0 e inferiores a 4,0 sdo bactericidas. As salmonelas nédo
toleram concentracGes de sal superiores a 9 %. A temperatura ideal para a multiplicacéo
destas bactérias é 35-37° C, sendo a minima de 5° C e a maxima de 47° C. Porém
valores de maximo e minimo dependem do sorotipo (FRANCO e LANDGRAF, 2004).

A classificacdo do género Salmonella esta atualmente baseada no esquema de
White-Kaufmann-Le Minor e envolve mais de 2500 sorotipos identificados,
relacionados a caracterizacdao de seus antigenos somaticos (O) de parede com natureza
lipopolissacaridea, flagelares (H) de natureza proteica e os capsulares ligados a
viruléncia (Vi). Os antigenos O sdo resistentes ao calor e ao alcool, os antigenos Vi
resistentes ao calor e os antigenos H sdo formados por uma proteina denominada
flagelina, que é termolabel, inativada lentamente pelo alcool e que pode existir tanto na
forma simples (monomérica) ou em duas formas separadas (difésica)
(GUIBOURDENCHE et al., 2010).

As bactérias do género Salmonella, estdo amplamente difundidas na natureza e
podem colonizar uma variedade de animais, como mamiferos, anfibios, répteis, aves e
insetos, causando uma enfermidade denominada salmonelose (BUTAYE et al., 2006;
SOUZA et al.,, 2010). As salmoneloses sdo reconhecidas como causa comum de

doengas transmitidas por alimentos (DTAS) em humanos e representam um grave
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problema de saude publica tanto em paises desenvolvidos quanto subdesenvolvidos
(WHO, 2010). Os alimentos de origem animal sdo os principais veiculos transmissores
de Salmonella spp., especialmente os produtos avicolas (RIBEIRO et al., 2007). Nos
Estados Unidos, sdo registrados anualmente de 800.000 a 4 milhfes de casos de
infeccdo por Salmonella spp., sendo que aproximadamente 580 casos evoluem para
Obito (WHO, 2010).

No Brasil, o sorotipo Enteritidis é o principal causador de surtos alimentares,
responsavel por 43% dos casos relatados (BRASIL, 2011). Kottwitz et al. (2010),
avaliando os surtos de salmonelose ocorridos no periodo de 1999 a 2008 no estado do
Parand, verificaram que o sorovar Enteritidis foi prevalente, encontrado em 87,8% das
cepas isoladas de pacientes e em 80,6% das cepas provenientes de alimentos envolvidos
nos surtos. Almeida et al. (2013) avaliando os surtos alimentares ocorridos no periodo
de 2005 a 2008 no estado do Parana, verificaram que as salmonelas foram um dos
agentes etioldgicos mais frequentes envolvidos em surtos de DTAs.

A salmonelose é uma das principais zoonoses para a salde publica em todo o
mundo, principalmente pela alta morbidade e dificuldade de controle. Além disto, o que
tem preocupado os 6rgdos de vigilancia sanitaria € a emergéncia de cepas resistentes aos
antibidticos de diversas classes (THAKUR et al., 2007; VAZ et al., 2010).

Em consequéncia da ampla distribuicdo de Salmonella spp. no intestino das
aves, desde 1953 sdo empregados agentes antibacterianos, os quais foram incorporados
a racdo animal, devido principalmente ao seus efeitos benéficos e vantajosos no
desenvolvimento ponderal das aves. Esta pratica consolidou-se, e estes antimicrobianos
passaram a ser chamados de promotores de crescimento, devido ao fato de reduzirem a
morbidade e a mortalidade causadas por doencas clinicas e subclinicas e melhorarem o
desempenho animal e a conversdao alimentar, favorecendo assim o0 crescimento
(BUTAYE et al., 2003). Porém, o amplo uso destes agentes tem sido alvo de restricGes
na Unido Européia a qual a partir de 2006, proibiu a utilizacdo destes promotores de
crescimento na ragdo animal, principalmente pelo fato de que residuos destes
antibidticos poderiam permanecer na carne, e assim serem transmitidos ao consumidor
final (FUKAYAMA et al., 2005). Desta forma, tais regulamentacfes tém forcado a
busca de alternativas que garantam o0 maximo crescimento animal sem afetar a
qualidade do produto final, tais como prebidticos, &cidos organicos, enzimas e,

principalmente, extratos vegetais e 6leos essenciais (SANTURIO et al., 2007).
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2.3. Atividade antimicrobiana de 0leos essenciais e extratos vegetais

Os oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas,
geralmente odoriferas e liquidas, constituidas por compostos terpenos e terpenoides, e
em menores quantidades hidrocarbonetos, aldeidos, alcoois, ésteres, lactonas, cumarinas
e outros compostos (DORMAN e DEANS, 2000; SIMOES e SPITZER, 2007). Sio
produzidos por células secretoras ou grupo de células, podendo ser extraidos de partes
de plantas como frutos, flores, cascas, folhas, ou de plantas inteiras como especiarias e
ervas medicinais, tendo como principal caracteristica a volatilidade (TROMBETTA et
al., 2005; SCHERER et al., 2009). N&o se misturam a agua e podem ser extraidos por
diferentes métodos como hidrodestilacao, destilacdo a vapor, CO, supercritico, ou com
a utilizacdo de solventes organicos ou gorduras. O 6leo essencial de uma planta serve
como caracteristica para aquela espécie. Mesmo que Oleos diferentes apresentem
compostos que sdo qualitativamente iguais, diferencas quantitativas fardo com que um
6leo possua propriedades quimicas e bioldgicas diferentes dos demais (TROMBETTA
et al., 2005).

Os extratos vegetais sdo preparacdes concentradas, que podem ser obtidas
através de diferentes processos, tais como infusdo, decoc¢do, maceracdo, percolacéo,
dentre outros (OLIVEIRA e AKISUE, 2009). O processo metodoldgico de extracao
deve levar em conta uma série de fatores, principalmente a natureza do material a ser
extraido (tipo de érgéos e tecidos vegetais), estabilidade do material vegetal e o solvente
a ser utilizado, sendo que este Ultimo € de extrema importancia para a extracdo dos
compostos quimicos desejados (HANDA, 2008; SILVEIRA, 2012).

Pesquisas ja realizadas evidenciam diversas acdes dos 0leos essenciais e extratos
vegetais, principalmente atividade antimicrobiana, antioxidante e inseticida
(CONSTANTIN et al., 2001; KRIFA et al., 2011; MOKHTAR et al., 2011). O potencial
antimicrobiano dos 6leos essenciais é exercido principalmente por compostos da classe
dos terpenoides (BURT, 2004). Os compostos terpenoides sdo também conhecidos
como isoprenoides, e constituem uma classe de produtos naturais obtidos de plantas
com uma grande variedade estrutural e funcional. Alguns destes compostos séo
importantes no metabolismo primario dos vegetais, participando de processos como
respiragdo e desenvolvimento celular. Entretanto, a maioria dos terpenoides sdo
produtos do metabolismo secundério, tendo como papel principal intermediar a funcao
planta versus ambiente (PHILLIPS et al., 2008). Os compostos terpénicos mais
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frequentes nos 6leos volateis sdo os monoterpenos e os sesquiterpenos (SIMOES e
SPITZER, 2007).

Alguns mecanismos de acdo antimicrobiana dos Oleos essenciais foram
estudados, envolvendo diversas espécies de plantas e micro-organismos. De acordo com
Greay e Hammer (2011), o mecanismo de acdo dos monoterpenos envolve a
interferéncia na integridade e no funcionamento da membrana celular, através da
mudanca de potencial da membrana, perda de material citoplasmatico e inibi¢do da
cadeia respiratoria. Para Dorman e Deans (2000), a maioria dos compostos presentes
nos Oleos essenciais atuam na parede celular bacteriana desnaturando e coagulando
proteinas, além de causarem alteracdo na permeabilidade da membrana citoplasmatica,
levando a interrupcdo dos processos vitais da célula, como o transporte de elétrons,
translocacdo de proteinas, fosforilacdo e outras reacdes que dependem de enzimas, 0
que pode resultar em perda do controle quimiosmético da célula afetada, acarretando
em consequente morte bacteriana. Os compostos terpenoides também podem influenciar
fatores de viruléncia em células bacterianas alterando sua capacidade de infeccdo. Desta
forma, se destacam como importantes alternativas para o controle de patégenos,
principalmente  bactérias multirresistentes aos antimicrobianos convencionais
(TEPLITSKI et al., 2000; ZHANG, 2003).

Os diferentes mecanismos de acdo dos 6leos essenciais na célula microbiana
dependem da composicdo quimica da planta, e faz-se necessario afirmar que esta pode
ser modificada por diversos aspectos, incluindo desde o modo de extracdo, a fatores
préprios da planta e do ambiente em que ela esta inserida (SILVA et al., 2011). Gobbo-
Neto e Loppes (2007) citam alguns fatores que podem influenciar a producdo de
metabolitos secundarios nas plantas tais como sazonalidade, ritmo circadiano, idade e
desenvolvimento da planta, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta,

teor de nutrientes, altitude e ataque a patdgenos.

Outros compostos presentes nos Gleos essenciais e extratos vegetais sdo 0s
compostos fenolicos, os quais incluem uma grande diversidade de estruturas, simples e
complexas, que possuem pelo menos um anel aromatico (CARVALHO et al., 2007).
Podem ser classificados em dois grupos: os flavonoides e os ndo-flavonoides, sendo que
ambos sao metabdlitos secundarios presentes em frutas e vegetais (ANGELO e JORGE,
2007). Os flavonoides podem ser classificados de acordo com as suas estruturas

quimicas, sendo que suas maiores classes incluem as flavonas, flavonois, catequinas,
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antocianidinas, isoflavonas, auronas e chalconas. Estes compostos estdo distribuidos nas
folhas, sementes, flores e raizes de plantas, e sua atividade bioldgica depende de sua
estrutura quimica e da orientacdo relativa dos grupamentos na molécula (AGATI et al.,
2012). Além dos flavonoides, outros compostos com importantes fun¢des nos vegetais
sd0 0s taninos, 0s quais sdo responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e outros
produtos vegetais. Além disto, estes compostos possuem a capacidade de se complexar
com proteinas, sendo este fator responsavel pela acdo no controle de insetos, fungos e
bactérias (MELLO e SANTOS, 2007).

O mecanismo de acdo antimicrobiana dos compostos fendlicos pode ser
explicado por sua acdo na degradacdo da parede celular, danos a membrana
citoplasmatica, coagulacdo do citoplasma, influéncia na regulacdo do sistema de
transporte de ions e elétrons e extravazamento do material celular (BURT, 2004). Cabe
ressaltar, que a atividade antimicrobiana de extratos vegetais e 6leos essenciais, também
pode ser influenciada pelo tipo de bactéria a ser estudada, uma vez que existem
variacdes nas estruturas de bactérias Gram-negativas e Gram-postivas. A parede celular
das bactérias Gram-positivas contém uma camada mais espessa de peptideoglicano, o
que pode lhe fornecer uma maior rigidez. Entretanto, as bactérias Gram-negativas
possuem uma membrana envolvendo a parede celular, o que restringe a difusdo de
compostos hidrofilicos pela camada de lipopolissacarideos. Sem esta estrutura, a parede
celular das bactérias Gram-positivas pode ser mais facilmente permeabilizada por
compostos (WU et al., 2008).

2.4. Atividade Antioxidante

Os antioxidantes podem ser definidos como quaisquer substancias que, quando
presentes em baixas concentracdes, comparadas com as concentracdes dos substratos
oxidaveis, retardam ou inibem a oxidagdo deste substrato pela reacdo com os radicais
livres, impedindo ou diminuindo o extresse oxidativo (HALLIWEL e GUTTERIDGE,
1985). Os radicais livres desempenham um papel fundamental no metabolismo celular.
No entanto, quando presentes em excesso, podem gerar estresse oxidativo e
consequentemente atacar e danificar qualquer molécula encontrada no organismo,
levando a alteracOes teciduais, responsaveis por diversas patologias, incluindo o cancer
(SOARES et al., 2005).
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Do ponto de vista quimico, os antioxidantes sdo compostos aromaticos que
contém pelo menos uma hidroxila, podendo ser sintéticos como o butil hidroxianisol
(BHA) e o butil hidroxitolueno (BHT), ou naturais, como 0s compostos fendlicos,
organosulfurados e terpenos, que fazem parte da constituicdo de diversos vegetais
(KITTS, 1994). Os antioxidantes sintéticos comumente utilizados em racdes sdo 0 BHA
e 0 BHT, porém, estudos relacionados com a toxicologia destes compostos tém
demostrado a possibilidade destes apresentarem efeitos carcinogénicos. Desta forma,
pesquisas se direcionam no sentido de encontrar compostos naturais antioxidantes, uma
vez que estes podem substituir os antioxidantes sintéticos, ou realizar associa¢cdes com
estes, com o intuito de diminuir a sua quantidade em alimentos (SOARES, 2002).

As plantas sdo capazes de sintetizar tais compostos antioxidantes,
principalmente os compostos fendlicos, que participam dos mecanismos de defesa
contra danos oxidativos causados por espécies reativas de oxigénio. Os compostos
fendlicos séo considerados antioxidantes primarios e atuam capturando ou neutralizando
radicais livres, na doacdo de hidrogénio, inativacdo do oxigénio singleto e quelacdo de
ions metalicos (RICE-EVANS et al., 1995; SHYLAJA e PETER, 2004; NICIFOROVIC
et al., 2010). O grupo dos flavonoides é conhecido pela alta capacidade de sequestrar
radicais livres, o que tem permitido sua caracterizagdo como um antioxidante de
ocorréncia natural (RICE-EVANS et al., 1997). Muitas das agdes bioldgicas dos
flavonoides tém sido atribuidas pelas suas propriedades antioxidantes, que podem
ocorrer por capacidade de reducdo de radicais livres, doacdo de hidrogénio e influéncia
no estado redox intracelular (WILLIAMS et al., 2004). Os taninos podem atuar como
sequestradores de radicais livres e no bloqueio da peroxidacgdo lipidica (MELLO e
SANTOS, 2007).

Os compostos terpénicos também podem atuar como excelentes antioxidantes
naturais. Estudos revelam que alguns compostos monoterpénicos exerceram excelente
atividade antioxidante contra a peroxidacdo lipidica e reducdo de radicais livres
(WANNES et al.,, 2010; MOTHANA et al., 2011; COSTA et al., 2012). Alguns
sesquiterpenos também podem atuar como excelentes antioxidantes, promovendo a
reducdo de radicais livres (DING et al., 2011).

Diversos métodos sdo utilizados para a avaliacdo da atividade antioxidante de
extratos vegetais e 0leos essenciais, e dentre eles, destaca-se 0 método do DPPH (2,2-
difenil-1-picril hidrazil), o qual tem sido bastante utilizado por diversos autores devido
principalmente a sua simplicidade e rapidez (MOLYNEUX, 2004; ESTEVINHO et al.,
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2008) . A molécula de DPPH é considerada um radical livre estavel por apresentar um
elétron livre que pode deslocar-se por toda a sua estrutura, além disto, ndo dimeriza
facilmente, como ocorre com os demais radicais livres. Este efeito de ressonancia
apresentado pela molécula do DPPH Ihe confere uma coloracdo violeta escura, que é
caracterizada por apresentar uma banda de absorcdo em cerca de 517 nm quando em
solucdo de etanol ou metanol. Quando a solucdo do DPPH é mantida em contato com
alguma substancia que pode doar um radical hidrogénio, a reacdo gera a sua forma
reduzida com a perda da coloracdo violeta (resultando em um residuo de coloracao

amarela em virtude da presenca do grupamento picril) (ALVES et al., 2010).

2.5. Potencial inseticida de 6leos essenciais e extratos vegetais

Nos vegetais, 0s 0Oleos essenciais exercem funcgdes relacionadas a atracdo de
polinizadores, protecdo contra predadores, patdgenos, perda de agua e, também,
desempenham funcgdes ecoldgicas, especialmente como inibidores da germinacdo. Estas
caracteristicas tornam as plantas que os produzem potentes fontes de agente biocidas,
principalmente pelas suas propriedades bactericidas, fungicidas e inseticidas (KNAAK e
FIUZA, 2010; ROCHA et al., 2012). Alguns 6leos essenciais possuem alta toxicidade,
podendo causar acdo repelente, inibicdo de apetite, além de exercerem influéncia no
desenvolvimento de alguns insetos (MENEZES, 2005; RASTELLO et al., 2009).

Os compostos terpénicos presentes nos 6leos essenciais de muitas espécies de
plantas, podem agir como retardadores de crescimento, redutores da capacidade
reprodutiva e supressores de apetite podendo levar insetos a morte por inani¢do ou
toxicidade direta (VIEGAS-JUNIOR, 2003; MENEZES, 2005).

Os extratos vegetais utilizados tanto em sua forma total ou purificada, também
apresentam diferentes modos de acao nos insetos, tais como toxicidade, retardamento no
desenvolvimento, inibicdo de apetite e reducdo da fecundidade e fertilidade
(CAVALCANTE et al., 2006; SANTOS et al., 2010).

A familia Meliaceae é dotada de uma diversidade de compostos quimicos, tais
como limonoides, diterpenos, sesquiterpenos, triterpenos, esteroides e cumarinas
(CORTEZ et al, 2000; MAGALHAES et al., 2010; MAREK et al., 2012; YUAN et al.,
2013). Um dos compostos mais abundantes s&o os limonoides, também chamados de
meliacinas devido ao seu sabor amargo, que sdo provavelmente os maiores

representantes da classe dos terpenos com atividade inseticida (LUO et al., 1999;
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VIEGAS-JUNIOR, 2003). Dentre os limonoides isolados desta familia, destaca-se a
azadiractina obtida da planta Azadirachta indica (nim), que é vastamente estudada pelo
seu potencial inseticida, incluindo a¢des como interferéncia no desenvolvimento de
insetos alterando e até impedindo a ecdise, acdo supressora de apetite, retardamento no
desenvolvimento, entre outros (COELHO et al., 2006).

Alphitobius diaperinus Panzer (1797) (Coleoptera, Tenebrionidae) conhecido no
Brasil como “cascudinho dos aviarios”, ¢ um inseto originario do leste africano,
comumente encontrado em gréos armazenados e em galpdes de criagdo de frangos de
corte, matrizes e perus (PFEIFFER e AXTEL, 1980). E considerado uma das principais
pragas da avicultura moderna, introduzido em sistemas de producdo animal,
provavelmente, por meio de racdo contaminada, dispersando-se e adaptando-se
facilmente as condicdes dos aviarios (JAPP et al., 2010).

Além de causarem reducdo na conversdo animal das aves, que se alimentam dos
insetos preferencialmente a racdo, sdo veiculadores de alguns agentes patogénicos
principalmente fungos (Aspergillus sp.) e bactérias (Escherichia sp., Bacillus spp.,
Streptococus sp., Salmonella sp.) (ALVES et al., 2004; PINTO-JUNIOR et al., 2010).
Dentre as bactérias que podem ser veiculadas pelo cascudinho, destacam-se as do
género Salmonella, por apresentarem maior importancia na avicultura devido ao risco
de contaminag&o alimentar em humanos (CHERNAKI-LEFFER et al., 2002).

Em condicBes de temperatura e umidade adequadas, o cascudinho se
desenvolve e forma continuamente novos focos de infestacdo de um lote para outro.
Devido a isto, sdo empregadas medidas de controle, principalmente a utilizacdo de
inseticidas quimicos na cama de aviario. Porém o uso extensivo destes inseticidas, em
concentracdes incorretas e a falta de tecnologia de aplicacdo, tornam este método de
controle insuficiente, fazendo com gue surjam novos focos de infestacdo, mesmo apos a
aplicacdo do produto quimico, além de causarem contaminagdo no ambiente e nas aves,
acumulo de residuos toxicos em alimentos, intoxicacdo de produtores, eliminacdo de
inimigos naturais, e, principalmente a selecdo de populagGes de insetos resistentes
(CRUZ et al., 1995; SALIN et al., 2000; CHERNAKI-LEFFER, 2004; ALVES et al.,
2010; JAPP et al., 2010; CHERNAKI-LEFFER et al., 2011).Desta forma, a busca por
métodos de controle alternativos, como a utilizagdo de novos principios ativos extraidos
de plantas medicinais que possam ser utilizados de forma integrada com outros
métodos, se torna de extrema importancia para o controle de pragas, reduzindo assim, o

impacto da utilizagdo dos produtos quimicos. Além disto, deve-se levar em conta a
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utilizacdo de métodos de controle que ndo causem danos a sanidade das aves e a saude
humana (KNAAK e FIUZA, 2010).

Em vista da importancia da utilizacdo de produtos naturais para o controle de
pragas e micro-organismos patogénicos e do estudo focado em plantas que possuem seu
potencial bioldgico desconhecido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o
potencial antimicrobiano, inseticida e antioxidante do Oleo essencial e dos extratos

aquoso, alcodlico e de acetato de etila de Guarea kunthiana A. Juss.
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Capitulo 1: Atividade antimicrobiana, inseticida e antioxidante do 6leo essencial e

extratos de Guarea kunthiana A. Juss

Jessica Angela Pandini’; Fabiana Gisele da Silva Pinto* Mayara Camila Scur; Luis
Francisco Angeli Alves
! State University of West Parana&~UNIOESTE. Universitaria Street, 1619, Cascavel -

PR. Cep: 85819-110.

RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial e dos
extratos aquoso, alcodlico e de acetato de etila de Guarea kunthiana A. Juss, frente a
dez sorotipos de Salmonella de origem avicola, sendo: Enteritidis, Infantis,
Typhimurium, Heildelberg, Mbandaka, Give, Saintpaul, Ohio, Gallinarum e Agona,
bem como o potencial inseticida do 6leo e dos extratos frente a larvas e adultos de
Alphitobius diaperinus (Panzer 1797) (Coleoptera: Tenebrionidae), e também,
determinar a atividade antioxidante destes pelo método de captura do radical 2,2-difenil-
2-picrilhidrazil (DPPH). Em relagdo & atividade antimicrobiana do dleo essencial de G.
kunthiana, os sorotipos mais sensiveis foram Infantis, Typhimurium e Give, com
valores de CIM e CBM de 54,6 pg/mL para ambos, para os demais sorotipos testados a
acdo do dleo foi classificada como moderada, fraca ou inativa. Em relagdo aos extratos,
maior susceptibilidade antimicrobiana foi verificada para o extrato alcodlico, com
valores de CIM e CBM de 0,39 mg/mL para o sorotipo Infantis e CIM e CBM de 0,78
para o sorotipo Gallinarum. Os resultados da atividade inseticida do 0leo essencial e dos
extratos foram considerados baixos, com 28% de mortalidade para as larvas e 12% para

os adultos na concentracdo de 200 mg/mL. Para os extratos, os melhores resultados
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foram com o extrato alcoolico na concentracdo de 10%, com 34 e 44% para larvas e
adultos, respectivamente. Os valores de atividade antioxidante revelaram que néo houve
diferencas significativas entre o antioxidante sintético butil-hidroxi-tolueno (BHT), o
6leo essencial e o extrato alcodlico, revelando que tanto o 6leo essencial quanto extrato

alcodlico de G. kunthiana demonstraram elevada capacidade antioxidante.

Key-words: Avicultura, Salmonella spp., Alphitobius diaperinus, mortalidade.

INTRODUCAO

A avicultura brasileira vem se desenvolvendo e se modernizando rapidamente
alcancando niveis elevados de produtividade, transformando-se em um dos setores mais
importantes do agronegdcio brasileiro. A producdo de carnes de frango chegou a 12,30
milhdes de toneladas em 2013, mantendo o Brasil como maior exportador mundial e
terceiro maior produtor de carnes de frango, atras dos Estados Unidos e da China
(Ubabef, 2014).

O intenso crescimento deste setor acarretou em alguns problemas, como o
surgimento de doencas entéricas ocasionadas principalmente pelo género Salmonella, as
quais provocam perda de produtividade devido ao aumento de mortalidade e a
contaminacgdo de produtos de origem avicola (Santos e Turnes, 2005), além de serem as
maiores responsaveis por toxinfecgdes alimentares em seres humanos (Teixeira e Lima,
2008).

Outro grande problema do setor avicola é a proliferacdo de insetos e pragas,
principalmente de Alphitobius diaperinus (Panzer 1797) (Coleoptera: Tenebrionidae)
conhecido no Brasil como “cascudinho dos aviarios”. Além deste inseto prejudicar a
conversdo alimentar e 0 ganho de peso das aves, as formas larval e adulta s&o

mantenedoras de patdgenos viaveis na superficie externa e no seu trato digestivo sendo,
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portanto, potenciais vetores de patdgenos causadores de doencas, principalmente de
bactérias do género Salmonella spp (Hazeleger et al., 2008)

Inseticidas a base de produtos de origem vegetal tém sido alvo de diversas
pesquisas, pois 0S mesmos constituem-se numa alternativa ao uso de agroquimicos
sintéticos, uma vez que muitos deles ndo apresentam efeitos prejudiciais ao meio
ambiente, por serem biodegradaveis e exercerem baixa toxicidade ao homem e animais
(Vieira et al., 2001; Marques et al., 2013). Além da atividade inseticida vastamente
reportada de 6leos essenciais e extratos vegetais, 0s mesmos podem agir também como
antibacterianos, antifangicos e antioxidantes (Devi et al., 2014; Guimard&es et al., 2014).

Estudos ja realizados com a planta nativa do Brasil Guarea kunthiana A. Juss
(Meliaceae) relatam potencial inseticida com os extratos hexanicos e etanélicos obtidos
das folhas. (Mesquita et al., 2005; Coelho, 2006; Lima, 2006). Porém, ndo é relatado na
literatura o potencial antimicrobiano e antioxidante, e tdo pouco, atividade inseticida
frente a A. diaperinus, sendo este, portanto, o primeiro estudo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial
e dos extratos aquoso, acetato de etila e alcodlico de G. kunthiana frente a dez sorotipos
de Salmonella, determinar a atividade inseticida destes frente a A. diaperinus, e
também, determinar a atividade antioxidante dos mesmos.

MATERIAL E METODOS
Coleta e identificacdo do material vegetal

As folhas de G. kunthiana foram coletadas no periodo de setembro e dezembro
de 2013, em uma propriedade rural na regido Oeste do estado do Parana, Brasil
(Latitude S 24° 31°, Longitude W 53° 44", altitude 442 m). A secagem das folhas foi
realizada em estufa a 35° C para posterior trituragdo em moinho de facas até obtencao

de material vegetal triturado com granulometria inferior a 0,42 mm. Uma exsicata foi
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enviada ao herbario da Universidade Estadual do Oeste do Parand (UNOP) para a
identificacdo boténica sendo depositada sob o numero 7843 Pandini, J. A.
Obtencéao dos extratos

A metodologia para a preparacdo dos extratos foram feitas de acordo com Weber
et al. 2014 e Ceyhan et al. 2012 com modificacgdes. Para a preparagéo do extrato aquoso,
dez gramas de material vegetal triturado foram adicionados a 100 mL de &gua destilada,
esta mistura foi mantida em agitador rotativo shaker a 220 rpm durante 24 h. Apos este
periodo, a solucdo foi filtrada utilizando-se papel filtro Whatman n°. 1 e centrifugada a
5000 x por 15 min. O sobrenadante foi coletado, obtendo-se, desta forma, o extrato na
concentragdo final de 100 mg/mL. O extrato foi armazenado a 4° C. Os extratos
organicos foram preparados de acordo com a mesma metodologia do extrato aquoso,
apos a coleta do sobrenadante o extrato foi submetido a rotaevaporagdo e, os extratos
brutos foram diluidos com dimetilsulféxido (DMSO) 10% até uma concentracéo final
de 400 mg/mL e armazenados a 4° C.
Prospeccao fitoquimica

Os testes fitoquimicos para a detec¢do da presenca de esteroides, triterpendides,
taninos, alcaléides, cumarinas, saponinas, antocianidinas e flavonoides foram realizados
de acordo com a metodologia desenvolvida por Matos (1997).
Obtencao do bleo essencial

O oleo essencial foi obtido de acordo com a metodologia proposta por Weber et
al. (2014). Para tal, cerca de 60 g de material vegetal triturado foram submetidos a
extracdo em 700 mL de &gua destilada por um periodo de 3-4 h, pela metodologia de
arraste por vapor d’agua utilizando-se um aparelho do tipo Clevenger, apds a extracao,
0 Oleo essencial foi armazenado a 4° C ao abrigo da luz.

Atividade antimicrobiana
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Micro-organismos e condicOes de teste

Os micro-organismos utilizados foram 10 sorotipos de Salmonella de maior
ocorréncia na regido Oeste do estado do Parana, Brasil (Scur et al., 2014). Os sorotipos
foram isolados de fezes (suabe de cloaca), cama de aviario (suabe de arrasto) e racoes
(farinhas/insumos de rac@es) de frangos de corte, provenientes de diferentes aviarios da
regido Oeste do estado do Parana, Brasil, fornecidas por um laboratorio Veterinario de
Cascavel, Parana, Brasil, sendo: Enteritidis, Infantis, Typhimurium, Heildelberg,
Mbandaka, Give, Saintpaul, Orion, Gallinarum e Agona. Para o teste, 0s micro-
organismos foram recuperados em caldo de enriquecimento “Brain Heart Infusion”
(BHI) e incubados por 24 h a 36+0,1°C. Apos este periodo, as cepas microbianas foram
padronizadas em solucdo salina (0,85%) até atingirem a concentracdo final de
1x10°UFC/mL para servir como inéculo.
Determinacao da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)
Oleo essencial e extratos vegetais

A CIM do 6leo essencial e dos extratos vegetais foi determinada de acordo com
0 método de microdiluicdo em caldo proposta por Santdrio et al. (2007) e Weber et al.
(2014). O oleo essencial foi diluido em metanol e em caldo Mueller-Hinton (MH) na
propor¢cdo de 1:10 até atingir a concentracdo de 7000 pg/mL. Em placas de
microtitulacdo de 96 pocos foram distribuidos a partir da segunda coluna 150uL de
caldo MH. Nas primeiras colunas foram adicionados 300 pL da solucdo do 6leo de G.
kunthiana, e a partir dai foram realizadas diluicbes de 7.000-3,4 pg/mL. Ao final
adicionou-se 10 pL de inoculo em cada poco, e as placas foram incubadas a 36+0,1 °C
por 18-24h. Decorrido este intervalo de tempo, adicionou-se uma aliquota de 10 pL de

cloreto de trifeniltetrazélio (CTT) a 10%, e as placas foram novamente incubadas a
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36+0,1 °C por 3 h. A presenca de coloracdo vermelha foi interpretada como prova
negativa do efeito inibitério do 6leo essencial.
Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

A CBM dos extratos e do 6leo essencial foi feita de acordo com a metodologia
de Weber et al. (2014). Antes da adicdo do CTT em todos os pocos, foi retirada uma
aliquota de 10 pL e inoculado na superficie de meio Agar MH. As placas foram
incubadas por 24 h a 36+0,1°C e apds este periodo, a CBM foi definida como a menor
concentracdo do 6leo essencial capaz de causar a morte do inéculo.

Como controle positivo foi utilizado Gentamicina 200 mg/mL, e como controle
negativo foi utilizado metanol para o teste com o 6leo essencial e DMSO 10% para o
teste com os extratos.

Classificacéo da atividade antimicrobiana

A CIM e a CBM do 0leo essencial e dos extratos foi classificada de acordo com
0s critérios propostos por Sartoratto et al. (2004) para o 6éleo essencial e Aradjo (2010)
para 0s extratos vegetais. Para o Oleo essencial, a atividade foi classificada como
elevada (<100 pg/mL), moderada (entre 100 e 500 pg/mL), baixa (entre 500 e 1000
pg/mL) e muito baixa (acima de 1000 upg/mL). Para os extratos a classificacdo foi:
elevada (<12,5 mg/mL), moderada (12,5 a 25 mg/mL), baixa (50-100 mg/mL) e muito
baixa (acima de 100 mg/mL).

Atividade inseticida

A avaliacdo do potencial inseticida do 6leo essencial e dos extratos de G.
kunthiana foi realizada de acordo com a metodologia de Marcomini et al. (2009), com
modificagdes. Para tal, foram utilizados larvas e adultos de A. diaperinus, provenientes
de um aviario comercial do Municipio de Maripd, Parana, Brasil.

Aplicagdo dos extratos vegetais
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Os extratos aquoso, alcodlico e de acetato de etila de G. kunthiana foram
diluidos em DMSO 10% até atingirem as concentracdes de 10 e 5%. A aplicacdo dos
extratos foi realizada diretamente sobre os insetos, dispostos em uma placa de Petri,
sendo pulverizado 1 mL sobre cada placa utilizando-se Torre de Potter calibrada com
pressdo de 0,70 kgf/cm® Apés a aplicacdo, os insetos foram transferidos para outra
placa de Petri e mantidos em camera B.O.D (26 = 1° C e fotofase 14 h), alimentados
com cerca de 2 g de racdo para aves. Foram preparadas cinco repeticdes com 30 insetos
cada, com um total de 150 insetos por tratamento. O controle consistiu da aplicacdo de
agua destilada estéril (testemunha geral) sobre os insetos e também de um controle com
DMSO 10%.

Aplicagéo do 6leo essencial

O oleo essencial de G. kunthiana foi diluido em acetona 10% até atingir as
concentragcdes de 100 e 200 mg/mL. O procedimento de aplicagdo sobre as larvas e
adultos de A. diaperinus foi realizado seguindo os mesmos procedimentos da aplicagéo
dos extratos. O controle consistiu da aplicacdo de dgua destilada estéril e de acetona na
concentracdo de 10%, seguindo os mesmos procedimentos adotados para os demais
tratamentos. A avaliacdo da mortalidade dos insetos foi realizada apds 10 dias,
considerando-se mortos aqueles insetos que ndo respondiam ao toque de uma pinga.
Analise dos dados

Os dados foram avaliados quanto a normalidade e homogeneidade utilizando o
teste de Kolmogorov-Smirnov e teste de Levene, respectivamente. A partir destas
informagdes, procedeu-se a variancia pelo teste F e as médias foram comparadas entre si
pelo teste de Tukey a 5% de significancia utilizando-se o programa Statistica 7.0

(StatSoft Inc., Tulsa, USA).
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Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada pelo método de reducdo do radical
livie DPPH (2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) baseada na metodologia proposta por
Scherer e Godoy (2009), Rufino et al. (2007) e Weber (2014). Para tal, aliquotas de 0,1
mL do dleo na concentragdo de 6000 pg/mL e dos extratos aquoso (100 mg/mL) de
acetato de etila e alcodlico (400 mg/mL) foram tratadas com 3,9 mL de solucédo
metandlica de DPPH 0,2 mM e levemente homogeneizadas em agitador de tubos. Apds
a agitacdo, os tubos foram deixados em repouso ao abrigo da luz durante 30 minutos.
Decorrido o tempo de reacdo, a absorbancia das amostras foi mensurada em 515 nm.
Como controle negativo foi utilizado 0,1 mL de solucdo controle (alcool metilico,
acetona e agua) e como controle positivo utilizou-se o antioxidante sintético comercial
butil-hidroxi-tolueno (BHT), nas mesmas condi¢cdes do controle negativo. Como
branco, foi utilizado alcool metilico para a calibracdo do espectrofotbmetro. A
capacidade de sequestro do radical livre foi expressa pela equacgédo: 1%:[(Absy -Abs;)
/Absy] X100, onde AbsO é a absorbéancia do controle e Absl é a absorbancia da amostra.
O ICsy (quantidade de substancia antioxidante necessaria para reduzir em 50% a
concentracédo inicial de DPPH) foi calculado com base na equacdo da reta obtida da
curva de calibragdo. Os testes foram realizados em triplicata.

Os dados obtidos pelos calculos da capacidade de sequestro do radical DPPH e o
ICso foram analisados pelo teste de Tukey, a 5% de significancia, utilizando-se o

programa Sisvar (Ferreira, 2011).

Anélise dos dados
Os dados obtidos pelos calculos da capacidade de sequestro do radical DPPH e o
ICso foram analisados pelo teste de Tukey, a 5% de significancia, utilizando-se o

programa Sisvar (Ferreira, 2011).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Prospeccao fitoquimica

O perfil fitoquimico dos extratos de G. kunthiana revelou a ocorréncia de
triterpendides nos extratos aquoso e de acetato de etila e taninos e flavonodides nos
extratos aquoso e alcodlico. N&o foi detectada a presenca de alcaldides, cumarinas,
saponinas, antocianinas e antocianidinas (Tabela 1).
Tabela 1. Classes de metabdlitos secundarios identificados nos extratos aquoso,

alcodlico e de acetato de etila de G. kunthiana.

Classes de metabdlitos Extratos

AQquoso Alcodlico Acetato de

etila

Taninos pirogalicos + + -
Alcaloides - - -
Cumarinas - - -
Saponinas - - -

Antocianinas - - -
Flavonoides + + -
Triterpenoides + + +

Esteroides - - -

+: Presenca do composto; -: Auséncia do composto

Os resultados obtidos corroboram com dados da literatura. Lago e Roque (2009)
avaliaram o0s compostos presentes no extrato etanolico da madeira de Guarea
Macrophylla e verificaram a presenca de triterpenoides. Pereira et al. (2012), avaliando

0S compostos presentes no extrato metandlico verificaram a presenca de flavonoides.
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Hernes e Hedges (2004) verificaram a presenca de taninos e triterpenoides nas extracoes
com solventes de acetato de etila e agua em G. rubiflora e G. trichilliodes.
Atividade antimicrobiana

Considerando-se os valores de classificacdo da CIM e CBM, pode-se verificar
que o 6leo essencial exerceu elevada atividade frente a S. Infantis, S. Typhimurium e S.
Give, com valores de CIM e CBM de 54,6 pg/mL para ambas. Para S. Saintpaul e S.
Agona, os valores foram moderados com CIM e CBM de 218,7ug/mL para o sorotipo
Saintpaul e CIM e CBM de 437ug/mL para o sorotipo Agona. Para os sorotipos Ohio e
Gallinarum os valores foram de baixa atividade com CIM e CBM de 875 pg/mL. Para
S. Heildelberg os valores de CIM e CBM de 1750 pug/mL foram considerados muito
baixos. Para S. Enteritidis e S. Mbandaka, o 6leo essencial ndo exerceu nenhuma
atividade (Tabela 2).
Tabela 2. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima

(CBM) do dleo essencial de G. kunthiana frente aos micro-organismos testados.

CIM/CBM ?
Micro-organismos
Oleo essencial Metanol® Gentamicina’

S. Enteritidis Sa/Sa Sa/ Sa 0.78/0.78*
S. Infantis 54.6/54.6 Sa/ Sa 0.78/0.78*
S. Typhimurium 54.6/54.6 Sa/ Sa 0.78/0.78*
S. Heildelberg 1750/1750 Sa/ Sa 0.78/0.78*
S. Mbandaka Sa/ Sa Sa/ Sa 0.78/0.78*
S. Give 54.6/54.6 Sa/ Sa 0.78/0.78*
S. Saintpaul 218.7/218.7 Sa/ Sa 0.78/0.78*
S. Ohio 875/875 Sa/ Sa 0.78/0.78*
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S. Gallinarum 875/875 Sa/ Sa 0.78/0.78*

S. Agona 437/437 Sa/ Sa 0.78/0.78

 Concentragdo inibitéria minima (CIM)/Concentragdo bactericida minima (CBM) e Concentracdo
fungicida minima (CFM); ® Testado na concentracio de 7000-3.4 pg/mL; © Testado na concentracdo de
7000 pg/mL; ¢ Testado na concentragdo de 100-0.78 mg/mL; Sa: Sem atividade; Nt: N&o testado*

mg/mL.

Observou-se que houve variacdo de suscetibilidade antimicrobiana entre os
sorotipos testados. Esta variacdo foi também reportada por Carramifiana et al. (2004) e
Scur et al. (2013), os quais justificaram diferencas em alguns sorotipos testados frente a
diferentes antimicrobianos, atribuindo esta variacdo a origem dos sorotipos, e as
pressdes seletivas que os mesmos podem sofrer com a utilizacdo de diferentes
antimicrobianos, levando a selecéo de sorotipos resistentes.

O mecanismo de acdo antimicrobiana dos 6leos essenciais envolvem diferentes
acOes, como a perturbacdo da membrana citoplasmatica, interrupcao da forca motriz de
prétons e do fluxo de elétrons, do transporte ativo e da coagulacdo dos conteldos
celulares (Burt, 2004). Um dos aspectos mais importantes é a hidrofobicidade dos
componentes quimicos, 0 que permite uma particdo dos lipidios da membrana da célula
bacteriana e das mitocondrias, podendo acarretar um extravazamento do conteddo
celular (Burt, 2004; Holley e Patel, 2005).

Em relacdo a classificacdo da atividade antimicrobiana dos extratos, pode-se
verificar que o extrato alcodlico exerceu elevada atividade frente aos sorotipos Infantis e
Gallinarum, com valores de CIM e CBM de 0,39 e 0,78 mg/mL, respectivamente. Ja o
extrato de acetato de etila exerceu baixa atividade antimicrobiana frente aos sorotipos
testados, com valores de CIM e CBM variando de 100-200 mg/mL. Para o extrato

aquoso ndo foi verificada atividade antimicrobiana (Tabela 3).
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Tabela 3. Concentrac¢do Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM) dos diferentes extratos de G.

kunthiana frente aos sorotipos de Salmonella testados.

CIM/CBM mg/mL*?

Micro- Acetatode  Alcodlico® DMSO®  Gentamicina'
organismos AQquoso Etila® 10% 200 mg/mL
b
S. Enteritidis Sa/Sa 200/200 200/200 Sa/Sa 0.78/0.78
S. Infantis Sa/Sa 200/200 0.39/0.39 Sa/Sa 0.78/0.78
S. Typhimurium  Sa/Sa 200/200 200/200 Sa/Sa 0.78/0.78
S. Heildelberg Sa/Sa 200/200 200/200 Sa/Sa 0.78/0.78
S. Mbandaka Sa/Sa 200/200 200/200 Sa/Sa 0.78/0.78
S. Give Sa/Sa 100/200 100/200 Sa/Sa 0.78/0.78
S. Saintpaul Sa/Sa 200/200 200/200 Sa/Sa 0.78/0.78
S. Ohio Sa/Sa 100/200 Sa/ Sa Sa/Sa 0.78/0.78

S. Gallinarum Sa/Sa 200/200 0.78/0.78 Sa/Sa 0.78/0.78

S. Agona Sa/Sa 200/200 200/200 Sa/Sa 0.78/0.78

 Concentragdo inibitéria minima (CIM)/Concentracdo bactericida minima mg/mL; ° Testado na
concentracdo de 50-0.04 mg/mL; © Testado na concentracdo de 200- 0.09 mg/mL; “Testado na
concentragdo de 200-0.09 mg/mL; ¢ Testado na concentragdo de 10%; " Testado na concentracéo de 100-

0.78; Sa: Sem atividade;

O potencial antimicrobiano do extrato alcoolico pode ser justificado pela
presenca de alguns metabolitos secundarios, tais como os taninos, triterpendides e
flavondides (Tabela 1). A agdo antimicrobiana dos flavonoides esta provavelmente
relacionada a capacidade de complexar proteinas extracelulares e sollveis, e também as

estruturas da parede celular bacteriana (Sato et al., 1996). Cushnie e Lamb (2011)
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sugerem que a atividade antibacteriana dos flavondides pode ser atribuida a danos na
membrana citoplasmaética (perfuracdo e/ou reducdo da fluidez da membrana), inibicdo
da sintese de &cidos nucléicos (causada pela inibi¢cdo da topoisomerase) e inibicdo do
metabolismo energético (causada pela inibicdo da NADH- citocromo C redutase).

A acdo antimicrobiana dos taninos pode estar relacionada ao fato destes
compostos terem habilidade em complexar macromoléculas, como polissacarideos e
proteinas, podendo causar uma desnaturacao, e consequentemente alterar as proteinas da
membrana celular bacteriana. Esta acdo com proteinas ocorre por interagdes ndo
especificas como pontes de hidrogénio, efeitos hidrofébicos e através de ligacdes
covalentes (Simdes et al., 2007).

Os triterpenos sdao compostos muito frequentes em plantas e com inlmeras
atividades bioldgicas, principalmente acdo antimicrobiana e inseticida (Chung et al.,
2011; Garcez et al., 2013). Seu mecanismo de acdo na célula bacteriana esta relacionado
ao rompimento dos compostos lipofilicos (Bagamboula et al., 2004).

Apesar de ter sido detectada a presenca de esterdides, taninos, flavondides e
triterpendides no extrato aquoso (Tabela 1), o mesmo ndo exerceu atividade
antimicrobiana, isto pode ser justificado pela suposicdo destes compostos estarem
presentes em quantidades infimas ou devido a quantidade aplicada do extrato, a qual
pode ndo ter sido suficiente para promover acao inibitéria (Degéaspari et al., 2005). Isto
também pode ser relatado para o extrato de acetato de etila, o qual possui compostos
triterpendides na sua composicéo (Tabela 1) e exerceu baixa atividade antimicrobiana.

Atividade inseticida
O extrato alcoolico 10% apresentou a maior porcentagem de mortalidade de
larvas (34,0%), enquanto que com o extrato de acetato de etila foram obtidos 21,3 e

26,0%, para as concentracdes de 5 e 10%, respectivamente. J& 0 extrato aquoso,
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apresentou os valores de mortalidade mais baixos 12,5 e 14,6% para as concentracdes de
5 e 10%, respectivamente exercendo, portanto, baixa atividade (Tabela 4).

Tabela 4: Porcentagem de mortalidade de larvas do cascudinho (A. diaperinus), 10 dias
apos terem sido submetidos a aplicacdo direta dos extratos vegetais e do 6leo essencial de

G. kunthiana, em condicGes de laboratério (26 + 1° C, fotofase de 14 horas).

Tratamento (Extratos vegetais) % Mortalidade
Testemunha Agua 3.3+1.49
DMSO 10% 4.0+ 1.24e
Extrato aquoso 5% 12.5+1.59d
Extrato aquoso 10 % 14.6 + 1.69cd
Extrato de acetato 5 % 21.3+1.33bc
Extrato de acetato 10 % 26.0+£2.21b
Extrato alcodlico 5 % 24.6 £ 2.26b
Extrato alcodlico 10 % 34 +1.63°
Tratamento (Oleo essencial) % Mortalidade
Testemunha Agua 2.6 +1.49¢c
Acetona 10% 3.3+1.24c
Oleo 100 mg/mL 14 +1.24b
Oleo 200 mg/mL 28.6 +1.69°

Médias (+ EPM) seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)

Em relagdo ao efeito sobe adultos, o extrato alcodlico a 10% apresentou 0 maior
valor de mortalidade (44,6%), seguido pelo extrato de acetato de etila (23,3 e 28,0%)
nas concentracdes de 5 e 10%, respectivamente e por ultimo, o extrato aquoso que
apresentou os menores valores de mortalidade (16,6 e 19,3%) (Tabela 4). Pode-se

verificar que houve diferencas de atividade em relacdo aos diferentes solventes
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utilizados, o que confirma a questdo da diferenca de afinidade dos solventes em relagdo
aos diferentes compostos da planta. Segundo Ferri (1996), os extratos extremamente
polares (aquosos) apresentam menor atividade quando comparados com extratos de
polaridade intermediaria (etandlicos).

Observa-se que tanto para larvas como para adultos o extrato alcodlico foi o que
apresentou maior eficiéncia. Compostos como taninos presentes na composicao deste
extrato (Tabela 1) podem justificar a atividade encontrada, uma vez que 0S mesmos séo
considerados compostos que agem na defesa contra pragas, pois apresentam a
capacidade de se ligar com proteinas digestivas dos insetos agindo como redutores
digestivos, reduzindo significativamente o crescimento e a sobrevivéncia de insetos,
uma vez que inativam enzimas digestivas e criam um complexo de taninos-proteinas de
dificil digestdo (Mello e Filho, 2002; Cavalcante et al., 2006).

Em relacdo ao Oleo essencial, verifica-se que na concentracdao de 200 mg/mL
apresentou maior percentual de mortalidade (28,6%) seguida da concentracdo de 100
mg/mL, a qual apresentou valor mais baixo de mortalidade (14,0%) (Tabela 5).

Tabela 5: Porcentagem de mortalidade de adultos do cascudinho (A.diaperinus), 10
dias ap6s terem sido submetidos a aplicacdo direta dos extratos vegetais e dleo essencial

de G. kunthiana, em condic@es de laboratorio (26 + 1° C, fotofase de 14 horas).

Tratamento (Extratos vegetais) % Mortalidade
Testemunha Agua 20+1.33¢
DMSO 10% 20+081c
Extrato aquoso 5% 16.6 £2.35b
Extrato aquoso 10 % 19.3+244Db
Extrato de acetato 5 % 23.3+1.82D
Extrato de acetato 10 % 28.0%£2.26D
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Extrato alcodlico 5 % 266 +3.49b

Extrato alcodlico 10 % 446 +4.42 a
Tratamento (Oleo essencial) % Mortalidade
Testemunha Agua 1.3+1.33Db
Acetona 10% 20+£081b
Oleo 100 mg/mL 10+1.49a
Oleo 200 mg/mL 12+1.33a

Médias (+ EPM) seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Em relacdo aos valores de mortalidade dos adultos frente a aplicacdo do 6leo
essencial, verifica-se que os valores de mortalidade foram baixos, com 10,0% para a
concentracdo de 100 mg/mL e 12,0% para a concentracdo de 200 mg/mL, sendo que as
duas concentracdes nao diferiram estatisticamente (Tabela 5).

Em relacdo ao 6leo essencial, este exerceu maior atividade frente as larvas em
relacdo aos adultos. A acdo inseticida de Oleos essenciais pode ocorrer de diversas
maneiras, podendo causar: mortalidade, deformacdes em diferentes estagios de
desenvolvimento, repeléncia e deterréncia. Por meio do contato, os 6leos essenciais
podem interagir com o tegumento do inseto, além de atuar em enzimas digestivas e
neuroldgicas (Isman, 2006; Knaak e Fiuza, 2010).

Atividade antioxidante
Em relacdo aos resultados de atividade antioxidante, ressalta-se que os valores
do ICsq estdo inversamente relacionados a porcentagem de sequestro do DPPH, sendo
gue quanto maior o indice de sequestro, menor o valor do ICso. Observa-se que nédo
houve diferencas significativas entre o controle positivo BHT o 06leo essencial e o
extrato alcodlico, demonstrando desta forma, que 0os mesmos exerceram étima atividade

antioxidante. Comparando-se 0 extrato aquoso com 0 antioxidante sintético, pode-se
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verificar que houve diferengas significativas, demonstrando desta forma uma moderada
capacidade antioxidante. Ja o extrato de acetato de etila apresentou baixa capacidade de
sequestro do radical (Tabela 6).

Tabela 6: Indice de DPPH (2,2-difenil-2-picrilhidrazil) (% de sequestro) e I1Csq do 6leo

essencial e dos diferentes extratos testados.

Solucdes de teste % sequestro DPPH ICs0
Controle positivo (BHT) 95.85+0.04 a 9.27+£0.08 a
Oleo essencial 91.52+0.09 a 17.54+0.18 a
Alcodlico 92.60+ 0.86 a 15.33+1.62 a
Aquoso 76.54+2.00 b 45.30+3.75 b
Acetato de Etila 6.61+1.04 c 176.84+1.96 ¢

Os valores apresentados correspondem & media e desvio padréo de triplicatas. Valores seguidos da mesma

letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p <0,05)

A alta capacidade antioxidante do extrato alcoodlico pode estar associada a
presenca de compostos fenolicos detectados na prospeccdo fitoquimica, tais como
flavonoides e taninos (Tabela 1). O potencial antioxidante dos compostos fendlicos se
deve principalmente as suas propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas
caracteristicas sdo responsaveis por desempenhar um papel importante na neutralizacdo
ou sequestro de radicais livres e quelacdo de metais de transicdo, agindo tanto na etapa
de iniciacdo como na propagacao do processo oxidativo (Chun et al., 2005; Sousa et al.,
2007).

Os flavonoides podem atuar como agentes redutores, sequestradores de radicais
livres, quelantes de metais ou desativadores do oxigénio singleto (Melo e Guerra, 2002;
Canterle, 2005). Varios taninos atuam como sequestradores de radicais livres, 0s quais

interceptam o oxigénio ativo formando radicais estaveis (Mello e Santos, 2007).
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De acordo com os resultados obtidos, o 6leo essencial e os extratos testados de G.
kunthiana exerceram atividade antimicrobiana, inseticida e antioxidante. Este estudo
representa o primeiro relato na literatura da atividade antimicrobiana, potencial
inseticida frente a A. diaperinus e atividade antioxidante do dleo essencial e dos extratos
aquoso, alcoolico e de acetato de etila de G. kunthiana, e pode servir como base para a
realizacdo de novas pesquisas com plantas que apresentam potencial biologico
desconhecido. Cabe ressaltar a importancia de estudos mais aprofundados para a
determinacdo da acdo dos compostos presentes no dleo essencial e nos extratos testados
isoladamente e em sinergismo e até mesmo testes de toxicidade, os quais podem
contribuir para a aplicacio destes produtos no setor avicola. CONCLUSAO

O 6leo essencial de G. kunthiana exerceu maior atividade antimicrobiana frente
aos sorotipos Infantis, Typhimurium e Give. Em relagdo aos extratos, maior
susceptibilidade antimicrobiana foi verificada para o extrato alcodlico frente aos
sorotipos Infantis e Gallinarum. Os valores de atividade inseticida foram considerados
baixos para o teste com o 6leo essencial e com 0s extratos vegetais. Os resultados de
atividade antioxidante revelaram que o Oleo essencial e o extrato alcodlico nédo
apresentaram diferencas significativas com o antioxidante sintético.
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RESUMO
O objetivo deste trabalho foi determinar a composicdo quimica do 6leo essencial de
Guarea kunthiana A. Juss pelo método de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM), avaliar o potencial antimicrobiano deste 6leo pelo
método de microdiluicdo em caldo frente a diferentes micro-organismos, sendo cinco
bactérias Gram-negativas: Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella entérica subsp.
entérica (ATCC 14028), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Proteus mirabilis
(ATCC 25933) e Kilebsiella pneumoniae (ATCC 13883), quatro Gram-positivas:
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC 19433),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) e Bacillus subtillis (CCD-04) e a levedura
Candida albicans (ATCC 10231), e por fim, determinar a atividade antioxidante do
0leo pelo método de captura do radical livre 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH). As

analises de CG-EM resultaram na identificagdo de 13 constituintes, representando
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96,52% da area relativa total do 6éleo essencial. Os principais compostos identificados
foram a-Zingibereno (34,48%), pB-Sesquifelandreno (22,90%) e [1-Curcumeno
(16,17%). Em relacdo a atividade antimicrobiana, o 6leo essencial foi efetivo frente a
todos 0s micro-organismos testados exceto para as bactérias E.coli e K. pneumoniae, as
quais se apresentaram resistentes a acdo do 6leo. Em geral, as bactérias Gram-positivas
foram mais suscetiveis a acdo do 6leo essencial em relacdo as Gram-negativas. O 6leo
essencial apresentou potencial antioxidante na concentracdo de 6000 pg/mL. Nas
demais concentrages, 0 0leo exerceu baixa capacidade de captura do radical.

Palavras-chave: Guarea kunthiana, 6leo essencial, composi¢do quimica, atividade

antimicrobiana, antioxidante.

INTRODUCAO

Entre os principais produtos de origem vegetal com propriedades medicinais estdo os
6leos essenciais (Sartorattoet al., 2004) que vém se destacando no setor industrial como
ingredientes de formulagBes alimenticias,cosméticas,sanitizantes, além do uso na
medicina alternativa e em terapias naturais (Ceyhan et al., 2012; Scherer e Godoy,
2009). Além disso, os Gleos essenciais podem apresentar propriedades antimicrobianas
e inseticidas, sendo os estudos referentes a estas propriedades de extrema relevancia,
principalmente aqueles que envolvem plantas com potencial bioldgico desconhecido
(Krifaet al., 2011).

Os Oleos essenciais sdo caracterizados quimicamente como misturas complexas de
compostos de baixo peso molecular, sendo alguns altamente volateis e capazes de gerar
sabores e/ou aromas (Trombetta et al., 2005). Pesquisas cientificas evidenciam o papel
dos Oleos essenciais nas interacfes biologicas das plantas e do seu potencial como

agente terapéutico, incluindo acgfes anti-inflamatorias, analgésicas,anti-tumorais,
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antifungicas e antibacterianas, incluindo bactérias que causam intoxicacdo alimentar e
deterioracdo de alimentos (Siani et al., 2000; Silva et al., 2003; Sousa et al., 2004; Osei-
Safo et al., 2010; Kaileh et al., 2007).

Além destas propriedades, muitos 6leos essenciais possuem atividade antioxidante
confirmada, sendo estes, extremamente importantes na prevencdo de doencas, atuando
na inibicdo e atraso da oxidacdo das biomoléculas por meio da prevencgdo da iniciagcdo
ou da propagacdo da cadeia de reacOes de oxidagdo (Kaure Kapoor, 2001; Bamoniriet
al., 2010; Mokhtar et al., 2011). Devido aos efeitos prejudiciais que os antioxidantes
sintéticos podem apresentar, tais como toxicidade e carcinogenicidade, o interesse na
descoberta de compostos antioxidantes naturais tem aumentado consideravelmente
(Lossoet al., 2007).

A bioatividade dos dleos essenciais pode ser exercida por diferentes compostos dentre
eles, os terpenoides (Burt, 2004). Os monoterpenos sdo bem conhecidos como
constituintes da esséncia volatil de 6leos essenciais extraidos de plantas medicinais e
ervas aromaticas, o que justifica sua importancia para a industria de perfumes e
aromatizantes. Alguns sesquiterpenos podem atuar como compostos antimicrobianos e
anti-herbivoria (Croteauet al., 2000).

O crescente interesse pelos compostos bioativos naturais intensificou a realizagdo de
pesquisas que visam a substituicdo dos agentes quimicos sintéticos no setor industrial,
uma vez que os produtos naturais sao menos prejudiciais a saide (Gao et al., 2011),
além de serem biodegradaveis e geralmente apresentarem baixa toxicidade em
mamiferos (Figueiredo et al., 2008).

A familia Meliaceae possui distribuicdo pantropical, incluindo cerca de 50 géneros e
600 especies. No Brasil, ocorrem seis géneros e cerca de 100 espécies (Lorenzi e Matos,

2008). Os membros desta familia apresentam uma vasta diversidade de compostos
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quimicos, incluindo limonoides, triterpenos, esteroides, diterpenos, sesquiterpenos e
cumarinas (Cortez et al., 2000;Garcez et al., 2004; Lago et al., 2000; Lago et al., 2002;
Soares et al., 2012).0s limonoides sdo 0s compostos mais abundantes, e provavelmente
0S maiores representantes da classe dos terpenos com atividade inseticida (Luo et al.,
1999). Além destas propriedades, estes compostos podem atuar também como
antitumorais, antifngicos, bactericidas, antivirais (Champagne, 1992), antioxidantes
(Jayaprakasha e Patil, 2007), leishmanicidas (Lima, 2006) e antimaléricos (Kirandeepet
al., 2009).

Dentre as espécies que pertencem a familia Meliaceae, Guarea kunthiana A. Juss,
conhecida popularmente como jatuauba, figo-do-mato, peloteira e jitd, se destaca por
ser uma arvore nativa do Brasil e ter ampla distribuicdo geografica, com ocorréncia em
todo o territério nacional (Lorenzi, 2009). Pesquisas ja realizadas com extratos das
raizes desta planta relataram atividade antiparasitaria (Lima, 2006; Mesquita et al.,
2005) e inseticida (Coelho et al., 2006). Estudos fitoquimicos indicaram a ocorréncia de
diterpenos e sesquiterpenos no extrato etandlico obtido das folhas de G. kunthiana
(Garcez et al.,, 2004) e um limonoide equadoriano, isolado a partir do extrato
diclorometano das folhas (Mootoo et al., 1991). Contudo, ndo ha relatos na literatura do
potencial antimicrobiano, antioxidante e da composi¢do quimica do 6leo essencial de G.
kunthiana, sendo este, portanto, o primeiro estudo.

Assim, o objetivo deste trabalho foi determinar a composicéo quimica do dleo essencial
de G. kunthiana, seu potencial antimicrobiano frente a diferentes micro-organismos,
sendo cinco bactérias Gram-negativas, quatro Gram-positivas e uma levedura, e ainda

avaliar sua atividade antioxidante.

MATERIAL E METODOS
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Coleta e identificagcdo da planta

As folhas de G. kunthiana foram coletadas no periodo de marco e abril de 2013, em
uma propriedade rural da regido Oeste do estado do Parand,Brasil (S 24° 31°,W 53° 44",
altitude 442 m). Apos a coleta, as folhas foram secas em estufa a 35°C por um periodo
de 48 horas para posterior trituracdo em moinho de facas até obtencdo de material
vegetal triturado com granulometria inferior a 0,42 mm.Uma exsicata foi enviada ao
Herbario da Universidade Estadual do Oeste do Parand (UNOP) para a identificacdo

botanica sob o nUmero 7843 Pandini, J. A.

Obtencao do dleo essencial

Cerca de 60 g de material vegetal triturado de G. kunthiana foram submetidos a
extracdo em 700 mL de &gua destilada por um periodo de 3-4 h, pela metodologia de
arraste por vapor d’agua, utilizando-se um aparelho do tipo Clevenger. Apds a extracao,
0 Oleo obtido foi armazenado ao abrigo da luz a uma temperatura de 4°C até sua

utilizacdo (Weber, 2014).

Anélise CG/EM

A anélise dos compostos presentes no 6leo essencial foi realizada em um cromatégrafo
em fase gasosa FOCUS GC (ThermoElectron), acoplado a um espectrometro de massas
DSQ Il (ThermoElectron) empregando um detector com fonte de ionizagdo por impacto
de elétrons de 70V e analisador de massas do tipo quadrupolo. A separagédo
cromatografica foi efetuada por uma coluna capilar de silica fundida DB-5 ms (30 m de
comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,25 um de fase estacionaria; composi¢édo

de 5% fenil e 95% dimetilpolissiloxano).
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A temperatura do injetor foi de 250°C e a vazédo do gés de arraste foi mantida constante
a 1 mL.min™. A amostra e os padrdes dos alcanos foram injetados no modo split com
razdo de 1:25. A programacdo da temperatura foi: temperatura inicial de 50°C/2 min,
seguida de aumento para 180° C/2° C min'e 290° C/5° C min™. A interface entre 0 CG e
0 EM foi mantida em 270°C e a temperatura da fonte de ionizagdo do espectrometro de
massas foi de 250°C. A identificagdo dos compostos foi realizada por comparacdo de
seus tempos de retencdo com os tempos de retencdo obtidos na literatura (Adams,

2007)e por meio de seus indices de retencdo de Kovats.

Atividade antimicrobiana

Micro-organismos e condigOes de teste

O oleo essencial da planta foi testado frente a diferentes micro-organismos, sendo cinco
cepas de bactérias Gram-negativas: Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella
entérica subsp. entérica (ATCC 14028), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Proteus mirabilis (ATCC 25933) e Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), quatro
Gram-positivas: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC
19433), S.epidermidis (ATCC 12228) e Bacillus subtillis (CCD-04) e a levedura
Candida albicans (ATCC 10231) (American Type Culture Collection, USA).

Para o teste, os micro-organismos foram recuperados em caldo de enriquecimento
“Brain Heart Infusion” BHI e incubados por 24 h a 36+0,1°C. Apds este periodo, as
cepas microbianas foram padronizadas em solugdo salina (0,85%) até atingirem a
concentracdo final de 1x10°UFC/mL, com excecdo da levedura C. albicans que foi

diluida na concentragdo final de 1x10° UFC/mL para servir como inéculo.

Determinagéo da concentragao inibitoria minima (CIM)
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A CIM foi determinada como a menor concentracdo do Oleo capaz de inibir o
crescimento microbiano. O ensaio de microdiluicdo foi realizado conforme as normas
do Clinical Laboratory Standards Institute (2007).

O dleo essencial foi diluido em metanol e caldo Mueller-Hinton (MH) para o teste com
as bactérias e em metanol e caldo RPMI-1640 para C. albicans na proporcéao de 1:10 até
atingir a concentragéo de 7000 pg/mL. Em placas de microtitulacdo de 96 pocos foram
distribuidos a partir da segunda coluna 150pL de caldo MH para as bactérias e caldo
RPMI-1640 para C. albicans. Nas primeiras colunas foram adicionados 300 pL da
solucdo do 6leo de G. kunthiana, e a partir dai foram realizadas dilui¢des de 7.000-3,4
pg/mL. Ao final adicionou-se 10 pL de inoculo em cada poco, e as placas foram
incubadas a 36+0,1° Cpor 18-24h. Decorrido este intervalo de tempo, adicionou-se uma
aliquota de 10 pL de cloreto de trifeniltetrazlio (CTT) a 10%, e as placas foram
novamente incubadas a 36+0,1° C por 3 h. A presenca de coloracdo vermelha foi

interpretada como prova negativa do efeito inibitorio do 6leo essencial.

Determinacdo da concentragdo bactericida minima (CBM) e concentracéo fungicida
minima (CFM)

A partir dos pocos onde ndo houve crescimento bacteriano visivel, antes da adigdo do
CTT, foi retirada uma aliquota de 10 pL e inoculado na superficie de meio Agar MH.
As placas foram incubadas por 24 h a 36+0,1°C e ap0s este periodo, a CBM/CFM foi
definida como a menor concentracdo do 0Oleo essencial capaz de causar a morte do

indculo (Santdrioet al., 2007).

59



Como controle negativo foi utilizado metanol, e para o controle positivo foi utilizado
gentamicina para as bactérias e nistatina para C. albicans, ambos testados nas

concentragdes de 100-0,78 mg/mL.

Atividade antioxidante

A atividade antioxidante do 6leo essencial foi mensurada de acordo com o método da
reducdo do radical livre 2,2-difenil-1-picril hidrazil(DPPH), baseada na metodologia
proposta por Scherer e Godoy (2009), Rufino et al. (2007) e Weber, 2013. Para tal,
aliquotas de 0,1 mL do 6leo essencial em diferentes concentracdes (6000-375 pg/mL)
foram tratadas com 3,9 mL de solugdo metandlica de DPPH 0,2 mM e levemente
homogeneizadas em agitador de tubos. Apds a agitacdo, os tubos foram deixados em
repouso ao abrigo da luz durante 30 minutos. Decorrido o tempo de reacgdo, a
absorbancia das amostras foi mensurada em 515 nm. Como controle negativo foi
utilizado 0,1 mL de solugéo controle (metanol, acetona e dgua) e como controle positivo
utilizou-se o antioxidante sintético comercial BHT (butil-hidroxi- tolueno), nas mesmas
condigdes do controle negativo. Como branco, foi utilizado metanol para a calibragédo
do espectrofotobmetro. A capacidade de sequestro do radical livre foi expressa pela
equacdo: 1%: [(Abs0 — Abs1)/Abs0] x100, onde Absy é a absorbancia do controle e
Abs; é a absorbancia da amostra. O 1Cso (quantidade de substancia antioxidante
necessaria para reduzir em 50% a concentracdo inicial de DPPH) foi calculado com
base na equacdo da reta obtida da curva de calibracdo. Os testes foram realizados em
triplicata.

Os dados obtidos pelos calculos da capacidade de sequestro do radical DPPH e o ICs
foram analisados pelo teste de Tukey, a 5% de significancia, utilizando-se o programa

Sisvar (Ferreira, 2011).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de CG/EM, resultou na identificacdo de 13 compostos, representando 96,52%
da area relativa total do 6leo essencial. Os compostos majoritarios foram a-Zingibereno
(34.48%), B-Sesquifelandreno (22,90%) e a-Curcumeno (16,17%) (Tabelal).

Os compostos identificados foram na maioria hidrocarbonetos sesquiterpénicos
(84,37%), seguidos do diterpeno Caureno (9,95%) e do sesquiterpeno oxigenado
Espatulenol (2,20%). A ocorréncia de sesquiterpenos é bem evidenciada nos 6leos
essenciais de diferentes espécies de Guarea, tais como: G. convergens, G.humaitensis,
G.scabra e G.silvatica que demonstraram principalmente a presenca de hidrocarbonetos
sesquiterpénicos e oxigenados e do diterpeno Caureno, variando 0S compostos
majoritarios entre as espécies testadas (Magalhdes et al., 2010). Lago et al. (2000),
avaliando os compostos presentes no 6leo essencial de G. guidonia, relataram somente a
ocorréncia de sesquiterpenos. Estudos com a espécie G. macrophyla indicaram a
ocorréncia de sesquiterpenos oxigenados e hidrocarbonetos, diterpenos e também de
acidos graxos, sendo que 0s compostos apresentaram variacdes em diferentes épocas do
ano. (Lago et al., 2000; Lago et al., 2006).

A variacdo dos compostos quimicos presentes nos 6leos essenciais pode ser atribuida a
diferentes fatores, como sazonalidade, ritmo circadiano, idade e desenvolvimento da
planta, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, teor de nutrientes,
altitude, poluicdo atmosférica e ataque de patogenos (Gobbo-Neto e Lopes, 2007). A
alteracdo de alguns destes fatores tem demonstrado influenciar significativamente no
rendimento e composicao de oleos essenciais (Dudarevaet al., 2004), atribuindo a isso,

as diferencas encontradas quando se comparam diferentes estudos.
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Quanto ao potencial antimicrobiano, o dleo essencial de G. kunthiana exerceu atividade
frente a todos os micro-organismos testados, exceto para as bactérias E. coli e K.
pneumoniae, as quais se apresentaram resistentes a acdo do 6leo. Os valores de CIM
variaram entre 13,6 a 3500 pg/mL e CBM de 54,6 a 3500 pg/mL para as bactérias
Gram-positivas e CIM e CBM de 7000 pg/mL para as Gram-negativas. Para C. albicans
os valores de CIM e CBM foram 1750 e 3500 pg/mL, respectivamente (Tabela 2).

No geral, as bactérias Gram-positivas foram mais suscetiveis a acdo do 6leo essencial
em relagdo as Gram-negativas. Nao ha relatos na literatura do potencial antimicrobiano
do Oleo essencial de G. kunthiana e sdo escassos os trabalhos relativos a testes
antimicrobianos com Oleos essenciais de plantas da familia Meliaceae. Dados
semelhantes a este estudo foram reportados por Sairam et al. (2000), que ao avaliarem o
potencial antibacteriano e antifingico do Oleo essencial de Azadirachta indica
(Meliaceae) observaram maior atividade antimicrobiana do 6leo essencial frente as
bactérias Gram-positivas quando comparadas as Gram-negativas. Aromdee e
Sriubolmas (2006), avaliando o potencial antimicrobiano desta mesma planta,
verificaram atividade antimicrobiana moderada frente a B. subtilis e C. albicans, ja
Parthasarathy e Thombare (2013) reportaram atividade somente para Staphylococcus
auricularis com o 6leo essencial desta espécie.

Os mecanismos de acdo dos Oleos essenciais nas células bacterianas envolvem
diferentes alvos. Uma das caracteristicas mais importantes é a hidrofobicidade de seus
componentes, 0 que permite uma particdo nos lipidios da membrana da célula
bacteriana e nas mitocondrias, perturbando as estruturas e levando a um extravazamento
do conteudo celular (Burt, 2004). A maior resisténcia das bactérias Gram-negativas a
acao dos oOleos essenciais pode ocorrer devido a complexidade da dupla membrana

apresentada por estes micro-organismos, a qual limita a difusdo de compostos
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hidrofobicos, através da cobertura lipopolissacaridica (Burt et al., 2004; Holley e Patel,
2005).

Em geral, a atividade antimicrobiana dos dleos essenciais depende da composi¢do
quimica da planta, o que pode variar de acordo com o periodo do ano (Reis et al., 2003;
Yesil-Celiktaset al., 2007). Alguns compostos presentes no Oleo essencial de G.
kunthiana, como o a-Zingibereno apresenta propriedades antimicrobianas (Croteau et
al., 2000) com relatado para Zingiber officinale (gengibre) que apresenta este composto
como majoritario no 6leo essencial, o qual demonstrou significativa atividade frente a
algumas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Andrade et al., 2012), sendo que
as propriedades terapéuticas desta planta sdo atribuidas em parte pela acdo deste
composto (Zarate et al., 1992). A outros compostos como o Cariofileno e o
Germacreno-D sdo atribuidas propriedades antibacterianas e antifingicas (Costa et al.,
2010; Veiga-Junior e Pinto et al., 2002). O Espatulenol possui propriedades
antibacterianas (Pacciaroni et al., 2000), o que pode justificar a atividade encontrada.
Apesar de alguns destes compostos estarem presentes em baixas concentragdes, eles
podem ter efeito sobre a eficiéncia global da atividade antimicrobiana do 6leo essencial
em acdo sinérgica com os demais constituintes (Burt, 2004; Vagionas et al., 2007; Giles
et al., 2010). Embora os componentes majoritarios possam representar muitas vezes
mais de 85% da caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais, a sua propor¢ao nao esta
relacionada com a grandeza de sua atividade, podendo esta inclusive ser fundamental
para a acdo farmacoldgica dos compostos que aparecem em quantidades infimas
(Galindo et al., 2010).

A andlise dos resultados de atividade antioxidante do dleo essencial de G. kunthiana,
demonstra que existem diferencas significativas entre as diferentes concentragoes

testadas do Oleo essencial e o antioxidante sintético comercial (BHT). Porém, a
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diferenga do indice de ICsy entre os valores do antioxidante sintético (BHT) e a
concentracdo de 6000 pg do o6leo essencial é pequena (9,27 para o BHT e 17,54 para o
6leo essencial). O mesmo pode ser verificado quando se comparam os valores de
porcentagem de sequestro do radical DPPH (95,85% para o BHT e 91,52% para o dleo
essencial), demonstrando desta forma, que o 6éleo essencial apresentou maior atividade
antioxidante nesta concentragdo. Nas demais concentragdes avaliadas o 6leo essencial
apresentou baixa capacidade de sequestro do radical DPPH (Tabela 3).

A capacidade de sequestrar radicais livres do 6leo essencial de G. kunthiana pode ser
atribuida a presenga de alguns compostos como o []-Zingibereno, que desempenha
importante papel na defesa de algumas plantas contra a oxidagdo (Rice-Evans et
al.,1997). Outros compostos, como o Cariofileno, possuem reconhecida atividade
antioxidante, e pode ter esta capacidade aumentada pelo efeito sinérgico com os demais
compostos presentes (Shahidi e Wanasundara., 1992; Morais et al., 2006).

Os resultados de atividade antioxidante relatados na literatura sdo dificeis de serem
comparados, uma vez que esta € fortemente influenciada pelo método de determinacéo.
Vérias metodologias tém sido descritas para a avaliacdo da atividade antioxidante de
compostos quimicos presentes nos Oleos essenciais e também de extratos vegetais.
Alguns autores propGem testes que recorrem a reducdo de radicais livres gerados in
vitro, resultantes da acdo antioxidante de substancias avaliadas, destacando-se 0 método
do DPPH (2,2-difenil-2-picrilhidrazil), por ser uma alternativa rapida e de custo
praticavel (Molyneux, 2004).

Os produtos derivados de plantas servem como um prototipo no controle do
crescimento de micro-organismos patogénicos e na producao de medicamentos menos
toxicos e mais eficazes (Ahmad e Beg, 2001; Kelmanson et al., 2000). E crescente a

preocupacdo das industrias em fazer uso de compostos menos agressivos, € a nédo
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inclusdo de matérias primas sintéticas para a conservacdo de produtos (Packer; Luz,
2007). Desta forma, estudos vém sendo conduzidos com Oleos essenciais para a
descoberta de novos compostos com potencial antimicrobiano e antioxidante, uma vez
que estes dois mecanismos aumentam de forma significativa a aplicacdo dos produtos
(Guleria e Kumar, 2006; Mokhtar et al., 2011).

Este estudo representa o primeiro relato na literatura da composicdo quimica e potencial
antimicrobiano e antioxidante do dleo essencial de G. kunthiana, e pode servir como
base para a realizacdo de novas pesquisas com plantas que apresentam potencial
bioldgico desconhecido. Destaca-se assim, a importancia dos estudos fitoquimicos, uma
vez que 0s mesmos revelam a presenca de compostos ativos que podem justificar os
potenciais bioldgicos encontrados.

Desta forma, o 6leo essencial de G. kunthiana tem potencial para ser utilizado na
indUstria de alimentos, cosmética e farmacéutica, uma vez que 0 mesmo apresenta
propriedades antimicrobianas e antioxidantes. Cabe ressaltar, a importancia de estudos
mais aprofundados, principalmente para a determinacdo do mecanismo de agdo deste
6leo essencial, bem como a acdo de seus compostos testados isoladamente e em

sinergismo.

CONCLUSOES
A anélise por CG-EM do 06leo essencial de G. kunthiana revelou a presenca de 13
compostos, sendo o-Zingibereno, [B-Sesquifelandreno e a-Curcumeno 0s principais
componentes. Para o teste de atividade antimicrobiana, o 0leo essencial foi efetivo
frente a todos os micro-organismos testados exceto para E. coli e K. pneumoniae, no
geral, as bactérias Gram-positivas foram mais suscetiveis a acdo do Oleo essencial em

comparacdo as Gram-negativas. Em relagéo a atividade antioxidante, o 6leo foi efetivo
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na concentracdo de 6000 pg/mL, expressando valores préximos ao antioxidante
sintético.
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Tabela 1: Componentes volateis do 6leo essencial de G. kunthiana obtidos pela analise

de GC-MS.
TR (min)® Componentes” %Area IK
35,27 a-Copaeno 0,67 1373
36,36 B-Elemeno 5,19 1386
37,85 Cariofileno 0,48 1414
39,05 a-Bergamoteno 1,91 1434
40,51 B-Farneseno 0,44 1459
41,59 Germacreno-D 0,52 1477
41,93 a-Curcumeno 16,17 1482
42,72 a-Zingibereno 34,48 1495
44,18 Calameneno 1,27 1520
44.33 B-Sesquifelandreno 22,90 1523
47,18 Espatulenol 2,20 1573
52,58 Cadaleno 0,34 1671
69,66 Caureno 9,95 2033
Total 96,52 -
Sesquiterpenos 84,37 -
hidrocarbonetos
Sesquiterpenos 2,20 -
oxigenados
Diterpenos 9,95 -

 Tempo de retengdo em minutos
b Compostos identificados na coluna capilar DB-5 ms

¢ IK indice de Kovats
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Tabela 2. Concentrag¢do Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) e Concentragdo Fungicida Minima (CFM) do 6leo essencial de G. kunthiana

frente aos micro-organismos testados.

Micro-organismos CIM/CBM e CFM?
Oleo Metanol® Gentamicina®  Nistatina®
essencial’

E. coli Sa Sa 0,78/0,78 Nt

P. aeruginosa  7000/7000 Sa 0,78/0,78 Nt

Gram -  S. entérica 7000/7000 Sa 0,78/0,78 Nt

P.mirabilis 7000/7000 Sa 0,78/0,78 Nt

K. pneumoniae Sa Sa 0,78/0,78 Nt

S. aureus 13,6/54,6 Sa 0,78/0,78 Nt

Gram + E. faecalis 437,5/875 Sa 0,78/0,78 Nt

S. epidermidis  3500/3500 Sa 0,78/0,78 Nt

B. subtillis 875/875 Sa 0,78/0,78 Nt
Levedura C. albicans 1750/3500 Sa Nt 0,78/0,78

% Concentracdo inibitéria minima (CIM)/Concentracéo bactericida minima (CBM) e
Concentracdo fungicida minima (CFM), * mg/mL.

® Testado na concentracdo de 7000-3,4 pg/mL.

9 Testado na concentracéo de 100-0,78 mg/mL.

*Testado na concentragdo de 100-0,78 mg/mL.

Sa: Sem atividade; Nt: N&o testado
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Tabela 3: Indice de DPPH (2,2-difenil-2-picrilhidrazil) (% de sequestro) e 1Cso das

diferentes concentragdes testadas do 6leo essencial de G. kunthiana

Solucdes de teste % sequestro DPPH ICs0
Controle positivo (BHT) 95,85+0,04° 9,27+0,08°
6000 g 91,52+0,09" 17,54+0,18 °
3000 pg 56,18+ 1,10° 82,45+2,07°
1500 pg 27,23+ 0,42¢ 137,81+0,80°
750 pg 24,34 +0,09 © 143,72+0,18°
375 ug 23,57 +0,48° 144,72+0,91°

Os valores apresentados correspondem a média e desvio padrdo de triplicatas. Valores

seguidos da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p <0,05)
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