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RESUMO

Schinus molle L. (Anacardiaceae) é uma arvore nativa do Sul do Brasil e conhecida
popularmente como aroeira, aroeira-da-praia e aroeira-salsa. Na medicina tradicional,
€ utilizada como analgésico, antifungico, anti-hipertensivo, anti-inflamatorio,
antimicrobiano, antisséptico, diurético e inseticida. Considerando a ampla utilizacao,
0 potencial terapéutico e a variabilidade quimica em diferentes épocas do ano, o
trabalho objetivou determinar o perfil fitoquimico das folhas de S. molle nas quatro
estacOes do ano e avaliar as atividades biologicas e investigar a genotoxicidade, além
de avaliar os efeitos cardioprotetores dos extratos aquosos. Os 6leos essenciais foram
caracterizados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM) e cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE). A atividade
antioxidante foi determinada pelos métodos de formagdo do complexo
fosfomolibdénio, DPPH e TBARS. A atividade antimicrobiana do Oleo essencial
(verdo) foi avaliada frente a Proteus mirabilis, Candida albicans, Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e
Pseudomonas aeruginosa pela analise da concentracéo inibitéria minima (CIM) e da
concentracdo bactericida minima (CBM). A atividade citotoxica foi verificada pela
viabilidade celular de linhagens celulares derivados do cancer humano e células
renais normais. A acao anti-inflamatoria do 6leo essencial foi avaliada pelos testes de
sensibilidade mecéanica (Von Frey), ao frio e edema de pata. A fragdo solavel em
etanol de S. molle (FSESM) foi submetida a estudos de toxicidade aguda,
genotoxicidade e efeitos cardioprotetores em animais. O perfil quimico dos 6leos
essenciais evidenciou para o verao - 6xido de cariofileno (8,88%), B-pineno (8,84%),
E-cariofileno (7,53%), limoneno (6,11%), a-muuroleno (5,42%) e espatulenol (5,88%);
primavera — limoneno (5,27%); outono — zonareno (9,27%), globulol (7,84%) e canfeno
(5,19%); inverno — muurolol (19,40%), a-cadinol (16,32%), ledol (14,46%) e 6xido de
cariofileno (11,44%). A CCDAE identificou a variabilidade quimica dos 6leos
essenciais nas quatro estacoes. A atividade antimicrobiana evidenciou-se em 0,203
g/mL (CIM) para E. coli. A citotoxicidade foi comprovada para trés linhagens de
células tumorais: BT-549 (cancer de mama), SK-MEL (melanoma) e KB (células
tumorais formadoras de queratina) para ICso (concentragdo inibitoria média) com
valores de 70 pg/mL, 92 ug/mL e 100 pg/mL, respectivamente. E para as células
renais normais (células VERO), a citotoxicidade em ICso foi de 79 pg/mL. A acao anti-
inflamatoria do éleo essencial foi considerada significativa. Além disso, a atividade
antioxidante também foi comprovada. O perfil quimico da FSESM revelou acidos
organicos, derivados do acido benzoico, é&lcool benzilico, derivados do &cido
fenilpropandide, flavonoides, procianidinas, megaestigmanos o-glicosilados e acidos
graxos. FSESM ndo demonstrou efeitos toxicos na dose maxima de 2000 mg/kg. Nos
testes de genotoxicidade, FSESM (5, 50 e 300 mg/kg) ndo causou danos no DNA e
nos eritrocitos. Os efeitos cardioprotetores de FSESM nao foram comprovadas pela
avaliacao da atividade diurética e reatividade vascular em leito mesentérico. Para essa
pesquisa, os resultados identificaram a variabilidade quimica da composicdo, a
atividade antimicrobiana, citotoxica e antioxidante dos Oleos essenciais das folhas de
S. molle, e a auséncia de genotoxicidade e a seguran¢a da administracdo oral de
FSESM.

Palavras-chave: Anacardiaceae. Aroeira. Antioxidante. Genotoxicidade. Oleo volatil.



ABSTRACT

Schinus molle L. (Anacardiaceae) is a medicinal tree native from South of Brazil and
traditionally known as aroeira, aroeira-da-praia and aroeira-salsa. In the traditional
medicine, is used as analgesic, antifungic, antihypertensive, anti-inflammatory,
antimicrobial, antisseptic, diuretic and insecticide. Considering, the wide utilization of
the medicinal specie in the traditional medicine, the therapeutic potential and the
chemical variability in the different seasons of the year, the work aimed to determine
the phytochemical profile of the essential oil of S. molle leaves in four seasons of the
year and to evaluate the biological activities and investigating the genotoxicity and
cardioprotective effects of the aqueous extracts. The essential oils were characterized
by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) and high-performance thin layer
chromatography (HPLC). The antioxidant activity was determined by
phosphomolybdenum assay, DPPH and TBARS. For the essential oil (summer), the
antimicrobial activity was evaluated against Proteus mirabilis, Candida albicans,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa by minimal inhibitory concentration (MIC).
The cytotoxic activity was verified by cell viability of tumor cell and normal kidney cell
lines. The anti-inflammatory action of the essential oil was evaluated by mechanical
sensitivity test (Von Frey), to cold and paw edema. The fraction soluble in ethanol of S.
molle (FSESM) was submitted to acute toxicity studies, genotoxicity and
cardioprotective effect in animals. The chemical profile for the essential oils evidenced
to summer - the caryophyllene oxide (8,88%), B-pinene (8,84%), E—caryophyllene
(7,53%), limonene (6,11%), a-muurolene (5,42%) and spatulenol (5,88%); spring —
limonene (5,27%); fall — zonarene (9,27%), globulol (7,84%) and camphene (5,19%);
winter — muurolol (19,40%), a-cadinol (16,32%), ledol (14,46%) and caryophyllene
oxide (11,44%). The HPLC identified the chemical variability of essential oils in the four
seasons. The antimicrobial activity showed in 0,203 g/mL (MIC) against E. coli. The
cytotoxicity was verified to three lineages of tumoral cells: BT-549 (breast cancer), SK-
MEL (melanoma) and KB (keratin-forming tumor cells) for ICso (mean inhibitory
concentration) for values of 70 ug/mL, 92 ug/mL and 100 pg/mL, respectively. And to
the normal kidney cells (VERO cells), the cytotoxicity in 1Cso 79 pg/mL was verified.
The anti-inflammatory activity was considered significant. In addition, the antioxidant
activity was proved it. The FSESM chemical profile revealed organic acids, derived
from benzoic acid, derivates of phenylpropanoid acid, flavonoids, procyanidins, o-
glycosylated megastigmanes and fatty acids. FSESM did not demonstrate toxic effects
at maximum dose of 2000 mg/kg. In the genotoxicity assay, FSESM (5, 50 and 300
mg/kg) did not caused damages in the DNA and erythrocytes. The cardioprotective
effects of FSESM were not proven by evaluation of diuretic activity and vascular
reactivity in mesenteric beds. For this research, was identified a chemical variability of
the composition, the antimicrobial, cytotoxic and antioxidant activity of the oil essential
from leaves of S. molle, in addition to prove the absence of genotoxicity and the safety
oral administration of FSESM.

Keywords: Anacardiaceae. Aroeira. Antioxidant. Genotoxicity. Volatile oil.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sao utilizadas desde o surgimento das civilizagdes. Ao
longo dos anos, diferentes espécies medicinais continuaram sendo utilizadas pela
populacéo, geralmente para tratar problemas de saide menos complexas, em regides
como a Asia, Africa e América Latina. Atualmente, o uso de plantas medicinais esta
cada vez mais sendo difundida pela industria de medicamentos, bem como aplicadas
na medicina alternativa ou complementar (Jamshidi-Kia; Lorigooini; Amini-Khoel,
2018).

Nos ultimos anos, no Brasil, 0 uso de plantas medicinais e fitoterapicos esta
inserido na Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) em
conformidade com os principios e diretrizes do Sistema Unico de Saude (SUS),
principalmente na Atengcdo Béasica. Com isso, as plantas medicinais sao oferecidas
pelo o sistema da seguinte maneira: planta fresca (in natura), planta seca (droga
vegetal), fitoterapico manipulado - preparado em farmacias, de acordo com a
autorizacdo da Vigilancia Sanitaria, fitoterdpico industrializado — produzido e
comercializado mediante registro na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) (Brasil, 2006).

Para isso, foi necessério o cultivo dessas plantas medicinais em hortos para
o fornecimento da matéria-prima. Em consequéncia, surgiu um novo Programa dentro
da Politica Nacional de Assisténcia Farmacéutica e do SUS, a Farmécia Viva. E esse
Programa pode compreender “todas as etapas, desde o cultivo, a coleta, o
processamento, 0 armazenamento de plantas medicinais, a manipulacédo e a
dispensacdo de preparacdes magistrais e oficinais de plantas medicinais e
fitoterapicos”. Além do mais, a Farmacia Viva esta instaurada no SUS, desde abril de
2010 (Brasil, 2012).

Atualmente, preparacdes ou substancias derivadas de espécies medicinais,
tais como extratos aquosos e 0leos essenciais, tem a sua aplicacdo na area clinica,
por expressarem atividades medicinais (Do Rosario Martins et al., 2014; Rios; Recio,
2005).

De maneira geral, os 6leos essenciais estdo em destaque na area cientifica

por inumeros estudos e tém revelado diversas atividades biologicas, como



13

antimicrobianas, antifingicas, citotoxicas, antioxidantes, inseticidas e antiparasitarias
(Machado et al., 2019). Contudo, a composi¢cdo quimica dos 0leos essenciais pode
sofrer variagdes por influéncias sazonais, geogréaficas e climaticas, bem como de
acordo com o 6rgéo da planta escolhido para extracao, podendo ser, por exemplo de
folhas (Machado et al., 2019) ou de frutos (Bendaoud et al.,, 2010). Todas essas
caracteristicas, refletem na efetividade ou na intensidade da atividade medicinal ou
biolégica (Machado et al., 2019).

Varios géneros botanicos sao representados por espécies aromaticas e
dentre eles destaca-se Schinus L. (Anacardiaceae) que compreende 29 espécies
distribuidas em regides desde a América Central a Argentina (Lorenzi; Matos, 2008),
enguanto que no Brasil, ocorrem 9 espécies. Dentre as espécies de Schinus mais
estudadas estdo S. areira L., S. engleri F. A. Barkley, S. fasciculata (Griseb.) I. M.
Johnst., S. ferox Hassl., S. latifolia (Gillies ex Lindl.) Engl., S. lentiscifolia Marchand,
S. longifolia (Lindl.) Speg., S. molle L., S. polygama (Cav.) Cabrera, S. ramboi F. A.
Barkley, S. spinosa Engl., S. terebinthifolia Raddi e S. weinmanniifolia Mart. ex Engl.
(Silva-Luz et al., 2022).

Schinus molle L. é uma espécie medicinal aromatica e conhecida
tradicionalmente como aroeira, aroeira-da-praia, aroeira-periquita, aroeira-salsa,
balsamo e pimenteiro (Lorenzi; Matos, 2008). E uma arvore semidecidua de 5-8 m de
altura, com copa globosa, folhas aromaticas e frutos esféricos amarronzados; tronco
cilindrico medindo entre 25-35 cm de diametro, sendo uma espécie nativa do Sul do
Brasil. Aléem da utilizacdo como planta ornamental na arborizacdo urbana, é utilizada
também na medicina tradicional como adstringente, balséamico, diurético, emenagogo,
purgativo, estomaquico, tonico, vulnerério, anti-inflamatorio, analgésico, antitumoral,
antisséptico, antifangico (Lorenzi; Matos, 2008), além de ser utilizada como
antimicrobiano (Do Rosério Martins et al., 2014), repelente (Goldstein; Coleman, 2004)

e anti-hipertensivo (Maema; Potgieter; Mahlo, 2016).

Estudos dos extratos de folhas de S. molle evidenciaram atividade analgésica
(Barrachina et al., 1997), antidepressiva (Machado et al.,, 2007), anti-helmintica
(Zenebe; Feyera; Assefa, 2017), antimicrobiana (Deveci et al., 2010; Turchetti et al.,
2020), citotoxica (Garzoli et al., 2019), inibitéria da enzima conversora de angiotensina
(ECA) (Olafsson et al., 1997), inseticida (Ferrero et al., 2007; Girmay et al., 2014) e

repelente (Deveci et al., 2010).
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Considerando que ha um namero reduzido de estudos sobre a sazonalidade
dos oOleos essenciais das folhas de S. molle e de que faltam pesquisas sobre a
atividade cardioprotetora dos extratos aquosos da espécie medicinal, visto o potencial
terapéutico que possui, o presente trabalho teve como objetivo determinar o perfil
guimico do 6leo essencial extraido das folhas nas quatro estacdes do ano, além de
verificar as atividades antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatoria e citotoxica do
Oleo essencial, além de avaliar a toxicidade aguda, a genotoxicidade e a eficacia

cardioprotetora do extrato aquoso das folhas de S. molle.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar e comparar o perfil quimico do 6leo essencial extraido de folhas de
Schinus molle L., nas quatro estacées do ano, bem como analisar as atividades
antimicrobiana, anti-inflamatoria, antioxidante e citotoxica do 6leo essencial, e avaliar
a toxicidade aguda, a genotoxicidade e a eficacia cardioprotetora do extrato aquoso
das folhas de S. molle.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair e caracterizar por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM) o dleo essencial de folhas de S. molle nas quatro estacdes
do ano;

e Determinar a atividade antimicrobiana do Oleo essencial frente a
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Candida
albicans;

e Avaliar o efeito anti-inflamatério do 6leo essencial (30 mg/kg) pelo ensaio de
edema de pata, hiperalgesia mecanica, ao frio (acetona) em camundongos;

e Avaliar a atividade antioxidante in vitro do 6leo essencial pelos métodos de
formacéo do complexo fosfomolibdénio, DPPH e TBARS,;

e Verificar a atividade citotoxica do 6leo essencial contra células de linhagens
derivadas do cancer humano (cancer de mama, melanoma e células tumorais
formadoras de queratina) e de células renais normais (células VERO);

e Analisar a toxicidade aguda e a genotoxicidade do extrato aquoso de folhas de
S. molle em ratos da linhagem Wistar;

e Avaliar a eficacia cardioprotetora em ratos espontaneamente hipertensos
(SHR).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 AS PLANTAS MEDICINAIS NO BRASIL

O uso de plantas medicinais e fitoterapicos esta inserido na Politica Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, que constitui a base das politicas publicas de
saude, meio ambiente, desenvolvimento econémico e social. Esta Politica foi
aprovada por meio do Decreto n® 5.813, de 22 de junho de 2006, que estabelece
diretrizes com o objetivo de garantir o acesso seguro e racional de plantas medicinais
e fitoterpicos. Dentre essas estdo, a regulamentacdo do cultivo; o manejo
sustentavel; a producao, a distribuicdo, e o uso de plantas medicinais e fitoterapicos,
considerando as experiéncias da sociedade civil nas suas diferentes formas de
organizacao. Além de fomentar a pesquisa, o desenvolvimento tecnoldgico e inovagéo
com base na biodiversidade brasileira, abrangendo espécies vegetais nativas e
exoticas adaptadas, priorizando as necessidades epidemioldgicas da populagéo
(Brasil, 2006).

Além dessas diretrizes, ha outra que incentiva a formacéo e a capacitacao de
recursos humanos para o desenvolvimento de pesquisas, tecnologias e inovagdo em
plantas medicinais e fitoterapicos, além de promover a interacéo entre o setor publico
e a iniciativa privada, universidades, centros de pesquisa e Organizacbes Nao
Governamentais na area de plantas medicinais e desenvolvimento de fitoterapicos
(Brasil, 2006). Nesse contexto, as plantas medicinais e fitoterapicos possuem um grau
de importancia relevante na saude publica brasileira com a finalidade de garantir um
tratamento seguro, racional e efetivo para a populacdo (Brasil, 2012).

Adicionalmente, a Portaria GM/MS n° 971, de 3 de maio de 2006, aprovou a
Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema
Unico de Saude (SUS) que visa a prevencao de agravos, promogao e recuperacio da
saude, com énfase na atencdo primaria para o cuidado humanizado e integral em
saude (Brasil, 2006).

Nos ultimos anos ocorreram alteragdes nas politicas nacionais com a
elaboracdo de novas normas e revisdes das legislacbes. Uma das principais
mudancas esta na instituicdo da Farmacia Viva no SUS por meio da Portaria GM n°

886, de 20 de abril de 2010, pelo Ministério da Saude. As Farmécias Vivas foram
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criadas com o objetivo de promover a assisténcia farmacéutica a comunidade, devido
a dificuldade de acesso aos servicos de saude. Portanto, elas tém grande importancia
no desenvolvimento e na utilizagdo de plantas medicinais na comunidade, resgatando
0 conhecimento empirico e promovendo o uso racional (Brasil, 2012).

Visto a importancia e o crescimento do uso de plantas medicinais em todo o
territorio brasileiro, percebe-se a necessidade do aprimoramento do conhecimento
cientifico sobre as espécies medicinais, bem como a realizacéo de novos estudos com
as espécies que ainda nao foram estudadas e até mesmo, pesquisar sobre novas
atividades terapéuticas que possam ser desempenhadas por meio de novas
preparacdes ou formulacdes (Stntar, 2020).

Schinus molle é uma espécie medicinal que ndo é encontrada em compéndios
cientificos como a Farmacopeia Brasileira e ndo consta da Relacdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao SUS. Acredita-se que com o presente trabalho, S.
molle passe, em breve, a integrar essas obras, como é o caso de Schinus
terebinthifolia Raddi.

3.2 FAMILIA ANACARDIACEAE R. BR.

A familia Anacardiaceae esta inserida entre os principais grupos de
Angiospermas, incluindo cerca de 81 géneros, nos quais se distribuem 800 espécies
(Sliva-Luz et al., 2022). No Brasil, a familia compreende 13 géneros e 57 espécies e
estao distribuidas em todas as regides do pais como arbustos, subarbustos e arvores,
habitando os biomas amazo6nia, caatinga, cerrado, mata atlantica, pampa e pantanal
(Silva-Luz; Pirani, 2015).

Os 20 principais géneros que fazem parte da familia Anacardiaceae séao:
Anacardium L., Antrocaryon Pierre, Apterokarpos Rizzini, Astronium Jacq.,
Campnosperma Thwaites, Cyrtocarpa Kunth, Garuga Roxb., Harpephyllum Bernh. Ex
C.Krauss, Lithraea Miers ex Hook. & Arn., Loxopterygium Hook. f., Mangifera L.,
Mauria Kunth, Poupartia Comm. ex Juss., Schinopsis Engl., Schinus L., Sorindeia
Thouars, Spondias L., Tapirira Aubl., Thyrsodium Salzm. ex Benth. e Toxicodendron
Mill. (Silva-Luz et al., 2022).

As arvores e os arbustos sédo eretos e muito raramente epifitos, sendo a seiva
caracterizada como acre e com cheiro de terebintina, ficando escura quando exposta

ao ar. As folhas se localizam nas extremidades dos galhos, e sdo geralmente
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espessas, espiraladas ou alternadas, e algumas vezes sao subverticiladas, simples,
uni ou tri-foliolada, imparipinadas e raramente paripinadas (Hou, 1974). As folhas
ainda possuem a margem do limbo inteira e raramente crenada ou denteada,
pecioladas, sendo raramente sésseis ou subsésseis (Hou, 1974).

As inflorescéncias sédo terminais e/ou axilares, raramente paniculiformes,
sendo algumas vezes racemosas ou espiciformes, raramente com flores solitarias; as
bracteas e bractéolas geralmente sdo caducas e algumas vezes persistentes; 0s
pedicelos sao distintos e geralmente articulados. As flores sédo regulares, bissexuadas
ou unissexuadas (plantas monoicas, dioicas ou poligamas); os frutos sao drupaceos
e variam de tamanho, podendo ser de 2 cm a 25 cm de comprimento. Essas drupas
(endocarpo) podem ser comestiveis e sdo dispersas por passaros, morcegos,
esquilos, macacos, entre outros animais (Hou, 1974).

Taxonomicamente, a familia foi dividida em 1883 por Engler, em quatro tribos,
dentre elas: Mangifereae, Spondieae, Rhoideae e Semercapeae; e em 1892, mais
uma tribo foi adicionada, Dobineeae. Entretanto, de acordo com Erdtman, em 1952,
Dobineeae deveria ser excluida da familia Anacardiaceae segundo a morfologia do
pélen (Hou, 1974).

Anacardiaceae possui algumas afinidades com outras familias, tais como:
Burseraceae Kunth (pelas caracteristicas macromorfolégicas), bem como em maior
ou em menor grau com: Sapindaceae Juss., Meliaceae Juss., Sabiaceae Blume,
Rutaceae Juss., Simaroubaceae DC., Zygophyllaceae R.BR., etc. (Hou, 1974).

Quimicamente, os extratos das folhas de Anacardiaceae possuem na sua
composicao diferentes acidos, como o 4cido quinico, principalmente em folhas jovens
e 0 acido chiquimico. Além disso, ocorre a presenca de outros compostos, tais como
alcaloides inddlicos e biflavonoides, além de taninos de resinas triterpénicas em
espécies de Mangifera L. e Schinus terebinthifolia Raddi (Hou, 1974).

Espécies de Anacardiaceae possuem diversas atividades biolégicas que
foram comprovadas, tais como: atividade antimicrobiana (Schinus lentiscifolius
Marchand) (Gehrke et al., 2013), atividade larvicida (Gluta renghas L.) (Zuharah et al.,
2021), atividade antioxidante e antifungica (Anacardium occidentale L., Schinopsis

brasiliensis Engl., Spondias mombin L., Mangifera indica L.) (Neves et al., 2021).
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3.3 GENERO Schinus L.

Schinus pertence a familia Anacardiaceae e inclui 147 espécies (POWO,
2022) sendo que 12 espécies estao distribuidas por todo o territério nacional, nos
biomas pampa, caatinga, cerrado e mata atlantica (Silva-Luz et al., 2022). O género é
nativo da América Latina (POWO, 2022) e compreende arbustos, subarbustos e
arvores (Silva-Luz et al., 2022). As folhas sdo caracterizadas como simples ou
compostas, imparipinadas, paripinadas ou as folhas terminando com um mucron ou
projecdo estreitamente eliptica, coriaceas ou membranaceas; foliolos opostos,
subopostos ou alternos, margem inteira, crenada, sinuoso-dentada ou sinuoso-
crenada, serrada ou crenado-serrada, com base simétrica ou assimétrica; peciolada,
rague cilindrica, alada ou estreitamente alada. A inflorescéncia € axilar ou terminal,
pedunculada ou séssil; as bracteas e bractéolas sao persistentes ou deciduas. As
flores sdo pediceladas, sendo o pedicelo articulado e o fruto € do tipo drupa globosa
(Silva-Luz et al., 2022)

Algumas espécies de Schinus possuem folhas compostas como Schinus
areira L., S. engleri F.A. Barkley, S. fasciculata (Griseb.) I.M. Johnst., S. ferox Hassl.,
S. latifolia (Gillies ex Lindl.) Engl., S. lentiscifolia Marchand, S. longifolia (Lindl.) Speg.,
S. molle L., S. pampeana Bordignon & Vog. Ely, S. polygama (Cav.) Cabrera, S.
ramboi F.A. Barkley, S. rhoifolia Mart., S. spinosa Engl., S. terebinthifolia Raddi, S.
uruguayensis (F.A. Barkley) Silva-Luz e S. weinmanniifolia Engl. (Silva-Luz et al.,
2022).

O género Schinus tem grande importancia econémica, pois possui espécies
gue sado utilizadas na culinaria, em arborizacdes urbanas e reflorestamentos, a
exemplo de Schinus molle L. e S. terebinthifolia. As sementes destas espécies,
conhecidas como pimenta-rosa ou pimenta-da-jamaica, sdo utilizadas na culinaria
nacional e internacional por apresentarem um sabor suave e levemente picante (Silva-
Luz et al., 2022).

Espécies de Schinus L. sdo utilizadas na medicina popular brasileira por
apresentarem atividade antifingica, antimicrobiana, inseticida, antibacteriana e
cicatrizante (Silva-Luz et al., 2022), além de possuirem acdo analgésica, antioxidante
e anticancerigena (Murray; Rodriguez; Alza, 2012). Essas propriedades medicinais

séo aplicadas pela presenca de metabdlitos secundarios ou componentes bioativos,
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a exemplo de monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos, acidos graxos e flavonoides
(Murray; Rodriguez; Alza, 2012).

3.4 Schinus molle L.

Schinus molle possui como sinonimia cientifica: Schinus molle var. molle e
Schinus molle var. rusbyi F.A.Barkley (POWO, 2024)E uma planta medicinal
distribuida pela América do Sul em paises como Paraguai, Uruguai, Brasil, norte da
Argentina (Silva-Luz et al., 2022), Chile e Peru (POWO, 2022). No Brasil, S. molle
possui distribuicdo geografica na regido Sul, abrangendo os estados de Santa
Catarina, Parana e Rio Grande do Sul, distribuindo-se pelos biomas pampa e a mata
atlantica (Silva-Luz et al., 2022).

Schinus molle € popularmente conhecida como “aguaribay”, “balsamo”,
“chichita”, “gualeguay”, “molle”, “pimenteiro”, “terebinto” (Murray; Rodriguez; Alza,
2012), aroeira-folha-de-salso, aroeira-mansa (Silva-Luz et al., 2022), anacauita,
araguaraiba, aroeira, aroeira-da-praia, aroeira-mole, aroeira-periquita, aroeira-salsa,
aroeira-salso, aroeira-vermelha, cambu, corneiba, corneita e fruto-de-sabia (Lorenzi;
Matos, 2008).

Outras espécies vegetais que fazem parte da familia Anacardiaceae, também
possuem 0 mesmo nome popular de aroeira, sdo elas: S. terebinthifolia, Lithraea
molleoides (Vell.) Engl. e Myracrodruon urundeuva Allem&o. A mesma denominacéao
comum entre essas espécies favorece uma possivel ocorréncia de adulteracdo nas
preparacoes fitoterapicas, além da morfologia similar com S. terebinthifolia e M.
urundeuva (Brasil, 2021; Lorenzi; Matos, 2008).

Dentre as caracteristicas morfolégicas, S. molle é uma arvore que atinge até
15 m de altura (Goldstein; Coleman, 2004), sendo as folhas compostas (foliolos),
alternas e imparipinadas, raque foliar cilindrica e com margens serreadas (Silva-Luz
et al., 2022). As flores sdo pequenas e amareladas, dispostas em inflorescéncias
paniculadas pendentes e os frutos sao esféricos amarronzados (Lorenzi; Matos,
2008).

Essa espécie de Schinus foi muito utilizada pelos povos andinos no passado
pela riqgueza de propriedades medicinais (Goldstein; Coleman, 2004). Atualmente,
seus frutos com aroma de pimenta, sdo utilizados nas regides Andinas na preparacao

de xaropes, vinagres e bebidas (vinho), além de serem utilizados na adulteracéo ou
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na substituicdo da pimenta-do-reino. Todas as partes de S. molle, como folhas, frutos,
sementes, casca, e especialmente o 6leo essencial séo utilizados pela populacao para
0s mais variados fins terapéuticos, a exemplo do efeito cicatrizante, analgésico e
purgativo. Adicionalmente, no Peru, a espécie é utlizada externamente como
antisséptica e no tratamento de feridas, e na Argentina, o decocto de suas folhas
secas € utilizado para problemas menstruais, urinarios e respiratérios. Ainda, no
Brasil, cascas e folhas secas séo usadas contra a febre, problemas do sistema urinario
(cistites, uretrite), problemas bronquicos (tosse e bronquite), diarreia e para tratar
inflamacdes em geral (Lorenzi; Matos, 2008).

Adicionalmente, folhas, cascas e raizes de S. molle sédo utlizadas, na
medicina tradicional para o tratamento de algumas patologias como a ansiedade,
hipertenséo, infec¢bes do sistema respiratorio, inflamagbes dérmicas, reumatismo,
tumores e Ulceras (Murray; Rodriguez; Alza, 2012).

No pais africano Zimbabue, as folhas de S. molle séo utilizadas na preparacéo
de vinhos, enquanto que na medicina tradicional sédo utilizadas como diurético, e
topicamente como anti-inflamatorio e cicatrizante. O extrato aquoso obtido de folhas
de S. molle também é utilizado no tratamento de amenorreia e dismenorreia
(Gundidza, 1993).

O Oleo essencial de S. molle € o principal responsavel pelas atividades
medicinais, agindo contra varios tipos de bactérias, fungos e virus, além de possuir
atividade repelente contra os insetos (Lorenzi; Matos, 2008). A efetividade do 6leo
essencial de S. molle ja foi identificada por alguns pesquisadores tais como, a
atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes
(Guerra-Boone et al., 2013), tripanocida (Molina-Garza et al., 2014), repelente e
inseticida contra Triatoma infestans (Ferrero et al., 2006), contra bed bugs (Cimex
lectularius) (Machado et al., 2019), Trogoderma granarium e Tribolium castaneum
(Abdel-Sattar et al., 2010), repelente contra o inseto Sitophilus oryzae (Benzi;
Stefanazzi; Ferrero, 2009), larvicida contra Culex quinquefasciatus (De Castro Oliveira
et al.,, 2022) e atividade anti-inflamatéria (Yueqin et al., 2003), além da atividade
fungistadtica contra os patdbgenos Microsporum gypseum,  Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton rubrum (Dikshit; Naqvi; Husain, 1986). A atividade
citotoxica também foi comprovada para o O6leo essencial, contra o carcinoma
hepatocelular frente a células humanas Hep G2 (Ruffa et al., 2002) e em células de
cancer de mama (MCF-7) (Bendaoud et al., 2010).
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Em estudo de Salem et al. (2016), os extratos aquosos de caules de S. molle
evidenciaram atividade antibacteriana frente as seguintes cepas: Bacillus subtilis,
Bacillus cereus, Escherichia coli, Sarcina lutea, Pseudomas aeruginosa e Micrococcus
luteus, enquanto que o extrato metandlico foi mais efetivo contra Staphylococcus

aureus.

O extrato metandlico das sementes de S. molle demonstraram acéo
antimalarica in vivo em estudos de Habte et al. (2020), enquanto que para o extrato
etandlico de folhas evidenciou propriedades anti-linfoma em camundongos com um
ECsode 9,5 mg/kg devido a presenca do flavonoide rutina como composto majoritario

no extrato (Calzada et al., 2018).

Quimicamente S. molle possui um conjunto de metabdlitos secundarios, que
incluem terpenos (Goldstein; Coleman, 2004) e flavonoides (Bvenura; Kambizi, 2022).
Entretanto, a composi¢do quimica do 6leo essencial de S. molle é variavel conforme
aregiado ou o continente onde habita a espécie (Do Roséario Martins et al., 2014). Essas
diferencas foram confirmadas em estudos com plantas coletadas da Europa, da Africa
e da América. Além disso, a composi¢do quimica do 6leo essencial de S. molle varia
a partir da extracdo dos diferentes orgéos da planta (Do Roséario Martins et al., 2014).
E importante ainda destacar, que as atividades bioldgicas do 6leo essencial de S.
molle estédo relacionadas aos compostos majoritarios presentes em sua Composi¢cao
(Salem et al., 2016).

Em estudos de Bendaoud et al. (2010) realizados na Tunisia, foi identificado
para 0 Oleo essencial extraido de frutos de S. molle, alta concentracdo de
monoterpenos hidrocarbonados (79,69%) e pouca quantidade de monoterpenos
oxigenados (11,75%) e de sesquiterpenos hidrocarbonados (3,69%), além da
presenca de a-felandreno, B-felandreno, a-terpineol e a-pineno. Entretanto, em estudo
de Machado et al (2019) com folhas de S. molle foi identificado uma menor
concentracdo de monoterpenos hidrocarbonados (38,8%), e a presenca de B-pineno,
a-pineno, limoneno e muurolol. Em estudo de Gomes et al. (2013) foram coletadas
folhas de S. molle em 11 localidades diferentes do Rio Grande do Sul e foram
identificadas diferentes substancias na composi¢do quimica do 6leo essencial, como

sabineno, a-cadinol e mirceno.
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Schinus molle é uma espécie vegetal utilizada na medicina tradicional também
pelas propriedades anti-hipertensivas, contudo estudos relacionados a essas
atividades séo escassos. Dois estudos, o primeiro realizado em ratos (fémeas) com a
administracd@o por via intravenosa de extratos metandlicos e diclorometano de folhas
de S. molle (Bello et al., 1996) e outro estudo in vitro, utilizando extratos aquoso,
etandlico e acetona de folhas de S. molle, demonstrando atividade inibidora da ECA
pela acdo do composto triterpeno (Olafsson et al., 1997).

Portanto, considera-se importante investigar os efeitos cardioprotetores de S.
molle de forma mais detalhada para entender e demonstrar 0s mecanismos
envolvidos em tal atividade, relacionando todas as possiveis variagcdes de compostos

guimicos pertencentes a S. molle.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL BOTANICO

Folhas de Schinus molle L. (Figura 1) foram coletadas no Campus da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG), Ponta Grossa, Parana, Brasil, com
coordenadas (25° 5' 23" S e 50° 6' 23" W), durante os meses de marco, junho,
setembro e dezembro de 2020, no periodo da manhé&, nas diferentes estacdes do ano,
totalizando seis espécimes a cada estacdo. Uma amostra da espécie coletada foi
identificada por um taxonomista e depositada no Herbéario da UEPG, e se encontra
sob o codigo HUPG 22239 (Figura 2). O acesso ao material vegetal foi autorizado pelo
Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético do Conhecimento Tradicional
Associado (CGEN / SISGEN) de acordo com o registro ABC5B94.

A partir das amostras coletadas, os estudos foram desenvolvidos de acordo

com o fluxograma de experimentos (Figura 3).



Fonte: A autora.
Escala: 250 cm.

Figura 1 — Schinus molle L. no habito

25



Figura 2 — Exsicata de Schinus molle L.
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Figura 3 — Fluxograma de experimentos

I Folhas de 5. malle

Oleos essenciais
(verdo, outono, inverno e primavera)

l Extratos aquosos ]

| Caracterizacdo quimica

Estudos
cardioprotetores

' ’_1 Toxicidade
|dentificacio da |dentificacao das atividades aguda
composicdo quimica biologicas

Antimicrobiana
(0leo essencial do verao)

l Anti-inflamataria

Antioxidante

Citotoxica

(6leo essencial do verdo)

Fonte: A autora.

—



28
4.2 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL DE Schinus molle L.

Folhas de S. molle coletadas nas quatro estacdes do ano foram secas em
estufa a 35 °C, por trés dias, e 0 6leo essencial foi extraido por hidrodestilacao
(destilagéo por arraste de vapor de 4gua) usando o aparato Clevenger por 4 h (Figura
4) de acordo com a metodologia descrita por Santos et al. (2004) com modificacdes.
O ¢6leo essencial (Figura 5) foi obtido a partir de 365 g de folhas secas e para a retirada
de excesso de agua na amostra, sulfato de sodio anidro (Na2S0a4) foi acrescentado.

O valor de rendimento do 6leo essencial foi calculado pela relagdo volume do
oleo obtido em mililitros (V) no sistema de extracdo, dividido pela massa seca da
amostra em gramas (M), para cada estacédo do ano, em triplicata. Os resultados foram
expressos em porcentagem (R%). Portanto, o valor de rendimento foi calculado a
partir da seguinte formula:

R% = ~- - 100 (1)

Os odleos extraidos foram estocados em recipientes de vidro ambar e
revestidos com uma capa de aluminio e mantidos sob congelamento (4 £ 0,5 °C) até
0 momento da caracterizacdo quimica e da realizacdo das avaliacbes biologicas,

antioxidantes e citotoxicas. O procedimento de extracao do 6leo essencial foi realizado
no laboratoério de Farmacognosia da UEPG.



Figura 4 — Extracdo do 6leo essencial de Schinus molle por meio do aparato Clevenger

Fonte: A autora.
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Figura 5 — Extrac&o e separacdo do dleo essencial de Schinus molle L.

’ —~—
e

Fonte: A autora.

4.3 ANALISE QUIMICA POR CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG-EM)

Para a separacdo e identificacdo dos constituintes volateis do 6leo essencial
de S. molle, foi utilizado um cromatégrafo & gas equipado a um detector
espectrométrico de massas (CG-MS; QP2010 Ultra, Shimadzu, Kyoto, Japan),
utilizando a coluna DB-5 (5% de dimetilpolissiloxano — fase estacionaria) e filtro com
dimensdes de 30 m x 0,25 mm e 0,25 pm de espessura, sendo a cromatografia
realizada de acordo com as seguintes condicfes: a fase movel consistiu de gas hélio
(99,999 %, gradiente de vazéo 1,0 mL/min, 1 uL de volume injetado); split ratio (1:20),
com temperatura inicial acima de 40 °© C e aquecimento de 40 — 250 °C (variacao de
3 °C/ min). A temperatura do injetor e do analisador do tipo quadruplo foi de 250 °C e
a linha de transferéncia foi mantida a 250 °C. A cromatografia foi realizada em modo
de ionizacao (energia de colisdo em 70 eV), com intervalo de 40 — 650 m/z e intervalo
de tempo de 0,5 s. Os indices de retencao de temperatura foram de 12, sendo
calculada usando uma série de alcanos (parafina, Cs — C25) como referéncias
externas. O indice de retencéo foi calculado para uma mistura de alcanos de cadeia

linear (Cs-C3o) como referéncia externa. A identificagcdo dos compostos para as
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amostras foi realizada por comparagdo com o0s espectros de massa da biblioteca
NIST21, WILEY229 e dados da literatura (Adams, 2005).

4.4 ANALISE QUIMICA POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DE ALTA
EFICIENCIA (CCDAE)

As analises foram realizadas por um equipamento automatizado no
laboratério CAMAG® (Wilmington, NC), Estados Unidos, utilizando o método de
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE). O procedimento foi
desenvolvido em placa de silica gel 60 Fzs4, 20x10 cm de coluna de CCDAE (Merck),
sendo a fase movel a solucédo de acetato de etila: tolueno (5:95, v/v). A curva de
calibragéo foi preparada com a- bisabolol (HWI Analytik) e borneol (Extrasynthese) em
gue solucdes de cada reagente (100 pg/mL) foram aplicados em placas. Um volume
de 2 — 5 pL das amostras de 6leo essencial de S. molle para cada esta¢édo do ano (50
UL de Oleo diluidos em 950 uL de tolueno) foram injetados por um aplicador automatico
ATS4 CAMAG-Linomat IV spray com aplicador de banda equipado com uma seringa
(1 — 5 pL) e desempenhou sob as seguintes condi¢cdes: comprimento da banda (8
mm), distancia entre as faixas (11,4 mm) e posi¢do da aplicagdo X (20 mm) e Y (8
mm). O processo de derivatizacdo pds cromatografia foi realizada em placa aguecida
por um equipamento TLC Plate Heater, a 100 °C por 3 min e imersa em 3 mL de
reagente anisaldeido (85 mL de metanol em uma mistura de 10 mL de &cido acético,
5 mL de &cido sulfarico e 0,5 mL de p-anisaldeido). A fotodocumentacéo foi feita por
um fotodocumentador (Visualizer) com a luz ultravioleta (UV 366 nm) e luz branca

apos a derivatizacdo com anisaldeido.

4.5 INVESTIGACAO DE ATIVIDADES BIOLOGICAS

4.5.1 ldentificacdo da atividade antimicrobiana pelo método de microdiluicdo em caldo

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de S. molle foi avaliada sobre
isolados de Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e a atividade antifingica
sobre Candida albicans. A metodologia dos “testes de sensibilidade a agentes

antimicrobianos por diluicdo para bactérias de crescimento aerobico” foi feita de
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acordo com o protocolo M7-A6 (microdiluicdo em caldo) do NCCLS/CLSI (National
Committee on Clinical Laboratory Standards/Clinical and Laboratory Standards)
(2004) com algumas adaptacbes. A técnica da microdiluicdo tem o objetivo de
determinar a concentragdo inibitéria minima do Oleo essencial capaz de inibir o
crescimento microbiano para as cepas avaliadas (Araujo; Longo, 2016).

As amostras bacterianas foram semeadas em tubos contendo caldo de BHI
(Brain Heart Infusion). Em uma placa de 96 pocos foram adicionados o 6leo essencial
de S. molle (estagéo verao) com 1% de tween 20 e caldo BHI (1:1, v/v). As diluicdes
avaliadas do 6leo essencial foram: 0,203 g/mL; 0,1015 g/mL; 0,0507 g/mL; 0,0253
g/mL e todos os ensaios foram realizados em triplicata. Em seguida, uma suspenséao
bacteriana foi inoculada em salina e foi obtido uma concentracdo final de
aproximadamente 1 x 10° UFC/mL. Um volume de 10 pL da suspenséo preparada foi
adicionado em pocos de placas e estas foram incubadas a 37°C por 24 h. Apés o
periodo de incubacdo, foram utilizados 15 pL do corante 2,3,5-cloreto de
trifeniltetrazélio (TTC) a 1% e aguardado 30 min em estufa (37°C). O método
colorimétrico foi realizado para a identificagdo da concentragao inibitoria minima (CIM)
através da leitura visual dos resultados, em que a coloracdo vermelha (reducéo a
formazano) caracteriza a presenca de microrganismos viaveis em concentragdes ndo
inibitorias. E para a identificacdo da atividade bactericida (concentracdo bactericida
minima — CBM) ou fungicida minima foi semeado em agar Mueller-Hinton, o conteudo
dos pocos de placas que n&do apresentaram a coloracdo vermelha com a adi¢cdo do
corante TTC. Apds a semeadura, as placas foram incubadas a 37°C por 24 h para a

confirmacédo do crescimento microbiano.

4.5.2 Investigacao do efeito anti-inflamatorio

4.5.2.1 Edema de pata induzido por carragenina

Camundongos Swiss machos foram adquiridos e aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA conforme o protocolo n° 07/2017). Os animais (n
= 6/grupo) foram tratados por uma Unica vez, por gavagem, com o 0leo essencial das
diferentes estacdes de Schinus molle (30 mg/kg), controle (0,9 % de salina).
Prednisolona (3 mg/kg) foi administrado por via subcutanea e usado como controle

positivo. Ap6s um periodo de 1h, a inflamacéo foi induzida por injecéo de carragenina
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(300 pg/pata, 50 pL em soro fisiolégico 0,9% estéril) na pata direita e 50 pL de solucéo
salina 0,9% na pata contralateral foi utilizada como controle. Apés 3 e 4h, o edema foi
mensurado por um pletismémetro de pata (PANLAB, Harvard), e a diferenca nas
medidas entre os volumes da pata foi quantificado (Henriques et al., 1990).

Neste mesmo experimento, os animais foram submetidos a alodinia ao frio
com acetona (Choi et al., 1994) e a hiperalgesia mecéanica (g), avaliada por meio de
aparelho eletrénico de Von Frey (Insight®, EFF 301, analgesiébmetro digital) (Mdller;
Johansson; Berge, 1998). A sensibilidade mecanica nas patas foi determinada pelo
namero de vezes que o0 animal retirou a pata enquanto recebia o estimulo, indicando
o nivel de sensibilidade mecéanica induzida por sensibilizacdo 3 e 4h ap6s a
administracdo de carragenina.

Para determinar a sensibilidade da pata a um estimulo ao frio, foram aplicados
30 pL de acetona sobre a superficie da pata traseira direita. A duracao do teste foi de

30s, e os indicadores eram lamber, tremer ou esfregar a pata.

4.5.2.2 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como a media + erro padréao da média (E.P.M).
Diferengas entre os grupos foram avaliados pela andlise de Variancia de uma via
(ANOVA) seguido do teste Student Newman-Keuls. Resultados significativos foram
considerados para um valor de p < 0,0001. As analises estatisticas foram realizadas

com o auxilio do software GraphPad Prism 7 (San Diego, CA, USA).

4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DO OLEO ESSENCIAL in vitro
UTLIZANDO CCK-8 EM CELULAS DE LINHAGENS DERIVADOS DE CANCER
HUMANO E DE CELULAS RENAIS NORMAIS

A avaliacdo da atividade citotoxica do 6leo essencial de S. molle da estacéo
verdo foi realizada a partir do ensaio de proliferacdo celular em quatro linhagens
celulares derivados do cancer humano como células de cancer de mama BT-549,
células de cancer ovariano SK-OV-3, células de melanoma SK-MEL, células tumorais
formadoras de queratina KB e duas linhagens celulares renais normais (LLC-PK1 e
VERO). O cultivo das células foi feito em meio RPMI 1640 (pH 7,2) sendo um sistema

de tamponamento contendo aminoacidos essenciais e vitaminas, com adicédo de 10%
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de soro fetal bovino e 1% de amicacina (antibiotico). O cultivo foi mantido em estufa a
37°C e atmosfera com 5% de CO2. E essas células foram semeadas em placas de
96 pocos (densidade de 10.000 células/poco) e incubadas a 5% de COza 37°C por 24
h.

Para esse ensaio, uma solucdo mae foi preparada por meio da dissolucéo do
Oleo essencial em dimetilsufoxido (DMSO), atingindo a concentracédo de 20 mg/mL. A
partir dessa solucéo foram feitas seis diluicdes do 6leo essencial em meio RPMI: 100;
50; 25; 12,5; 6,25 e 3,13 pug/mL e incubadas por 48 h. O mesmo procedimento foi
realizado para a doxorrubicina (quimioterapico) e DMSO, os quais foram considerados
como controle positivo e negativo, respectivamente. Apos o periodo de incubacao, as
diluicdes previamente preparadas foram adicionadas nas mesmas placas contendo
as células e incubadas novamente a 5% de CO:za 37°C por 48 h. Posteriormente,
foram acrescentados 10 pL do corante CCK e novamente as placas foram incubadas
por cerca de 40 min. Em seguida, a leitura da absorbancia (A = 450 nm) referente a
guantidade produzida de formazan, foi realizada em um leitor de placas (Synergy-HT;
BioTek), sendo que a leitura é diretamente proporcional ao numero de células viaveis.
O percentual de viabilidade das células tratadas com o 6leo essencial foi calculado
em relagéo as células tratadas com o DMSO. A reducéo da viabilidade celular em 50%
(ICs0) foi calculada a partir das curvas de resposta a cada concentracdo (100; 50; 25;
12,5; 6,25; 3,13 pg/mL). Os resultados foram submetidos & analise de variancia de
uma via (one way ANOVA) seguido do teste de Dunnett post hoc. Os valores com p <
0,05 foram considerados significativos. O procedimento experimental foi realizado no
National Center for Natural Products Research (NCNPR) da Universidade do

Mississippi, Estados Unidos.

4.7 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE in vitro

4.7.1 Determinacdo da atividade antioxidante pela formacdo do complexo
fosfomolibdénio

O experimento foi desenvolvido segundo a metodologia descrita por Prieto,
Pineda e Aguilar (1999), pelo método da formacédo do complexo fosfatomolibdénio. O

reativo de fosfomolibdénio foi preparado pela adicdo de uma solugcéo com fosfato de
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sédio 0,1 M (28 mL), molibdato de aménio 0,03 M (12 mL) e &cido sulftrico 3 M (20
mL) para 100 mL de agua destilada. Solucdes etandlicas do 6leo essencial de S. molle
para cada estacao do ano, foram testadas na concentracdo de 200 pg/mL, e solugcbes
padrdo de vitamina C (acido ascorbico) e &cido galico foram preparadas na mesma
concentracdo do 6leo essencial. Em seguida, foi adicionado em tubo de ensaio 3 mL
do reativo de fosfomolibdénio e 300 pL do 6leo essencial (200 pg/mL), bem como para
0s padrdes e o branco (etanol). Esses tubos foram hermeticamente fechados e
colocados em banho-maria a 95 °C por 90 min. E apés o resfriamento, a leitura das
absorbancias (abs) foi realizada no comprimento de onda de 695 nm, em um
espectrofotdmetro UV/VIS (1601 Shimadzu®). Todas as analises foram realizadas em
triplicata.

A capacidade antioxidante das amostras foi expressa em atividade
antioxidante relativa (AAR %) a vitamina C (200 pg/mL) e ao acido galico (200 pug/mL).
Os resultados foram calculados conforme a seguinte equacédo, onde abs representa
a absorbancia e c representa a concentracao.

C Padrio pg/mL - Abs (amostra) — Abs (branco)

AAR % = .
% C da Amostra ug/mL - Abs (padrio) - Abs (branco)

100 (2)

E os resultados foram avaliados pela andlise de variancia de uma via (one
way ANOVA) seguido do teste de Tukey e expressos pela média + desvio padréo da
média (DP). Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos. As analises
estatisticas foram feitas com a utilizacdo do Sotware GraphPad Prism 7.

4.7.2 Avaliacdo da atividade antioxidante pela reducéo do radical DPPH (2,2-difenil-1-

picrilhidrazila)

A identificacdo do potencial de reducdo do radical livre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila (DPPH) através da permuta de elétrons ou atomos de hidrogénio foi
realizada segundo a metodologia descrita por Mensor et al. (2001). Para o preparo do
reagente, foi acrescentado 4 mg de DPPH em 5 mL de metanol. Em seguida, foi
retirado 100 pL do reagente preparado adicionado a 20 pL de metanol em trés pocos
de uma microplaca de acrilico de 96 pocos. Posteriormente, foi feita uma leitura da
absorbéancia desses reagentes, no comprimento de onda de 517 nm, para verificar se
os valores estavam proximos de 0,5. Como padrdes, foram usados o acido galico (1
mg/mL) e a vitamina C (1 mg/mL). Os padrdes (100 pL) e as amostras (20 pL) do éleo
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essencial de S. molle sofreram seis diluicbes seriadas nas seguintes concentragoes:
500; 25; 12,5; 6,25; 3,125 e 1,5 pg/mL, em uma microplaca de 96 pocos, em triplicata.
E o metanol (120 pL), colocado em trés pogos da microplaca, foi utilizado como
branco. As absorbéancias foram identificadas em 517 nm, correspondente a absorgéo
méxima do radical em estudo, em um espectrofotbmetro (Genesys-10S Bio). As
analises foram feitas em triplicata e os resultados representados pela porcentagem de
inibicdo, para avaliar o grau de captura dos radicais livres pelas amostras. A
porcentagem foi calculada conforme a formula a seguir, onde Ac representa a
absorbancia da solucéo controle e Aa representa a absorbancia dos 6leos no tempo
de 30 min.

Ac — Aa

Ac (3)

E ao final, os resultados foram expressos pela % de inibicdo da oxidagao pelos

% inibicdo = ( ) - 100
radicais livres. As andlises estatisticas foram feitas pela analise de variancia de uma

via (one way ANOVA) seguido do teste de Tukey e valores de p < 0,05 foram

considerados significativos.

4.7.3 Teste com espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)

O procedimento foi realizado segundo a metodologia de Morais et al. (2006)
com modificacdes. O principio do método consiste em oxidar os lipideos (peroxidacéo
lipidica) por substancias reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS). Para isso, uma
solugcéo de gema de ovo foi preparada a 5% (m/v) para fornecer um meio rico de
lipideos. Em tubos de ensaio, foram colocados 500 pL da solu¢cdo de gema de ovo
com 100 pL de solucdo das amostras de 6leo essencial (verdo, outono, inverno e
primavera) (diluidos em 1 mL de etanol a 95%), e essas amostras foram testadas na
concentracdo de 70 pg/mL. Em seguida, foram adicionados a cada tubo, 50 pL de
ABAP (Cioreto de 2,2 — azo — bis — &cido) a 0,035%, para promover a inducdo da
peroxidacao lipidica. Bem como, foram adicionados em cada tubo, 1500 pL da solugéo
de acido acético (20%) e da solucédo de acido tiobarbittrico (TBA) a 0,035% (m/v),
sendo esta diluida em uma solucao de dodecil sulfato de sédio (SDS) a 0,55% (m/v).
Os tubos de ensaio foram levados a banho-maria a 95 °C, por 1 h, e ap6s o
resfriamento desses tubos, foram adicionados 1500 puL de butanol em cada solucgéo.

Em seguida, os tubos foram deixados em repouso por 10 min e centrifugados a 3000
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rom, por 3 min. A leitura do sobrenadante (fase organica) no espectrofotdmetro
(Genesys-10S Bio) ocorreu em 532 nm. A solucdo preparada descrita acima em que
a amostra foi substituida por 100 pL de etanol foi considerada como o controle
negativo. O antioxidante hidroxitolueno butilado (BHT) foi utilizado como o controle
positivo na mesma concentracdo da amostra. O experimento foi realizado em
guintuplicata e as espécies reativas do acido tiobarbiturico foram calculadas através

da seguinte férmula:

A
1A% = (1_E> - 100 (4)

Onde: 1A% - porcentual do indice antioxidante da amostra; A — média
aritmética das absorbéncias das amostras; C — absorbancia do controle positivo
totalmente oxidado.

E os resultados foram avaliados estatisticamente pela andlise de variancia
ANOVA seguido do teste de Tukey e expressos pela média = desvio padrdo da média

(DP). Para valores de p < 0,05 foram considerados significativos.
4.8 ESTUDO ETNOFARMACOLOGICO
4.8.1 Preparacgao dos extratos aquosos purificados de Schinus molle L.

Folhas de S. molle foram secas em estufa a 35 °C por 3 dias, no laboratério
de Farmacognosia da UEPG. O material seco foi cortado e pulverizado, e os extratos
foram obtidos com a infusédo das folhas coletadas no ver&do. O infuso foi preparado
com a adicao de 100 g de planta pulverizada para 1 L de agua destilada em ebulicdo
(93 °C) com rendimento de 1,56%. A extracdo dos metabdlitos secundéarios ocorreu
no intervalo de 5 a 6 h, até atingir a temperatura ambiente (25 °C). Em seguida, a
infusé@o foi tratada com trés volumes de etanol que originou um precipitado e uma
fracdo soltvel em etanol de S. molle (FSESM) contendo os metabolitos secundarios.
Esta fracdo foi filtrada, concentrada através de um rotaevaporador (44 °C, 4h) e
liofilizada. O processo de liofilizagao foi realizado por um liofilizador (Terroni LD 1500)
no Complexo de Laboratérios Multiusuarios (C- Labmu) da UEPG. Ap6s o
procedimento, FSESM foi mantida sob congelamento (- 20 °C) até o momento das

andlises fitoquimicas e farmacoldgicas.
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4.8.2 Caracterizacdo quimica dos extratos aquosos de Schinus molle

A andlise quimica dos metabdlitos secundarios foi desenvolvida por
cromatografia liquida ultra rapida acoplada a detectores de arranjo de diodos (UHPLC-
DAD, Shimadzu) e espectrometria de massas (MS) equipado a uma fonte de ionizagao
por eletrospray e analisador de tempo de voo quadruplo (microTOF-Q Ill, Bruker
Daltonics).

A fracdo soliuvel em etanol de S. molle (FSESM) foi preparada na
concentracdo de 2 mg/mL, filtrada por uma seringa com membrana de PTFE
(Politetrafluoretileno) (0,22 mm x 13 mm, Millex, Millipore®), e 2 pL foi injetado no
cromatografo. Uma coluna cromatografica Kinetex C-18 (2,6 um, 150 x 2,2 mm,
Phenomex) foi utilizada e mantida numa temperatura de 50 °C. A fase mével consistiu
de agua ultrapura (fase A) e acetonitrila (fase B), ambos contendo 0,1 % de acido
formico (v/v). O gradiente de eluigdo aplicado foi de: 0-2 min — 3% B; 2-25 min — 3-
25% B; 25-40 min — 25-80% B. E a vazéo foi de 0,3 mL/min.

Os componentes foram monitorados num comprimento de onda (A) de 240 a
800 nm. A analise por espectrometria de massas (MS) a partir da criacao de ions foi
obtida em modo polo positivo (4500 kV) e polo negativo (2500 kV). Esses ions foram
separados em funcao da sua relacdo massa/carga (m/z) 120-1200. Para essa analise,
o0 nitrogénio foi utilizado como gas de arraste (9L/min, 4 Bar). As férmulas moleculares
dos constituintes foram determinadas pela espectrometria de massas considerando
erros de até 8 ppm e 20 mSigma. A identificacdo dos metabdlitos foi estabelecida com
base em dados espectrais UV, mensuragcdo das massas e padrdes de fragmentacao

em comparacao com dados da literatura.

4.8.3 Estudos toxicoldgicos

4.8.3.1 Animais

Ratos Wistar de ambos o0s sexos (210-306 g) foram adquiridos pela
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD). Os animais foram mantidos sob
condicBes controladas de temperatura (22 + 2 °C) e luminosidade (12 h de ciclo de

luz/escuro); e acesso livre de racdo e agua. Todos os procedimentos experimentais
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foram previamente aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFGD
(protocolo n°® 14/2022) e conduzidos de acordo com a Legislacéo Brasileira para o Uso

Cientifico de Animais.

4.8.3.2 Toxicidade aguda

Para avaliar a toxicidade oral aguda, diferentes doses de FSESM (5, 50, 300
e 2000 mg/kg) ou veiculo (10 mL/kg) foram administradas em ratos fémeas (n = 5),
por via oral, de acordo com as recomendacdes do protocolo n® 420 estabelecidas pela
Organization for Economic Co-operation and Development (OECD, 2001). Pardmetros
comportamentais e clinicos que evidenciam toxicidade ou morte foram monitorados
durante as primeiras 8 h apés a administracdo de FSESM, e diariamente por 14 dias.

No 15° dia, os animais foram eutanasiados por decapitacdo e amostras
sanguineas foram coletadas. O soro foi separado da porcdo sedimentada pela
centrifugacdo (1000 x g, 10 min) e enviado para as andlises hematoldgicas e
bioguimicas, que foram realizadas através de analisadores automatizados (Sysmex®
XN — 3000; Roche® Cobas Integra 400 plus, respectivamente). Orgdos reprodutivos
(ovarios e utero) e vitais (coracao, pulméo, figado, baco e rins) foram removidos para
a determinacao do peso relativo (peso absoluto do érgdo x 100 / peso corporal de
cada animal) e examinados macroscopicamente. Amostras dos 0Orgaos vitais e

reprodutivos foram enviadas para analises histopatoldgicas.

4.8.3.3 Genotoxicidade

4.8.3.3.1 Teste de microntcleos

Os procedimentos foram realizados de acordo com as recomendacdes do
protocolo n® 474 estabelecidas pela Organization for Economic Co-operation and
Development (OECD, 2016a). Ratos machos e fémeas foram divididos em cinco
grupos (n = 6). Cada grupo foi tratado, por via oral (gavagem) com FSESM em
diferentes doses (5, 50 e 300 mg/kg) ou agua filtrada (5 mL/kg — grupo controle
negativo). A ciclofosfamida monoidratada (20 mg/kg, Sigma-Aldrich® - grupo controle

positivo) foi administrada intraperitonealmente. Os tratamentos foram realizados uma
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vez ao dia, por dois dias. Ao final dos tratamentos, os animais foram eutanaziados por
decapitacao.

ApoOs esse processo, a epifise proximal do fémur foi removida de cada animal,
para expor o canal medular e retirada da medula. O material foi transferido para tubos
de vidro e centrifugado (5 min, 1500 x g). Posteriormente, o sobrenadante foi
descartado, o precipitado foi ressuspendido com uma solucéo de formaldeido (4%) e
suavemente homogeneizado. Uma gota da suspenséao celular foi colocada em uma
lamina de vidro e em seguida foi realizado o esfregaco. As laminas foram secas a
temperatura ambiente e, apds 24 h, foram coradas com eosina-azul de metileno
(corante Leishman) e analisadas a um microscopio 6ptico. Para a determinagéo do
namero de micronucleos, 2000 eritrocitos policromaticos foram contados por animal
(1000 células em cada lamina), em um aumento de 400 x. A escolha das laminas foi

feita de forma aleatdria e a andlise foi realizada por somente um observador.

4.8.3.3.2 Ensaio Cometa

Para este ensaio foram usados 0s mesmos grupos experimentais de ratos
descritos para o teste de micronucleos. O ensaio cometa foi realizado de acordo com
as recomendacgdes do protocolo n° 489 (OECD, 2016b). Ao final dos tratamentos,
amostras do sangue periférico foram colocadas em tubos contendo um
anticoagulante, o acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), e os animais foram
eutanasiados.

O sangue total coletado foi introduzido em um aparelho de eletroforese em gel
para a avaliacdo de possiveis danos no DNA. Um volume de 10 pL de suspensédo de
células foi homogeneizado com 120 pL de agarose em gel (Low Melting Point — LMP,
5%) a 37 °C, e depositada em uma lamina pré-coberta com agarose normal (1,5 %).
Em seguida, a amostra (coberta com laminula) foi refrigerada (4 °C, 10 min) para o
endurecimento da agarose.

As laminulas sobre as laminas foram retiradas cuidadosamente e estas
armazenadas em uma solucao de lise celular sob refrigeracéo a 4 °C, por 1 h. Apos
0 tempo estimado, as laminas foram colocadas em uma cuba de eletroforese
horizontal, e um tampé&o alcalino foi adicionado para sobrepor a amostra. Em seguida,
a cuba foi imersa em um recipiente contendo gelo a 4 °C, por 25 min, para a

desnaturacao do DNA celular e a corrida da eletroforese foi feita em uma voltagem de
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25 V e uma corrente elétrica de 300 A. O processo da eletroforese ocorreu em
aproximadamente 25 min. Apds essa etapa, as laminas foram removidas e
neutralizadas, por 5 min, com 5 mL de uma solucéo tampéao. As laminas secas foram
fixadas com etanol por 5 min. Para as analises, as laminas foram coradas com 100 pL
de brometo de etidio, cobertas com laminulas e analisadas apds 5 min da coloracgéao.
Para a visualizacao dos danos no DNA, as laminas foram observadas em um aumento
de 400 x, por um microscopio de fluorescéncia equipado com um filtro de excitacéo
de elétrons (515 — 5610 nm) e um filtro de barreira (590 nm). Para cada animal foram
analisadas 100 células.

4.8.4 Atividade cardiovascular: avaliacdo dos efeitos cardioprotetores em modelo de
hipertensé&o arterial sistémica

4.8.4.1 Animais

Ratos machos da variedade espontaneamente hipertensos (SHR) com 3
meses de idade, pesando entre 300-350 g, foram utilizados para os procedimentos.
Os animais foram obtidos do Biotério Central da Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD). Os ratos foram mantidos no biotério de pesquisa da FCS/UFGD,
em ambiente controlado, com uma temperatura de 22 - 25 °C, e um ciclo claro/escuro
de 12 h cada. Para manutencéo, os animais foram agrupados em grupos de 3 a 4
individuos em uma caixa retangular para ratos (49 x 34 x 16 cm — comprimento X
largura x altura), utilizando maravalha como cama e com disponibilidade de comida e
agua a vontade. Para os diferentes protocolos experimentais o numero de animais por
grupo foi de 8 individuos. Este nimero foi estimado com base em estudos prévios,
dos quais se extraiu a variabilidade esperada (variancia) e permite que se detecte uma
diferenca maior ou igual a 20% nos parametros a serem investigados. Os protocolos
descritos neste projeto foram baseados nos trabalhos de Gasparotto Junior et al.
(2011), que caracterizam o rato SHR como um bom modelo para experimentos da
atividade cardioprotetora. Todos os procedimentos executados apresentaram GRAU
DE INVASIVIDADE = 2 e estdo de acordo com as Diretrizes Brasileiras para o Cuidado
e a Utilizacao de Animais para fins Cientificos e Didéaticos (DBCA), e foram submetidos
e aprovados previamente pela Comissdo de Etica para Uso de Animais da UFGD (n°
14/2022).
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4.8.4.2 Desenho experimental e avaliagdo da funcao renal

Para este protocolo, os ratos SHR e Wistar-Kyoto foram divididos em
diferentes grupos experimentais (n = 8) e submetidos, diariamente, por 4 semanas,
aos seguintes tratamentos:

1) Naive (n = 8): ratos Wistar-Kyoto tratados pela via oral (gavagem) com o
veiculo (agua filtrada) em um volume de 5 mL/kg;

2) Controle negativo (n = 8): ratos SHR tratados por gavagem com o veiculo
(dgua filtrada) em um volume de 5 mL/kg;

3) SEl-teste (n = 8): ratos SHR tratados por gavagem com trés doses (30, 100
e 300 mg/kg) de FSESM,;

4) Controle positivo: ratos SHR (n = 8) tratados por gavagem com
hidroclorotiazida (HCTZ, 25 mg/kg).

Semanalmente, a fim de promover a uniformidade corporal de sal e agua,
todos os animais receberam uma solucgéo de cloreto de sédio (NaCl) & 0,9% (5 mL/100
g) uma hora antes do inicio dos tratamentos. Para cada rato, a urina produzida apo6s
8 horas (nos dias 1 e 28) foi coletada (com auxilio de gaiolas metabdlicas) em cilindros
graduados. Além disso, as taxas de mortalidade foram monitoradas diariamente e o
peso corporal foi registrado por uma balanca analitica semanalmente.

Ao final do periodo experimental (dia 29), todos os animais foram
anestesiados com uma associacao de cetamina (100 mg/kg) e xilazina (20 mg/kg)
administrada por via intramuscular. Quando necessario, a anestesia foi suplementada
com uma nova dose de anestésico a cada 45 a 60 minutos. Posteriormente, todos o0s

animais foram submetidos aos experimentos descritos abaixo.

4.8.4.3 Eletrocardiograma

Apods a anestesia, todos os animais foram mantidos em decubito dorsal.
Quatro eletrodos (RL, RA, LL e LA) foram posicionados em ambos os pulsos e
tornozelos. O eletrodo V1 foi posicionado no 4° espaco intercostal a direita do esterno.
Uma pequena quantidade de gel condutor foi aplicada em cada interface dos eletrodos
para melhor conduténcia elétrica. Um periodo de aclimatizacdo de 5 minutos foi

aguardado e, em seguida, as ondas (P, R e T) e os intervalos (PR, QRS, ST e QT)
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eletrocardiogréficos foram registrados por 5 minutos através de um eletrocardiégrafo

(WinCardio, Micromed, Brasilia, Brasil).

4.8.4.4 Medidas das pressoes arteriais

Apbs a eletrocardiografia, uma injecdo subcutanea de heparina (30 Ul) foi
administrada em bolus em todos os animais. Posteriormente, a artéria carétida
esquerda foi isolada, canulada e conectada a um transdutor de pressao acoplado a
um sistema de gravacao computadorizado (Chart v7.00 ADI Instruments, Australia),
onde os dados de pressao arterial sistélica, diastolica, média e frequéncia cardiaca
foram mensurados e gravados. Apés 15 minutos necessérios para a estabilizagdo da
pressado arterial, os valores das pressoées sistolica, diastolica, média e da frequéncia

cardiaca foram registrados por 5 minutos.

4.8.4.5. Reatividade vascular em leito mesentérico

Antes da eutanasia, os leitos vasculares mesentéricos foram rapidamente
isolados e preparados para a perfusdo como descrito previamente (Kawasaki et al.,
1988, 1991). A artéria mesentérica superior foi canulada e lavada delicadamente por
uma solucéo de PSS (119 mM de NaCl; 4,7 mM de KCI; 2,4 mM de CaClz; 1,2 mM de
MgSOgs; 25,0 mM de NaHCOgs; 1,2 mM de KH2PO4; 11,1 mM de dextrose e 0,03 mM
EDTA) para eliminar o sangue de seu interior. Apds a remocédo do intestino inteiro e
do leito vascular associado, o leito mesentérico foi delicadamente separado. Somente
guatro filiais arteriais principais do tronco mesenteérico superior co-localizada préoximo
ao ileo terminal foram utilizadas. Os leitos mesentéricos isolados foram
acondicionados em cubas de vidro, mantidos a 37 °C, aerados com carbogénio (02
95% e CO2 5%) e perfundidos a um fluxo constante de 4 mL/min com uma solugao
de PSS com auxilio de uma bomba peristéltica. O registro da pressao de perfuséo foi
feito através de um transdutor de pressdo acoplado ao sistema de perfuséo,
interligado a um poligrafo computadorizado (Chart v7.00 ADI Instruments, Australia).
Apo6s um periodo de 30 minutos para estabilizacdo, a integridade da preparacao foi
verificada por uma administracdo em bolus de 120 mmol de KCI. Em seguida, uma
curva dose-resposta de fenilefrina (Phe; 0,1; 0,3 e 1 nmol; 10-30 pL), angiotensina |l
(Angll; 0,1; 0,3 e 1 nmol; 10-30 pL) e endotelina (End; 0,1; 0,3 e 1 nmol; 10-30 uL) foi
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realizada. Apés um novo periodo de estabilizacdo (30 minutos), as preparacdes foram
continuamente perfundidas com PSS associado com 3 pM de Phe para induzir um
aumento prolongado na presséo de perfusdo. Nestas condi¢des, foram investigadas
as alteracdes da reatividade vascular induzidas pela administragdo de nitroprussiato
de sodio (SNP; 1, 3 e 10 pmol; 10-30 pL) e acetilcolina (ACh; 1, 3 e 10 pmol; 10-30
ML). Os resultados obtidos foram comparados entre os diferentes grupos

experimentais.

4.8.4.6 Anélises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas por Andlise de Variancia (ANOVA)
de uma ou duas vias seguida pelo teste de Bonferroni (p < 0,05). Os resultados foram
expressos como a meédia * erro padrdo da média (E.P.M.). Os gréficos e as analises
estatisticas foram realizados com auxilio do software GraphPad Prism versédo 10.3
(GraphPad® Software, San Diego, CA, USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 O OLEO ESSENCIAL EXTRAIDO DAS FOLHAS DE S. molle

O d6leo essencial extraido das folhas (folha e peciolo) coletadas de S. molle (6
espécimes) para as quatro estacdes do ano de S. molle, apresentou-se como incolor
nas primeiras horas da extracdo e posteriormente apresentou-se como levemente
amarelado, viscoso e com uma fragrancia acre. A coloragcdo amarelada é uma
caracteristica observada para os 6leos extraidos de plantas da familia Anacardiaceae
(Hou, 1974).

A coloracdo amarelada € uma caracteristica presente no Oleo essencial de
folhas (Simionatto et al., 2011; Zahed et al., 2010) e de frutos de S. molle (Erygit et al.,
2017; Zahed et al., 2010). No entanto, Diaz et al. (2008) caracterizou o 6leo essencial
como incolor para folhas de S. molle, em uma extragcdo de 2h, na regiao da Costa
Rica. A fragrancia do 6leo essencial de S. molle pode ser considerado um indicativo
da presenca de metabdlitos constituintes, sendo que um odor picante sugere a
presenca de terpenoides hidrocarbonados, o aroma citrico € um indicativo da
presenca de monoterpenos hidrocarbonados enquanto que o odor amadeirado
podendo indicar a presenca de sesquiterpenos (Bernhard et al., 1983; Maffei; Chialva,
1990).

Os resultados obtidos para o rendimento do 6leo essencial extraido de folhas
de S. molle, sendo o tempo para cada extracao de 4 horas e a massa de planta seca
de 365¢g, estdo apresentados na tabela 1.

De acordo com a apresentacéo dos dados, o rendimento de extracdo do 6leo
essencial foi maior para a estacdo verao e inverno e menor para a estagdo outono.
Além do mais, 0 6leo essencial extraido no periodo de outono foi considerado mais
denso.

O rendimento do 6leo essencial € variavel para cada extracdo por
hidrodestilacéo obtido de folhas de S. molle. Alguns autores relatam diferentes valores
de rendimento para o 6leo essencial sendo estes: de 0,9% (Gundidza, 1993), 1,09%
(Do Rosario Martins et al., 2014), 1,1% (Zahed et al., 2010), 1,2% (Diaz et al., 2008;
Simionatto et al., 2011), 1,67% (Baser et al., 1997), 2,11% (Belhamel; Abderrahim;
Ludwig, 2008) e 2,7 % (Bendaoud et al., 2010). E para o 6leo extraido dos frutos de
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S. molle o rendimento calculado para os estudos de outros pesquisadores foi de 0,91%
(Do Rosério Matrtins et al., 2014), 2,5% (Bendaoud et al., 2010), 3,14 % (Zahed et al.,
2010) e 3,14% - 4,3% (Baser et al., 1997). Portanto, os valores de rendimento dos

Oleos essenciais extraidos de S. molle € variavel e dependente da regido geografica.



Tabela 1 — Valores de rendimento para o 6leo extraido das folhas de Schinus molle

EstacbOes do ano Volume extraido (mL) Rendimento (%)
Oleo essencial (verdo) 4,10 £ 0,85 1,12 £ 0,23
Oleo essencial (outono) 3,47 £ 0,78 0,95+ 0,10
Oleo essencial (inverno) 4,18 + 0,32 1,14 + 0,05
Oleo essencial (primavera) 3,95+ 0,92 1,08 + 0,25

Fonte: A autora
Nota: Os valores foram expressos como a média + desvio padrao da média. O valor do volume foi obtido pela extragcdo do 6leo em ftriplicata.
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5.2 CARACTERIZACAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE S. molle POR
CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG-
EM)

O dleo essencial extraido das folhas de S. molle para as quatro estacfes do
ano foi analisado por cromatografia gasosa acoplada a detector de massas (CG-MS)
e 0s resultados estédo expressos na tabela 2. Compostos identificados com rendimento
= 5% foram considerados maijoritarios. Ao observar os resultados obtidos, existe uma
variacdo na composi¢do quimica entre os 6leos essenciais das diferentes estacdes
do ano. Dentre 0s principais compostos identificados temos para o verdo — 6xido de
cariofileno (8,88%), B-pineno (8,84%) e E — cariofileno (7,53%), limoneno (6,11%),
espatulenol (5,88%) e a-muuroleno (5,42%); primavera — limoneno (5,27%), outono
— zonareno (9,27%), globulol (7,84%) e canfeno (5,19%); inverno — muurolol
(19,40%), a-cadinol (16,32%), ledol (14,46%) e 6xido de cariofileno (11,44%). Para a
estacdo da primavera foram identificados 14,61% e para o outono 14,47% de
compostos com concentracoes < 1%.

A tabela 3 mostra a porcentagem na classificagdo quimica de todos os
compostos identificados para os 6leos essenciais de cada estacao do ano, verificando
a predominancia de sesquiterpenos hidrocarbonetos (32,4%) e oxigenados (32%)
para o verdo; monoterpenos hidrocarbonetos (14%) sesquiterpenos oxigenados
(14,44%) para a primavera; sesquiterpenos hidrocarbonetos (17,48%) e oxigenados
(16,78%) para o outono; sesquiterpenos oxigenados (69,67%) para o inverno.

Sesquiterpenos oxigenados predominam na composi¢cdo quimica do o6leo
essencial obtido de folhas de S. molle para as quatro estacGes do ano. No entanto,
monoterpenos hidrocarbonetos foram identificados somente em amostras da
primavera. Adicionalmente, o 6leo essencial obtido no inverno é o que demonstra alta
porcentagem de sesquiterpenos oxigenados (69,67%). Os sesquiterpenos
hidrocarbonetos também foram majoritariamente encontrados na composi¢ao quimica
do Oleo essencial, estando ausentes na primavera.

A composicéo quimica dos 0Oleos essenciais das diferentes estacdes do ano
corrobora com os estudos feitos por Batista et al. (2016) ao afirmar que os 6leos
essenciais de S. molle s&o ricos em terpenos, dos quais Sdo monoterpenos e
sesquiterpenos. O perfil de sesquiterpenos oxigenados e hidrocarbonetos também
foram reportados por Da Silveira et al. (2020) para o 6leo essencial de folhas de S.

molle.
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Tabela 2 - Composi¢éo quimica do dleo essencial de folhas de Schinus mollle L. nas quatro estacdes do ano

(continua)
Indice de retencéo Verao Primavera  Outono Inverno
Composto Determinado Literatura (%)
3-metil-pentanol 843 864 - 0,23 0,13 -
n-octano 861 800 - 0,49 - -
Isopropil-2-metil butirato 874 880 - 1,74 - -
a-Pineno 938 936 4,23 3,82 2,81 -
Camphene 946 948 0,87 2,23 5,19 1,19
B-felandreno 961 967 - - 1,93 0,88
Sabineno 963 974 - - 1,77 1,02
B-Pineno 980 977 8,84 2,68 2,86 -
Limoneno 1026 1024 6,11 5,27 1,14 2,57
Trans-pinocarveol 1139 1135 - - 2,06 1,54
Trans-verbenol 1142 1140 3,17 1,47 - -
Pinocarvona 1161 1165 0,45 2,67 0,42 -
Trans-6xido de linalol 1182 1174 0,16 1,63 1,11 3,55
Mirtenol 1198 1195 2,45 2,55 1,40 -
Trans-carveol 1225 1215 - 1,45 0,33 -
Carvona 1232 1239 - - 1,70 1,20
p-cimeno 1275 1273 - 0,39 0,94 -
Acetato de trans-verbenol 1293 1291 - 0,30 1,03 -
a-Cubebeno 1356 1345 0,14 - 1,68 -
B-Cubebeno 1383 1387 0,69 - 0,87 -
B-Elemeno 1399 1389 4,76 - 1,16 -
E-Cariofileno 1427 1417 7,53 - 3,33 4,44
Aromadendreno 1447 1439 3,58 - 0,33 1,50
a-Humuleno 1461 1452 1,10 - -

9-epi-(E)-cariofileno 1469 1464 2,03 - - 1,59




50

(concluséo)

Indice de retencéo Verao Primavera  Outono Inverno
Composto Determinad Literatura (%)
0
y-Muuroleno 1485 1478 1,63 - - -
Trans-Muurola-4(14),5-dieno 1489 1493 1,46 - - -
B-Selineno 1494 1489 2,58 - - -
a-muuroleno 1504 1500 5,42 3,58 - -
Germacreno A 1513 1508 1,08 - - -
y-Cadineno 1523 1513 2,80 2,44 - 3,85
Zonareno 1536 1528 1,32 1,42 9,27 0,67
Espatulenol 1588 1577 5,88 - 0,67 1,78
Oxido de cariofileno 1592 1582 8,88 - 0,75 11,44
Viridiflorol 1600 1592 1,64 - - -
Globulol 1609 1590 0,96 2,26 7,84 1,98
Ledol 1619 1602 3,05 1,97 2,22 14,46
Epoxido de humuleno I 1620 1608 0,44 0,84 - 0,68
1,10,di-epi-cubenol 1612 1618 1,67 1,44 0,70 3,61
Muurolol 1642 1644 5,82 - - 19,40
a-cadinol 1664 1652 1,20 1,58 2,60 16,32
a-terpineol 1695 1694 1,44 - - -
14-hidroxi-a-humuleno 1723 1713 - 0,91 - -
Biciclogermacreno 1728 1726 - 1,32 1,17 1,95
y-Costol 1747 1745 0,97 0,72 0,94 -
a-Costol 1775 1773 1,49 0,35 0,44 -
B-quenopodiol 1817 1811 - 2,21 - -
Total identificado 98,3 51,3 60,69 97,14

Fonte: A autora

Nota: Compostos majoritarios identificados para os 6leos essenciais extraidos nas quatro estagées do ano com rendimento = 5%. Os indices de
retencdo foram determinados e comparados com as bibliotecas NIST 21 e WILEY229 (Adams, 2005).



51

Tabela 3 - Classificagdo quimica dos compostos majoritarios (rendimento = 5%) identificados no éleo essencial das folhas de Schinus molle em % de indice
de retencéo pela cromatografia gasosa acoplada a detector de massas (CG-EM) para cada estacdo do ano

Classificacdo quimica
Estacdes do Monoterpenos Monoterpenos Sesquiterpenos Sesquiterpenos Sesquiterpenos Monoterpenos

ano hidrocarbonetos  oxigenados  hidrocarbonetos oxigenados triciclicos aciclicos
Oleo essencial 20,05% 3,89% 32,4% 32% 3,58% -
de verao
Oleo essencial 15,7% 7,88% 17,48% 16,78% 0,33% 1,11%
de outono
Oleo essencial 5,66% 2,74% 12,5% 69,67% 1,50% 3,55%
de inverno
Oleo essencial 14% 8,83% 8,76% 14,44% - 1,63%

de primavera
Fonte: A autora.
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De acordo com Simionatto et al. (2011), o 6éleo essencial extraido de folhas de
S. molle, estacdo verao, coletadas na regido do Mato Grosso do Sul, evidenciou 16
compostos quimicos, incluindo monoterpenos oxigenados (20%) como o 1,8-cineol
(7,6%) e terpin-4-ol (6,1%) e sesquiterpenos (69,1%) (57,5% de sesquiterpenos
oxigenados; epi-a-cadinol (27,3%), 6xido de cariofileno (8,88% - verdo; 11,44% -
inverno); y-cadineno (9,1%), espatulenol (8,6%), 1,10-di-epi-cubenol (4,4%) e epi-a-
eudesmol (2,3%). Oxido de cariofileno também foi encontrado no presente estudo.

No que se refere aos grupos de terpenos, sesquiterpenos hidrocarbonetos e
sesquiterpenos alcodlicos foram encontrados como principais classes de volateis
presentes no Oleo essencial extraido de folhas e de frutos de S. molle, além de
monoterpenos hidrocarbonetos que estdo em menor quantidade tanto nos frutos
guanto nas folhas. Os monoterpenos hidrocarbonetos estavam mais presentes no
Oleo essencial extraido de folhas do que de flores. Enquanto que os monoterpenos
oxigenados sdo mais abundantes no 6leo essencial dos frutos do que em folhas de S.
molle (Zahed et al., 2010). Diaz et al. (2008) também identificou monoterpenos na
composicédo do 6leo essencial de folhas de S. molle, destacando os compostos a e 3-

pineno.

Na pesquisa de Machado et al. (2019) para o 6leo extraido das folhas de S.
molle na regido dos Campos Gerais, Parana, Brasil, foi identificado 52,8% de
monoterpenos, dos quais 38,8% sdo monoterpenos hidrocarbonetos. Os principais
monoterpenos encontrados foram a-pineno (14,1%), B-pineno (14,7%) e limoneno
(9,4%). Além disso, foi identificado o sesquiterpeno muurolol (11,8%). Em
contrapartida, ao comparar o composto muurolol (19,40%) consta em maior
guantidade no 6leo da estacdo inverno para o presente estudo e o limoneno (6, 11%)

para o verdo em menor quantidade.

Maffei e Chialva (1990) afirmaram que 0s sesquiterpenos eram o grupo mais
presente em folhas de S. molle, contudo Zahed et al. (2010) identificaram uma maior
porcentagem de sesquiterpenos hidrocarbonetos no 6leo essencial de frutos em
comparagao com as folhas de S. molle. Sesquiterpenos hidrocarbonetos encontrados
em frutos de espécies de Schinus apareceram em menor quantidade no Oleo

essencial de S. molle em comparacao a S. terebinthifolia (Bendaoud et al., 2010).

E também, monoterpenos hidrocarbonetos estdo em maior porcentagem nos

oleos de frutos do que em folhas de S. molle (Erygit et al., 2017). O mesmo ocorre,
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em estudos de Eryigit et al. (2017), monoterpenos hidrocarbonetos (70,16%) sao
majoritarios no Oleo essencial de frutos de S. molle, enquanto que sesquiterpenos
(0,39%) sé@o a minoria na composicao total, apresentando somente d-cadineno como
compostos volétil representante do grupo. Monoterpenos oxigenados (13,66%)
também foram encontrados no 6leo essencial desses frutos, coletados em uma regido
da Turquia, porém em menor quantidade quando extraido de folhas, em estudos de
Simionatto et al. (2011).

Alguns estudos também foram feitos com o 6leo essencial extraido dos caules
de S. molle, dos quais foram identificados como a maioria na composicédo, 0s
monoterpenos hidrocarbonetos (40,90%) e sesquiterpenos (54,6%) (Salem et al.,
2016).

Adicionalmente, estudos de Bendaoud et al. (2010) também evidenciaram a
presenca de monoterpenos hidrocarbonetos em alta concentracéo no 6leo essencial
obtido de frutos de S. molle, bem como em S. terebinthifolius. No entanto, Do Rosario
Martins et al. (2014) encontraram alta concentracéo de monoterpenos (69,3%) no oleo

essencial extraido de folhas de S. molle.

Indubitavelmente, verifica-se uma alta variabilidade nos constituintes volateis
e na quantidade destes na composicao dos 6leos essenciais de frutos e de folhas de
S. molle. A composicao quimica dos 6leos essenciais de plantas medicinais € variavel
devido a fatores geogréficos, ecoldgicos, variabilidade genética, processo de
extracao, estacdes do ano, solo e germinacéo (Barroso et al., 2011; Erygit et al., 2017).
Além desses fatores, diferencas na via da cadeia metabdlica interfere na producgéo de
diferentes compostos quimicos em 0Oleos essenciais de frutos e folhas de S. molle
(Schwob et al., 2004; Vekiari et al., 2002; Zahed et al., 2010). Adicionalmente,
diferentes quimiotipos de espécies medicinais influenciam na diferenciacdo quimica
na composicao do 6leo essencial, a exemplo disso, estd a Artemisia absinthium L. em

estudos comprovados de Llorens-Molina e Vacas (2015).

No que se refere aos compostos volateis, Maffei e Chialva (1990) identificaram
em folhas de S. molle, a e B-felandreno (monoterpenos hidrocarbonetos), limoneno,
elemol (sesquiterpeno oxigenado), D-germacreno, y-eudesmol e T-cadinol. Belhamel;
Abderrahim e Ludwig (2008) também identificaram a e B-felandreno e limoneno como
principais componentes do 6leo essencial de folhas de S. molle. Dentre a classe de
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monoterpenos hidrocarbonetos, o a-pineno € o mais abundante no 6leo essencial das

folhas em comparacéo aos frutos (Belhamel; Abderrahim; Ludwig, 2008).

Eryigit et al. (2017) encontraram como principais compostos o a-felandreno,
B-felandreno (limoneno) e p-cimoneno no oleo essencial de frutos de S. molle. Dentre
0s monoterpenos hidrocarbonetos, o composto a-felandreno apareceu em maior
porcentagem (31,74%) na composi¢cdo do 6leo essencial de frutos. Os compostos a-
felandreno e B-felandreno também foram encontrados como principais constituintes
nos Oleos essenciais de frutos de S. molle e S. terebinthifolius (Bendaoud et al., 2010).
Para a questao da biossintese de metabdlitos secundarios de uma planta medicinal,
a producdo de monoterpenos requer moléculas precursoras menores e a atuagéo de
enzimas do que para a producao de sesquiterpenos (Baby et al., 2010; Do Rosario
Martins et al., 2014). Desta forma, relacionando a variacdo na composicdo quimica
dos dleos essenciais, sugere-se a presenca de diferentes quimiotipos de S. molle (Do
Rosério Martins et al., 2014; Rossini et al., 1996).

5.3 CARACTERIZACAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE S. molle POR
CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DE ALTA EFICIENCIA (CCDAE)

O perfil quimico do 6leo essencial de S. molle para cada estacéo do ano foi
analisado por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia. A tabela 4 mostra
os detalhes da aplicacéo das amostras e dos padrbes em placas de CCDAE, podendo
ser observados a identificagdo das amostras e dos padrbes, o tipo das amostras
(estacBes do ano), o volume (2 — 5 L) e a posicao das aplicacoes.

A aplicacao das amostras contendo 6leo essencial de S. molle revelou um
fingerprint mais evidente para todas as estacfes do ano (verdo, outono, inverno e
primavera) sendo identificados nas colunas 7 a 10. Portanto, as analises foram feitas
de acordo com as colunas 7 a 10, sendo destacas em branco nas figuras 6 e 7.

As andlises demonstraram as bandas dos principais marcadores para 0s
Oleos essenciais de S. molle em diferentes estacdes do ano, em que pequenas
variagdes de intensidade das coloragbes foram observadas, sendo elas:

e Rr~ 0,4: bandas alaranjadas (UV 366 nm) e bandas rosadas em luz
branca,
e Rfr~0,22: bandas alaranjadas (UV 366 nm) e bandas acinzentadas em

luz branca.
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Para esses resultados, o 6leo essencial da estacdo primavera (T1795)
demonstrou uma maior intensidade na coloracdo em Rr~ 0,4 quando comparado com
as outras estagdes do ano, e além disso, foi identificado uma banda azulada (mais
intensa) abaixo da alaranjada. Entretanto, em Rr~ 0,22 € um dos menos intenso na
andlise de luz branca. Em UV 366 nm foi observado uma banda evidente em Rr~ 0,68
somente para o Oleo essencial da estacdo primavera. Portanto, o 6leo essencial da
estacdo primavera de S. molle possui uma variagdo mdultipla na sua composicéo
quimica.

As amostras de 0leo essencial da estagéo verdo (T1792) e da estacdo outono
(T1793) possuem uma composi¢do quimica semelhante com pequenas variacdes
entre elas. Para essas duas estacdes, a analise em UV 366 nm evidenciou uma
intensidade maior da luz verde em Rr ~ 0,53, quando comparadas com amostras de
inverno e primavera. Ao analisar as bandas Rr~ 0,8 e Rr~ 0,27, as coloracdes sao
mais intensas para as amostras de verao e menos intensas para o outono. Portanto,
0 Oleo essencial da estacdo verdo de S. molle possui maior numero de constituintes
volateis que o 0leo essencial da estacdo outono. Esse fato também foi observado na
CG-EM.

Para o Oleo essencial de inverno (T1794), observou-se uma banda com Rr ~
0,27. Em UV 366 nm as bandas com RF ~ 0,53 e RF ~ 0,6 apresentaram-se com baixa
intensidade de coloracdo. Comparando-se as quatro estacoes, o 6leo essencial da
estacdo inverno de S. molle apresentou uma quantidade menor de compostos
volateis, 0 mesmo observado em CG-EM.

O método CCDAE é considerado como uma metodologia complementar a
cromatografia em camada delgada (CCD) e a CG-EM (Do et al., 2021). Nao ha
estudos prévios relatando o perfil quimico do éleo essencial de S. molle por CCDAE,

sendo este o primeiro trabalho a descrever tais resultados.
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Tabela 4 — Descricdo das amostras do 6leo essencial de Schinus molle aplicadas em placas de cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE)

Numeracéo Identificacéo Descricédo Volume Posicao Tipo
(ML)
1 R298-072121-01-1 Borneol 2,0 Al Padréo
2 R283-072021-01 a—bisabolol 2,0 A2 Padréo
3 T1792-01 Oleo essencial de verdo 1,0 Bl Amostra
4 T1793-01 Oleo essencial de outono 1,0 B2 Amostra
5 T1794-01 Oleo essencial de inverno 1,0 B3 Amostra
6 T1795-01 Oleo essencial de primavera 1,0 B4 Amostra
7 T1792-01 Oleo essencial de veréo 2,0 Bl Amostra
8 T1793-01 Oleo essencial de outono 2,0 B2 Amostra
9 T1794-01 Oleo essencial de inverno 2,0 B3 Amostra
10 T1795-01 Oleo essencial de primavera 2,0 B4 Amostra
11 T1792-01 Oleo essencial de verdo 5,0 Bl Amostra
12 T1793-01 Oleo essencial de outono 5,0 B2 Amostra
13 T1794-01 Oleo essencial de inverno 5,0 B3 Amostra
14 T1795-01 Oleo essencial de primavera 5,0 B4 Amostra
15 R298-072121-01-1 Borneol 2,0 Al Padréo
+ R283-072021-01 a — bisabolol 2,0 A2 Padrao

Fonte: A autora.
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Figura 6 — Imagem da cromatografia em luz ultravioleta (UV 366 nm) ap0s a derivatizagéo com o reagente anisaldeido
- -
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5.4 INVESTIGACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

5.4.1 Identificagdo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Schinus molle

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de S. molle da estacao veréo foi
analisada pelo método de microdiluicdo em caldo frente a sete microrganismos sendo
cepas de bactérias como Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia
coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e o fungo
Candida albicans com o objetivo de se determinar concentracdo inibitéria minima
(CIM) e a concentracao bactericida minima (CBM). O 6leo essencial da estacdo verao
foi selecionado por ter apresentado uma maior variabilidade quimica identificada pela
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE) entre as estacdes do
ano, contendo maior teor de sesquiterpenos oxigenados e hidrocarbonetos.

Para as amostras analisadas foram avaliadas quatro diluicbes da mais
concentrada para a menos concentrada: 0,203 g/mL, 0,1015 g/mL, 0,0507 g/mL e
0,0253 g/mL. Foi observada uma inibicdo do crescimento microbiano (CIM) apenas
para E. coli na maior concentracdo da diluicdo, ou seja, a de 0,203 g/mL do dleo
essencial. Enquanto que, para P. mirabilis, C. albicans, E. faecalis, S. aureus, K.
pneumoniae e P. aeruginosa as diluicbes nao inibiram qualquer crescimento
microbiano.

A diluicdo de 0,203 g/mL que inibiu o crescimento bacteriano de E. coli foi a
escolhida para avaliar a CBM, sendo essa diluicdo semeada em agar Mueller-Hinton.
O resultado desse parametro foi a presenca de crescimento bacteriano, indicando que
nao houve atividade bactericida para essa diluicdo avaliada, ou seja, a concentragao
de 0,203 g/mL de 6leo essencial de verdo de S. molle ndo é o suficiente para eliminar
o crescimento bacteriano de E. coli.

Diferentes diluicbes dos 6leos essenciais de S. molle feitas em alcool absoluto
foram avaliadas quanto a atividade antimicrobiana, sendo identificada tal atividade
contra E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, mas néo para S. aureus. A atividade
antifangica também néo foi observada frente a C. albicans nas concentracdes de 32,
30, 27 e 21 puL/mL de 6leo essencial (Gundidza,1993).

Simionatto et al. (2011) observou atividade antimicrobiana das folhas de S.
molle por meio da concentragdo inibitéria minima (CIM) contra cepas de bactérias

como S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae e para o fungo C. albicans em
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uma concentracdo de 5 mg/mL de 6leo essencial. Relacionando esses resultados com
0 presente estudo, em concentracfes maiores que 5 mg/mL (0,203 g/mL, 0,1015
g/mL, 0,0507 g/mL e 0,0253 g/mL), ndo houve atividade antimicrobiana para esses
microrganismos.

Algumas substancias foram identificadas em estudos prévios quanto a
intensidade da acao antimicrobiana, dentre elas estdo 0s monoterpenos
hidrocarbonetos (pinenos e sabinenos) que estdo envolvidos na atividade
antimicrobiana de bactérias gram-positivas, como S. aureus (Rocha et al., 2012).

Martins et al. (2014) avaliaram o 6leo essencial de folhas de S. molle contra
cepas de S. epidermis (63 pg/mL), S. aureus (125 pug/mL), E. faecalis (500 pg/mL) e
observaram uma atividade antibactericida pelo método de disco-difusdo. No entanto,
o0 6leo essencial apresentou uma atividade menos intensa contra P. aeruginosa,
Proteus mirabilis e Salmonella entiritidis serovar Typhimurium, com CIM > 1000
ug/mL. Também foi observada uma atividade efetiva contra o fungo Rhizopus spp.

De acordo com Martins et al. (2014), o 6leo essencial de folhas de S. molle foi
efetivo na atividade antimicrobiana frente a Bacillus subitilis, S. aureus, S. epidermidis
e C. albicans. Em outro estudo, o 6leo essencial de folhas de S. molle foi eficiente
contra Streptococcus pyogenes, E. coli e Vibrio vulnificus (Belhamel; Abderrahim;
Ludwig, 2008).

Os compostos a e B-felandreno estdo envolvidos no efeito fungicida do 6leo
essencial de S. molle (Maffei; Chialva, 1990).

De acordo com o estudo de Eryigit et al. (2017) o 6leo essencial de frutos de
S. molle apresentou uma efetividade da inibic&o do crescimento para E. faecalis, além
de Bacillus subtilis e Saccharomyces cerevisae. No entanto, houve uma menor
inibicdo do crescimento para C. albicans, E. coli, Salmonella typhimurium e P.
aeruginosa. Além disso, o Oleo essencial de frutos de S. molle também inibiu o
crescimento de E. faecalis, bem como de S. aureus (Martins et al., 2014).

Além desses estudos, o Oleo essencial extraido de caules de S. molle
apresentou atividade antibactericida contra Bacillus subtilis, Bacillus cereus, S.
aureus, E. coli, Sarcina lutea, P. aeruginosa e Micrococcus luteus, com valores de CIM
de 250, 32, 64, 125, 125, 250 e 500 pg/mL, respectivamente (Salem et al., 2016).

Essas diferencas na atividade antimicrobiana podem ser influenciadas pela
composi¢cdo quimica do o6leo essencial das folhas e frutos de S. molle onde a
predominancia de um dado constituinte pode apresentar maior ou menor atividade (Do
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Rosario Martins et al., 2014; Erygit et al., 2017; Marino; Bersani; Comi, 2001). Além
do mais, existe a possibilidade de ocorrer um sinergismo entre as substancias
guimicas presentes no Oleo essencial que influenciam na acdo antimicrobiana
(Belhamel; Abderrahim; Ludwig, 2008; Dorman; Deans, 2018). Diante disso, sugere-
se que ao analisar a composi¢cdo quimica do 6leo essencial de verdo de S. molle
ocorra um sinergismo entre os dois compostos majoritarios, 0os sesquiterpenos 6xido
de cariofileno e E-cariofileno. Em estudo de Montanari et al. (2011), o E-cariofileno,
um dos constituintes do 6leo essencial de algumas espécies de Verbanaceae,

demonstrou a acdo antimicrobiana contra cepas de E. coli.

5.4.2 Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria induzida por carragenina

A atividade anti-inflamatéria do 6leo essencial das diferentes estacdes do ano
das folhas de S. molle foi avaliada in vivo numa concentragédo de 30 mg/kg. O modelo
experimental selecionado foi por meio da producédo de edema de pata induzido por
carragenina. O mecanismo de hiperalgesia foi avaliada pelo teste de Von Frey
(sensibilidade mecanica) e a hiperalgesia em resposta ao frio foi verificada pelo teste
da acetona (sensibilidade ao frio).

O tratamento oral com todas as amostras do 6leo essencial das folhas de S.
molle na dose de 30 mg/kg (p < 0,001) entre as estacbes do ano apresentaram
significativa inibicdo do edema de pata quando comparado ao grupo controle em 2 h
e 4 h (Figura 8A). O farmaco prednisolona 3 mg/kg, como o esperado, apresentou
efeito anti-inflamatério evidente, com inibicdo de 85,26 % (2 h) e 78,20 % (4 h).

Em relacdo a hiperalgesia, todos os tratamentos com o 0leo essencial de S.
molle (30 mg/kg) (p < 0,001) foram capazes de reduzir a hiperalgesia mecanica e ao
frio induzida por carragenina em camundongos em 3h e 4h, quando comparado ao
grupo controle (Figura 8B, C). O controle positivo expressou 94,44 % (3 h) e 93,11 %
(4h) quando avaliado na hiperalgesia mecanica (Figura 8B) e 84,26% (3h) e 80,90%
(4h) na hiperalgesia ao frio (Figura 8C).

Diante dos resultados, todos os 6leos essenciais das folhas de S. molle,
independente da estacdo do ano da qual foi extraido, demonstrou atividade anti-
inflamatéria significativa em percentuais acima de 60%, quando comparado ao grupo

controle para os modelos avaliados.
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Alguns pesquisadores, como Jimenez-Estrada et al. (2006) e Pago et al.
(2022), relacionam a classe dos sesquiterpenos com a atividade anti-inflamatoria.
Diante dessa premissa, 0os sesquiterpenos foram identificados majoritariamente para
0s Oleos de S. molle nas quatro estacbes do ano. Portanto, sugere-se que 0S
compostos: E-cariofileno, globulol, muurolol, a-cadinol, ledol e a-muuroleno estéo
envolvidos na acdo anti-inflamatoria identificada no 6leo essencial das folhas de S.
molle. Além disso, ocorre uma maior predominancia de sesquiterpenos para o 0leo
essencial extraido do inverno, comprovando a resposta anti-inflamatoria evidenciada
para o teste de Von Frey e a sensibilidade ao frio.

No estudo de Yueqin et al. (2003), foi identificado a atividade anti-inflamatoria
dos triterpenos presentes no extrato metandlico dos frutos de S. molle em modelo de
edema de pata em diferentes tempos (30, 60 e 90 minutos) em ratas da linhagem
Swiss. Para esse modelo de estudo, o triterpeno &cido isomaticadienonalico
apresentou uma reducao do edema produzido em 66% para 60 minutos. Para o
composto biflavonoide chamaejasmin reduziu a inflamacao em 46% em 3 horas apés
a inducéo da inflamacéo por carragenina em modelo de edema de pata. E para a
inflamacéo crénica induzida pela aplicacao topica repetida de 12-O-tetradecanoilforbol
acetato (TPA) foi observado a atividade inibitéria dos triterpenenos acido epi-
isomasticadienolalico (39%), acido isomaticadienondlico (48%) e chamaejasmin
(26%) presentes nos extratos metandlicos dos frutos de S. molle.

Feriani et al. (2021) também realizou a avaliacdo da atividade anti-inflamatéria
com extratos metandlicos de frutos de S. molle (25, 50 e 100 mg/kg) em modelo de
edema de pata (ratos machos Wistar), porém comparando com extratos de frutos de
S. terebinthifolius (25, 50 e 100 mg/kg). Esses extratos reduziram significativamente a
acdo inflamatéria em diferentes periodos de tempo (1h, 2h, 3h, 4h e 5h). No entanto,
0 extrato de S. terebinthifolius apresentou maior potencial de atividade anti-
inflamatoria nesse estudo. Os autores descreveram que essa acao € dependente da
dose-resposta, ou seja, maior atividade com uma dose maior (100 mg/kg).

Para 0 mesmo modelo experimental, no estudo de Davicino et al. (2010),
extratos aquosos a frio, infusédo e decoctos de folhas e peciolos de S. areira (1,2 e 4
mg/mL) foram avaliados em ratos machos e fémeas da linhagem Rockland. Dentre as
trés preparacbes de S. areira, 0 extrato a frio apresentou uma atividade anti-
inflamatéria significativa quando comparado ao grupo controle, uma taxa percentual

de 72,22 % (18h). No entanto, a infusdo e o decocto apresentaram sinais de atividade
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pro-inflamatoria. Para os autores, a atividade anti-inflamatoria esta relacionada ao
modo de preparo do extrato. Para um outro modelo avaliado, o edema de ouvido,
também demonstrou a agéo anti-inflamatoria do extrato aquoso a frio de S. areira, em
contrapartida, a infusdo e decocto apresentaram acao pro-inflamatoria. Entretanto, o
decocto possui atividade pré-inflamatoria maior que a infuséo (Davicino et al., 2010).

Alguns estudos demonstraram a atividade anti-inflamatéria de S.
terebinthifolius devido a sua composicdo ser rica em compostos fendlicos (Rosas;
Correa; Das Gragas Henriques, 2019).

Marangoni et al. (2023) realizaram um estudo comparativo da atividade anti-
inflamatéria do 6leo essencial das folhas de S. terebinthifolius (30 mg/kg) em
diferentes estados brasileiros, como Bahia (BA), Espirito Santo (ES), Mato Grosso do
Sul (MS), Parana (PR), Rio Grande do Sul (RS) e Séo Paulo (SP). Os 6leos extraidos
para cada estado revelaram uma reducdo significativa do edema de pata em
camundongos Swiss machos quando comparado ao grupo controle em 2h. Os
resultados demonstraram um percentual de 39,99 + 3% (PR), 37,00 = 4% (BA), 34,90
* 2% (MS), 32,05 £ 6% (ES e RS) e 27,52 + 8% (SP). Apos um periodo de 4h, somente
o0 6leo essencial extraido das folhas originarias de SP ndo apresentou atividade em
relacdo a outros estados. Isso sugere a dependéncia do composto em revelar a
atividade anti-inflamatéria, na qual o composto a-felandreno ndo possui relacdo com
a atividade pesquisada, enquanto que os Oleos essenciais de folhas de S.
terebinthifolius dos outros estados (BA, ES, MS, PR e RS) inibiram o mecanismo de

hiperalgesia no teste de Von Frey.
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Figura 8 — Efeitos do tratamento com o Gleo essencial de Schinus molle (30 mg/kg) em diferentes
estacdes do ano para avaliacéo da atividade anti-inflamatoria
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Fonte: A autora.

Nota: Cada barra representa a média = E.P.M. de 6 animais/grupo em comparacdo com 0 grupo
controle utilizando one-way ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls. Controle (a) e p < 0,001 (b).
Volume de edema produzido (A), teste da acetona (B) e teste de Von Frey (C). Oleos essencias de
Schinus molle de verdao (OESMV), primavera (OESMP), outono (OESMO) e inverno (OESMI); pred
(prednisolona).
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5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DO OLEO ESSENCIAL in vitro
UTILIZANDO CCK-8 EM CELULAS DE LINHAGENS DERIVADOS DE CANCER
HUMANO E DE CELULAS RENAIS NORMAIS

A atividade citotoxica de S. molle foi avaliada a partir de seis diluicbes do 6leo
essencial da estacdo verdo, contendo maior teor de sesquiterpenos oxigenados e
hidrocarbonetos (100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,13 pg/mL) em linhagens de proliferacéo
celular tais como: células de cancer de mama BT-549, células de cancer ovariano SK-
OV-3, células de melanoma SK-MEL, células tumorais formadoras de queratina KB e
células renais normais (LLC-PK1 e VERO).

A analise dos resultados demonstrou que o 6leo essencial de S. molle
apresentou atividade citotoxica contra trés linhagens de células tumorais BT-549, SK-
MEL e KB para ICso (concentracdo inibitéria média) com valores de 70 pug/mL, 92
pug/mL e 100 pug/mL, respectivamente, enquanto que para as células SK-OV-3 ndo foi
observado atividade citotoxica em nenhuma das concentracdes avaliadas. E para as
células renais normais, o 6leo essencial apresentou atividade frente as células VERO
sendo um ICsp de 79 pg/mL. N&o houve atividade citotoxica frente as células LLC-
PK1. Como esperado, o controle positivo doxorrubicina apresentou tal atividade em
todas as linhagens celulares e concentracdes avaliadas.

Esse processo experimental caracteriza-se como o primeiro estudo que avalia
o potencial citotdéxico do Oleo essencial de folhas de S. molle contra as linhagens de
células cancerigenas SK-OV-3, BT-549, SK-MEL, KB e células renais normais LLC-
PK1 e VERO, contudo, estudos com outros extratos ou linhagens celulares foram
desenvolvidos. De acordo com Ruffa et al. (2002), extratos metandlicos de S. molle
apresentaram atividade citotoxica com ICso de 50 pg/mL contra linhagens de células
tumorais de figado HepG2 em dose dependente. O 6leo essencial extraido de frutos
de S. molle possui citotoxicidade contra linhagens de células de cancer do célon
humano (ICso0 1,15 pg/mL), HepG2 (1Cs0 0,95 pg/mL) e de mama MCF-7 (54 mg/mL),
enguanto que para o 6leo essencial de flores de S. molle mostrou um grande potencial
de atividade citotoxica contra MCF-7 com um ICso de 0,98 pg/mL (Bendaoud et al.,
2010; Hamdan; Al-Gendy; El-Shazly, 2016). Destaca-se, estudos de Simionatto et al.
(2011) e Abdel-Hameed e Bazaid (2017) que evidenciaram atividade citotéxica com o
Oleo essencial extraido de folhas de S. molle contra linhagens de células humanas de
eritroleucemia K562 (leucemia eritréide aguda) em uma concentracéao de 0,89 pg/mL
e de HepG2 (ICs0 16,33 pg/mL).



66

Simionatto et al. (2011) também observou atividade citotoxica de 50% contra
nove linhagem de células humanas, utilizando o 6leo essencial extraido de folhas de
S. molle da estacéo veréo. As linhagens utilizadas foram MCF-7 (adenocarcinoma de
mama), K562 (leucemia), NCI.ADR (cancer ovariano expressando o fenétipo de
resisténcia a adriamicina), NCI.460 (cancer de pulméao), UACC.62 (melanoma), 786-0
(carcinoma renal), OVCARO03 (carcinoma ovariano humano), PCO.3 (adenocarcinoma
de prostata) e HT-29 (cancer de colon). O resultado mais significativo de citotoxicidade
foi para as células K562 (0,89 pg/mL) e NCI-ADR (3,40 pg/ mL). Os autores destacam
gue tal atividade se deve a presenca dos sesquiterpenos no 6leo essencial.

No entanto, o 6leo essencial de folhas de S. molle ndo foi eficiente contra
algumas células tumorais, dentre elas o hepatoma humano - Hep3B (ICso = 211,2
ng/mL) e hepatoma humano - HepG2 (ICso = 108,9 pg/mL), carcinoma de bexiga -
ECV-304 (ICs0=118,8 pg/mL). Contudo, para o carcinoma de mama, o 6leo essencial
demonstrou atividade citotoxica (ICso = 75,5 pg/mL) em estudos de Diaz et al. (2008).
Esses autores relacionaram a atividade citotoxica a presenca dos monoterpenos a e
B-pineno) e ressaltaram que o mecanismo de citotoxicidade do Oleo essencial de S.
molle esta relacionado aos efeitos apoptoticos (ruptura da membrana celular) que
foram observados para altas concentracfes do 6leo essencial (ICso = 242,2 pg/mL)

pelo ensaio de [3 - (4,5 - dimetiltiazol-2yl) - 2,5 - difenil brometo de tetrazolina].

Comparando-se a atividade citotoxica de espécies de Schinus, o 6dleo
essencial de frutos de S. terebinthifolius (ICso = 47 + 9 mg/mL) foi mais eficiente do
gue o 6leo essencial de frutos de S. molle (ICso = 54 £+ 10 mg/mL), ambos frente a
linhagem de células de cancer de mama (Bendaoud et al., 2010). Esses autores
relacionam a atividade citotoxica a presenca de alta concentracdo de sesquiterpenos

no 6leo essencial de S. terebinthifolius.

5.6 DETERMINAC}AO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO OLEO ESSENCIAL in
vitro

A busca de novos recursos naturais com atividade antioxidante tem se tornado
frequente, pois os antioxidantes naturais sdo uma alternativa para os aditivos quimicos
usados na industria de alimentos e também para prevenir e tratar enfermidades (TLILI
et al., 2018).
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Nesse sentido, foram avaliados o potencial da atividade antioxidante do 6leo
essencial extraido de folhas de S. molle por meio de trés metodologias, a saber:
atividade antioxidante pela formacéo do complexo fosfomolibdénio, DPPH e TBARS.

A avaliagdo da atividade antioxidante pela formacdo do complexo
fosmolibdénio foi realizada em amostras de 6leo essencial de S. molle em uma
concentracdo de 200 pg/mL. Enquanto que para a metodologia do DPPH, diferentes
concentracbes dos Oleos essenciais de S. molle (500; 25; 12,5; 6,25; 3,125 e 1,5
png/mL) foram avaliadas, para cada estacéo do ano. Para o teste TBARS, a atividade
antioxidante foi avaliada pela oxidagéo de lipideos (peroxidacao lipidica), substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). Todas a metodologias foram aplicadas para
amostras nas quatro estacdes do ano.

Primeiramente, para a metodologia de identificacdo da formac¢&o do complexo
fosfomolibdénio, a atividade antioxidante relativa (AAR) foi calculada em porcentagem
para os 0leos essenciais em cada estacao do ano, sendo utilizados dois antioxidantes
padrbes comparativos: o acido galico e a vitamina C.

De acordo com os resultados expressos na tabela 5, os 0leos essenciais de
S. molle obtido de folhas coletadas no verdo, inverno, primavera e outono
demostraram uma atividade antioxidante relativa, com diferengas significativas para o
padrdo vitamina C. Além do mais, para as amostras de 6leos essenciais quando
comparados ao acido galico n&do foram identificadas diferengas negativas. No entanto,
todas as amostras mostraram atividade antioxidante relativa em 100%.

Para a andlise da atividade antioxidante do 6leo essencial de S. molle pelo
método DPPH, foram obtidos os seguintes valores expressos em porcentagem, sendo

comparados aos mesmos padrdes acido galico (tabela 6) e vitamina C (tabela 7).

A metodologia do DPPH consiste na reducéo do radical DPPH, de coloracdo
purpura em difenil-picril-hidrazina de cor amarelada por um antioxidante. Portanto, os
Oleos essenciais de S. molle comportaram-se como um antioxidante que reduziu os

radicais livres em difenil-picril-hidrazina.

Os dleos essenciais da estagdo verao e primavera apresentaram valores com
diferencas significativas quando comparadas ao antioxidante acido géalico, em todas
as concentracdes avaliadas. Entretanto, as amostras do outono e inverno
demostraram atividade antioxidante em porcentagem, mas nao significativamente
(Tabela 6).
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Tabela 5 — Avaliacdo da atividade antioxidante relativa em porcentagem (AAR%) para o 6leo essencial de Schinus molle pela formagdo do complexo
fosfomolibénio. Amostras comparadas a vitamina C e ao acido galico

Amostra AAR% + DP AAR% £ DP
(Vitamina C) (Acido gélico)
Oleo essencial de verdo 48,74 + 8,152 100,00 + 38,96
Oleo essencial de outono 68,65 + 3,81° 100,00 + 13,07
Oleo essencial de inverno 40,81 + 16,00°¢ 100,00 + 76,47
Oleo essencial de primavera 88,12 + 5,514 100,00 £ 26,32

Fonte: A autora.
Nota: As analises estatisticas foram feitas utilizando one-way ANOVA seguido do teste de Tukey. Os valores sdo expressos como a média + DP. 2P¢dp < 0,05

guando comparados entre si.



Tabela 6 — Avaliacdo da atividade antioxidante relativa em porcentagem (AAR%) para o 6leo essencial de Schinus molle pelo método DPPH. Amostras

comparadas ao acido galico

Concentracdes  Acido galico  Oleo deverdo  Oleo deoutono  Oleo deinverno  Oleo de primavera

(ug/mL) (AAR% + DP)  (AAR% + DP) (AAR% + DP) (AAR% + DP) (AAR% + DP)
500 95,04 £1,21 14,01 + 2,992 99,50 £ 2,36 95,40 £ 2,30 61,49 +7,74°

25 90,52 + 1,38 1451 £1,192 95,69 = 2,99 100,00 = 1,06 60,34 +5,79°

12,5 89,66 =+ 2,04 14,87 £ 4,732 95,04 + 1,20 100,00 = 0,99 59,55 + 7,59 P

6,25 88,36 £ 1,89 14,94 £ 1,752 93,39 £ 5,66 95,58 £ 0,76 60,20 + 6,52 P
3,125 90,30 £ 3,12 14,87 + 0,372 95,91 + 3,93 96,22 £ 1,07 51,22 +2,86°

15 90,30 =+ 2,15 18,03 +£2,932 97,27 £ 1,62 94,47 + 6,56 64,80 +2,81°

Fonte: A autora.
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Nota: As andlises estatisticas foram feitas utilizando one-way ANOVA seguido do teste de Tukey. Os valores sdo expressos como a média = DP. 2P p < 0,05
guando comparados ao grupo controle.
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Tabela 7— Avaliacdo da atividade antioxidante relativa em porcentagem (AAR%) para o 6leo essencial de Schinus molle pelo método DPPH. Amostras
comparadas a vitamina C

Concentracdes Vitamina C Oleo deverdo  Oleo de outono Oleo de inverno Oleo de primavera

(ug/mL) (AAR% £ DP)  (AAR% % DP) (AAR% + DP) (AAR% + DP) (AAR% + DP)
500 100,00 = 0,85 14,01 +£2992 99,50 £ 2,36 95,40 £ 2,30 61,49 +7,74°

25 90,95 + 1,63 1451+£1,192 95,69 + 2,99 100,00 = 1,06 60,34 +5,79°b

12,5 90,30 £ 1,76 14,87 £ 4,73 2 95,04 £ 1,20 100,00 = 0,99 59,55 + 7,59 P

6,25 90,30 + 2,34 1494 +£1,752 93,39 + 5,66 95,58 + 0,76 60,20 + 6,52 P
3,125 85,99 £ 1,89 14,87 £ 0,37 2 95,91 £ 3,93 96,22 =+ 1,07 51,22 +2,86°

15 90,73 £ 1,96 18,03+2,932 97,27 £ 1,62 94,47 = 6,56 64,80 +2,81°

Fonte: A autora.
Nota: As analises estatisticas foram feitas utilizando one-way ANOVA seguido do teste de Tukey. Os valores sdo expressos como a média + DP. 2 p < 0,05
quando comparados ao grupo controle.
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Para a analise dos resultados pelo teste com espécies reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS), o porcentual do indice antioxidante (IA%) foi calculado para
cada amostra (Tabela 8), dos quais os Oleos essenciais da estacdo verado, outono,
inverno e primavera néo apresentaram diferengas significativas na atividade
antioxidante. No entanto, todas as amostras de 6leos essenciais das folhas de S. molle
mostraram atividade antioxidante em 100%.

No presente estudo, a atividade antioxidante dos 6leos essenciais extraidos
de folhas de S. molle em diferentes estacbes do ano foi avaliada e comparada.
Considerando os resultados significativos, o 6leo essencial de verdo apresentou
menor atividade antioxidante para o teste DPPH em diferentes concentracfes (500;
25; 12,5; 6,25;3,125 e 1,5 pg/mL), no entanto, para a metodologia TBARS, evidenciou
a atividade antioxidante em 100% quando comparado ao BHT.

O dleo essencial de outono apresentou atividade antioxidante nos testes de
DPPH e TBARS, sendo para este alto potencial de atividade verificada. Enquanto que,
0 Oleo essencial da estacdo inverno demonstrou menor atividade antioxidante no
método do fosfomolibdénio (200 pg/mL) quando comparado a vitamina C, mas para o
teste TBARS e fosfomolibdénio em comparacdo ao acido galico apresentou forte
indice de capacidade antioxidante.

O dleo de primavera demonstrou alta atividade antioxidante somente para o
teste do fosmolobibdénio (200 pg/mL), enquanto que para as demais metodologias,

nao foi verificada uma resposta significativa.

Portanto, o 6leo essencial de folhas de S. molle apresenta uma atividade

antioxidante, independente da estacdo do ano em que as folhas foram coletadas.

Uma variacdo da atividade antioxidante pode ocorrer devido a diversos
fatores, sendo principalmente os fatores edafico-climaticos que influenciam
diretamente na composicdo quimica dos Oleos essenciais e na concentracdo dos
compostos volateis (Erygit et al., 2017). Ha compostos volateis com boa acao
antioxidante e outros nem tanto. Normalmente, quando o 6leo essencial apresenta
alta concentracdo em monoterpenos, a atividade antioxidante € baixa ou ndo é
verificada (Bendaoud et al., 2010; Erygit et al., 2017). Portanto, diante dessa premissa,

a atividade antioxidante do 6leo essencial de S. molle identificada na atual pesquisa,
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esta relacionada com a predominancia de compostos sesquiterpenos, dos quais estao
envolvidos em tal atividade (Sghaier et al., 2011).

Simionatto et al. (2011), utilizando o método de DPPH, verificaram uma
atividade antioxidante menor para o 6leo essencial de folhas de S. molle (ICso > 100,0
png/mL) devido a composi¢ao quimica ser majoritaria em sesquiterpenos.

Comparando-se 0s 0leos essenciais de frutos de S. molle e S. terebinthifolius,
Bendaoud et al. (2010) demonstraram, pelo método DPPH, uma atividade antioxidante
menos intensa do que pela metodologia do ABTS, sendo que o 6leo essencial de S.
molle possui uma atividade antioxidante mais expressiva que o de S. terebinthifolius.
A metodologia do DPPH foi realizada em metanol, enquanto que o ABTS utilizou um
meio heterogéneo (agua/etanol) (Bendaoud et al., 2010).

Considerando os compostos volateis, a e B-felandreno demonstraram baixa
atividade antioxidante na metodologia DPPH, enquanto que o p-felandreno,
apresentou alto grau de atividade antioxidante pela metodologia ABTS para o 6leo
essencial de frutos de S. molle e S. terebinthifolius em trabalho de Bendaoud et al.
(2010). Outros autores ainda sugerem que o Oleo essencial de S. molle tem baixa
atividade na capturacdo de radicais livres pelo método DPPH (Diaz et al., 2008).
Adicionalmente, o 6leo essencial extraido de caules de S. molle e obtiveram, pelo
método do DPPH, um valor baixo para a atividade antioxidante com IC = 12,66 + 2,15
pHg/mL (Salem et al., 2016).

Considerando o presente estudo, o 6leo essencial das folhas de S. molle nas
guatro estacdes do ano possui atividade antioxidante, dos quais foram efetivas pelas

metodologias do complexo fosfomolibdénio e DPPH estatisticamente.
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Tabela 8 — Avaliacdo da atividade antioxidante em porcentagem (I1A%) para o éleo essencial de Schinus molle com o teste TBARS. Amostras das quatro

estacdes do ano comparadas ao BHT

Amostra

IA% + DP

Oleo essencial de verdo
Oleo essencial de outono

Oleo essencial de inverno

Oleo essencial de primavera

100,00 + 4,54

100,00 + 35,08

100,00 + 8,32

100,00 + 3,52

Fonte: A autora.

Nota: As analises estatisticas foram feitas utilizando one-way ANOVA seguido do teste de Tukey. Os valores séo expressos como a média = DP. 2p < 0,05

guando comparados entre si.
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5.7 ESTUDO ETNOFARMACOLOGICO

5.7.1 Caracterizacdo quimica dos extratos aquosos de Schinus molle L.

Os componentes quimicos da fracdo solivel em etanol de S. molle (FSESM)
foram identificados pela cromatografia liquida ultra rapida acoplada a detectores de
arranjo de diodos e espectrometria de massas (UHPLC-DAD-MS). A cromatografia
(Figura 9) identificou um total de 22 componentes (Tabela 9), incluindo acidos
organicos (acido pentandico e acido quinico, picos 1 e 2), derivados do acido
benzdbico (4cido O-hexosil gentisico e acido O-hexosil hidroxi-metoxi-benzbico, picos
4 e 5), alcool benzilico (alcool O-hexosil-pentosil benzilico, pico 13), derivados do
acido fenilpropanoide (acido 3-O-&-cafeoilquinico, acido O-hexosil O-cumaroil,
acido 5-O-&-cafeoilquinico e acido O-cumaroilquinico, picos 6, 9, 10 e 15),
flavonoides (catequina, epicatequina, epi derivado da catequina, picos 7, 14 e 16),
procianidinas diméricas do tipo B (picos 8, 11 e 12), megaestigmanos o-
glicosilados (O-hexosil megaestigmano e O-hexosil-desoxihexosil eugenol, picos 17
e 19), adi-O-flavonoides glicosilados (rutina, pico 18), &cidos graxos (acido tri-
hidroxi-octadecadiendico e acido tri-hidroxi-octadecendico, picos 21 e 22).

Entre os acidos orgéanicos encontrados, estdo o acido pentandico e acido
guinico. Os metabdlitos 4 e 5 (derivados do acido benzdico) apresentaram fragmentos
principais relacionados a perda de um grupo hexosil (162 u), resultando em ions
fragmento em m/z 197 e 153, consistentes com os dados encontrados na literatura
para o acido O-hexosil gentisico (4) e acido O-hexosil hidroxi-metoxi-benzdico (5)
(Danise et al., 2021; Gomez-Caravaca et al., 2008). Adicionalmente, o composto 13
exibiu uma perda da massa atomica de 146 u, indicando uma unidade pentosil, dando
origem a um ion fragmento em m/z 269. Esse resultado é semelhante ao que ja foi
descrito por Danise et al. (2021), sendo o alcool O-hexosil-pentosil benzilico. Os
compostos 6 (acido 3-O-E-cafeoilquinico) e 10 (4cido 5-O-&-cafeoilquinico)
apresentaram espectros UV semelhantes ao cromoéforo acido caféico (Amax = 299 e
325 nm), enquanto os compostos 9 (acido O-hexosil O-cumaroil) e 15 (acido O-
cumaroilquinico) foram compativeis com croméforos de acido cumarico (Amax= 299 e
313 nm). Os metabdlitos 6 e 10 apresentaram fragmento de ions em m/z 191 e 179,

correspondendo ao acido quinico e acido caféico, respectivamente. A posicado da
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esterificacdo do &cido caféico em &cido quinico (em C3 e C5 do acido quinico) foi
determinado pela intensidade dos ions de m/z 179 e comparado com a descricéo feita
por Clifford et al. (2003). Portanto, esses compostos foram identificados como acido
3-O- &-cafeoilquinico (6) e acido 5-O- &-cafeoilquinico (10).

O pico 15 mostrou um fragmento de ion em m/z 173, que é gerado pela perda
de uma molécula de agua. Isso indica a presenca de residuo de acido quinico e foi
identificado como acido O-cumaroilquinico (Marks; Mullen; Crozier, 2007). E além
disso, o composto 9 exibiu um ion produto em m/z 163, produzido pela perda de uma
unidade hexosil (162 u). Portanto, esse composto foi identificado como acido O-
hexosil o-cumaroil (15). Estes derivados de acido cumarico descritos estdo sendo
relatados pela primeira vez para a espécie S. molle.

Os compostos 7 (catequina), 8-11-12 (dimero de procianidina), 14
(epicatequina) e 16 (epi-derivado de catequina) mostraram uma banda de absorcao
no comprimento de onda Amax = 280 nm, que € semelhante ao observado para 3-
flavonadis/proantocianidinas. Os metabdlitos 7 e 14 revelaram fragmentos dos ions em
m/z 245 com a perda de uma molécula de CO2. Esses metabalitos foram identificados
como catequina (7) e epicatequina (14) (Marks; Mullen; Crozier, 2007) e a identificacéo
foi confirmada por injecdo do padrdo auténtico. O composto 16 mostrou uma
fragmentagédo do ion em m/z 289 (CisH130s-) e foi identificado com um derivado de
(epi) catequina. Os flavonoides foram também identificados para extratos aquosos das
raizes de S. molle, como rutina, quercetina, acido quinico e acido galico (Hmed et al.,
2020).

Os metabdlitos 8,11 e 12 exibiram ions do produto em m/z 425 devido a perda
de 152 u, que foi produzido pela fragmentacdo da reacdo inversa de Diels-Alder ou
Retro-Diels-Alder, seguida pela desidratacdo (m/z 407). Adicionalmente, a presenca
do ion fragmento m/z 289, relativo a catequina/epicatequina em forma monomérica,
também foi confirmado a presenca dessas unidades monoméricas por outros
pesquisadores (Friedrich et al., 2000; Marks; Mullen; Crozier, 2007). Portanto, esses
compostos foram identificados como dimeros de procianidina do tipo B. O metabdlito
17 ndo exibiu absorcdo de UV e houve uma perda de 162 u do ion desprotonado
387,2046 resultando no ion m/z 225, indicando um substituinte hexosil. O ion
fragmento m/z 225 corresponde a uma porgao aglicona com treze carbonos. Sendo
assim, este metabdlito foi classificado como O-hexosil megaestigmano (De Oliveira
Dembogurski et al., 2023).
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Finalmente, O-flavonol glicosidico rutina (18) foi confirmada pela inje¢do do
padréo que exibiu uma absorcao das bandas em comprimentos de onda de 256 e 355
nm, sendo compativel com flavonoides. O ion desprotonado m/z 609,1445 exibiu uma
perda de 162 e 146 u, indicando a presenca dos substituintes hexosil e desoxihexosil.
Além disso, o ion do fragmento aglicona em m/z 301 indicou a quercetina (Ghareeb et
al.,, 2018). Os compostos 21 e 22 foram identificados como &cido tri-hidroxi-
octadiendico e acido tri-hidroxi-octadecandico, respectivamente. Estes acidos graxos
exibiram padrdes de fragmentacdo semelhantes, com ions em m/z 311, 229 e 171,
correspondendo a clivagem na posicao Co (Khaled et al., 2019). A diferenca de massa
de 2 u sugeriu um adicional de ligacdo dupla em &cido tri-hidréxi octadiendico (21) em

comparacao com o acido tri-hidroxi octadecandico (22).
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Figura 9 — Picos obtidos pela cromatografia liquida ultra rdpida acoplada a espectrometria de massas (modo polo negativo) dos extratos aquosos das folhas

de Schinus molle
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Tabela 9 — Identificacdo dos componentes quimicos no extrato aquoso purificado de Schinus molle L. (FSESM) por UHPLC-DAD-MS

(continua)
: TR Polo negativo Polo positivo
Pico (min) uv FM MS [M-H]. MS/MS MS [M+H]* Compostos
1 1,2 - CsH100s  165,0424 - - Acido pentandico
2 1,3 - C7H120s  191,0544 173 193,0716 Acido quinico
3 2,1 285 Ci2H1407  271,0857 161 - N&o identificado
4 4,1 320 CisH1609 315,0705 153, 152 - Acido O-hexosil gentisico
C14H1809 Acido O-hexosil hidroxi-
5 5,8 250, 289 329,0918 167, 152 - metoxi-benzdico
C16H1809 289, 245, 191, 179,
6 6,8 297, 320 353,0910 173 - Acido 3-O-E-cafeoilquinicoPd
7 9,6 280 CisH1406  289,0747 245, 203, 161 291,0816 CatequinaPd
C30H26012 425, 407, 289, 245, Dimero de procianidina (tipo
8 9,7 280 577,1331 179 579,1570 B)
9 10,5 289,313 CisHis0s 325,0975 163 - Acido O-hexosil O-cumaroil
Ci16H1809 289, 191, 179, 173,
10 11,1 293, 320 353,1372 163 - Acido 5-O-E-cafeoilquinicoPd
C30H26012 465, 407, 363, 289, Dimero de procianidina (tipo
11 11,7 280 577,1318 245, 161 579,1509 B)
C30H26012 457, 425, 407, 289, Dimero de procianidina (tipo
12 12,5 280 577,1318 245, 161 - B)
C18H26010 Alcool O-hexosil-pentosil
13 12,8 280 401,1453 289, 269, 245, 161 - benzilico
14 12,9 280 CisH1406  289,0718 245, 221, 203, 165 - EpicatequinaP
15 13,3 299,310 CisH1s80s 337,0925 191, 173 339,1045 Acido O-cumaroilquinico
16 13,9 280 C22H28011 467,1559 383, 289, 191 - (Epi) derivado da catequina
17 16,7 - Ci9H320s  387,2049 225 - O-hexosil megaestigmano
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Tabela 9 — Identificacdo dos componentes quimicos no extrato aquoso purificado de Schinus molle L. (FSESM) por UHPLC-DAD-MS

(conclusao)
. TR Polo negativo Polo positivo
Pico miny Y M "ISTM-HT MS/MS MS [M+H]* Compostos
18 19,0 256,355 C27H30016 609,1445 463, 301, 300 611,1676 Rutina Pd
C27H30015 593,1512 O-hexosil-desoxihexosil
519, 417, 357, 285, eugenol
19 20,9 280 151 -
CoH32011 471,1872 447, 417, 307, 273,
20 22,1 280 247, 163 495,1829 Nao identificado
C18H3205 327,2075 311, 295, 251, 233, Acido tri-hidroxi-
21 30,7 - 229,211,171 351,2142 octadecadiendico
C18H340s5 311, 291, 229, 221, Acido tri-hidroxi-
22 31,6 - 329,2333 211,171 - octadecandico

Fonte: A autora.

Nota: TR (tempo de retencéo), FM (férmula molecular), pd (confirmado por injecéo do padréo).



80

5.7.2 Estudos toxicoldgicos

5.7.2.1 Toxicidade aguda

Na avaliagdo da toxicidade aguda, nenhuma morte ocorreu e nenhuma
mudanca comportamental entre os animais (ratos Wistar fémeas) foi identificada
durante o periodo experimental de 15 dias. Todos os animais receberam uma dieta
regular e o ganho de peso corpéreo foi homogéneo (Tabela 10). As andlises
hematolégicas (Tabela 11) e bioquimicas (Tabela 12) ndo demonstraram qualquer
alteracdao significativa para os animais tratados com FSESM (5, 50, 300 e 2000 mg/kg)
ou veiculo (dgua, 10 mL/kg). Os pesos relativos (Tabela 10) e as analises
macroscopicas dos Orgaos vitais e reprodutivos ndo revelaram diferencas ou
anormalidades entre os grupos tratados. Além disso, as andlises histopatoldgicas ndo
demostraram quaisquer sinais de lesédo ou alteracdes em 6rgaos vitais e reprodutivos
gue sugerem toxicidade aguda (Figura 10). Portanto, considerando os resultados
obtidos com o screening hipocratico (Malone; Robichaud, 1962) que indica o grau de
intensidade dos efeitos comportamentais através de uma escala, peso relativo dos
orgaos, ingesta de racdo e de agua, e das analises patoldgicas (macroscoépica e
microscopica) dos orgaos (vitais e reprodutivos), FSESM, até a dose maxima de 2000
mg/kg, pode ser considerada segura.

Na literatura, existe uma escassez de estudos sobre os extratos aquosos de
folnhas de S. molle quanto a toxicidade dessas prepara¢cfes. No entanto, alguns
estudos foram feitos com os 0Oleos essenciais extraidos de folhas e de frutos de S.
molle em relacéo a avaliacdo da toxicidade. Martins et al. (2014) avaliaram os Oleos
essenciais de folhas e de frutos de S. molle para as doses de 175, 550, 1000 e 2000
mg/kg em ratos fémeas e ndo houve qualquer indicio de toxicidade. Entretanto, o 6leo
essencial de frutos demonstrou uma alteracdo de comportamento somente nas
primeiras 24 h do experimento, em doses de 1000 e 2000 mg/kg. E ainda para esse
estudo, os autores também nao identificaram qualquer variagdo no peso ou na
ingestdo de comida para os animais. Da mesma forma, 6rgdos e tecidos néo
demonstraram qualquer sinal de danos pela analise macroscépica.

No entanto, em estudos de Ferrero et al. (2007) com extratos etandlicos de
frutos de S. molle demostraram um aumento significativo na ingesta alimentar em

ratos machos da linhagem Wistar, bem como foi observado uma alteragao significativa
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no parametro agitacdo quando comparado com o grupo controle. Além disso, néo foi
observado ganho de peso, alteracdes clinicas e lesGes histopatologicas em oOrgaos
como, cérebro, figado, rins, pulmé&o, coragcdo, estbmago e intestino no grupo
experimental avaliado.

E dentro do mesmo modelo experimental para o atual estudo, ou seja,
realizado com ratas em uma dose de 2000 mg/kg, Habte et al. (2020) também néao
observaram alteragbes comportamentais ou morte aparente para os extratos aquosos

e metanolicos obtidos de frutos de S. molle.
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Tabela 10 — Efeito da administracdo oral aguda da fracdo sollivel em etanol de Schinus molle (FSESM) em ratos Wistar fémeas (%) sobre o peso corporal (g)
e peso relativo para cada érgao por um periodo de 14 dias

Orgéo Controle FSESM (5 mg/kg) FSESM (50 mg/kg) FSESM (300 mg/kg) FSESM (2000 mg/kg)
Peso inicial (g) 200+9,1 200+ 7,4 195+ 7,7 203+9,9 201 +6,7

Peso final (g) 210+ 7,2 209 +9,7 213+8,1 210+ 7,7 212 +7,1
Figado (%) 3,33+0,10 3,30 £ 0,10 3,36 £ 0,09 3,38 +£0,10 3,30 £ 0,10
Coracéo (%) 0,20 + 0,016 0,22 + 0,016 0,21 + 0,014 0,22 + 0,012 0,20 + 0,016
Baco (%) 0,20 + 0,008 0,20 £ 0,013 0,21 £ 0,010 0,22 + 0,011 0,21 +£ 0,018
Rins (%) 0,37 £ 0,009 0,36 £ 0,012 0,38 £ 0,011 0,39 £ 0,012 0,38 £ 0,012
Ovérios (%) 0,033 + 0,002 0,033 + 0,004 0,034 + 0,002 0,033 + 0,002 0,032 + 0,002
Utero (%) 0,21 + 0,036 0,22 + 0,023 0,20 £ 0,020 0,22 + 0,032 0,22 + 0,023

Fonte: A autora.

Nota: Valores foram expressos como a média + E.P.M. (n = 5) em comparagao com o grupo controle utilizando one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni
para as analises estatisticas.
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Tabela 11 — Efeito da administracdo oral aguda da frac@o soluvel em etanol de Schinus molle (FSESM) sobre os pardmetros hematolégicos em ratos Wistar
fémeas apods 14 dias de tratamento

Parameters Control ESSM (5 mg/kg) ESSM (50 mg/kg) ESSM (300 mg/kg) ESSM (2000 mg/kQ)
Eritr6citos (108/mL) 85+0,3 8,1+0,5 8,3+0,4 8,2+0,5 8,3+0,4
Hemoglobina (g/mL) 158+0,4 157+1,2 152+1,9 149+0,9 152+1,2
Hematdcrito (%) 41,4+1,9 40,2+ 2,2 49,2+ 2,7 457 +2,1 476 + 2,7
VCM (fl) 54,1+25 52,9+2.2 50,2+ 3,1 59,0+ 4,1 55,3+4,8
HCM (pg) 16,1+14 17,1+£2,0 16,2+ 2,5 16,4+ 3,5 16,3+ 3,7
CHCM (%) 31,7+3,2 30,2+ 3,2 32,1+4,1 34,5+3,9 33,4 +3,7
Plaguetas (10%/mm3) 1099 + 88 1010 + 99 1076 + 81 1064 + 86 1055 + 77
Leucdcitos totais

99+1,6 95+1,9 9,8+2,2 8,9+23 8,721
(103/mm3)
Neutrofilos (%) 159+1,1 15,3+1,9 16,8+ 2,1 16,5+25 16,3+ 2,3
Linfocitos (%) 79,2+ 3,3 78,4+ 3,1 76,6 + 5,3 76,2+5,5 76,7+ 4,2
Mondcitos (%) 3,2+0,8 33+1,1 31+19 36+1,1 33+1,6
Eosindfilos (%) 1,6+0,4 1,8+0,2 1,6+0,3 1,6 £0,6 1,7+£04
Basdfilos (%) 0,3+0,1 0,3+0,1 0,3+0,1 02+0,1 0,3+0,1

Fonte: A autora.

Nota: Valores foram expressos como a média + E.P.M. (n = 5) em comparacado ao grupo controle utilizando one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
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Tabela 12 — Efeito da administracdo oral aguda da fracdo solivel em etanol de Schinus molle (FSESM) sobre os parédmetros bioquimicos em ratos Wistar
fémeas apos a um periodo de 14 dias de tratamento

Parametros Controle FSESM FSESM FSESM FSESM
(5 mg/kg) (50 mg/kQ) (300 mg/kq) (2000 mg/kg)

Colesterol total (mg/dL) 42 + 4,2 43 £ 4,2 49 + 3,3 48 £ 4,2 52+6,4
Colesterol HDL (mg/dL) 46 + 3,4 47 £ 3,9 40 £ 3,7 40+ 4,6 50+4,1
Triglicerideos (mg/dL) 37+3,2 35+ 3,7 32+49 39+3,3 32+3,2
Ureia (mg/dL) 52+4,1 50+4,1 49 +4,3 53+6,4 48 + 4,8
Creatinina (mg/dL) 0,35+0,03 0,35+ 0,02 0,36 £ 0,03 0,35+ 0,03 0,36 = 0,02
Sadio (mEQ/L) 145+ 7,7 146 £ 9,6 149 + 10,2 151 +12,2 147 + 11,0
Potassio (mEqg/L) 6,3+0,7 6,0+0,7 59+0,6 6,0+0,8 6,1+0,9
Acido urico (mg/dL) 1,9+0,5 2,1+0,7 2,0+0,6 2,2+0,7 2,1+0,8
Proteinas totais (g/dL) 6,1+0,5 6,0£0,6 59+£0,5 6,1+£0,9 6,0£0,8
Albumina (g/dL) 4,1+0,6 4,2+0,7 4,3+0,6 4,0+0,6 4,2+0,6
Globulina (g/dL) 1,304 1,6 £0,3 1,9+0,2 1,6+0,3 1,4+0,3
Amilase (U/L) 1024 + 88 1021 + 85 999 + 98 974 + 102 930 + 104
Fosfatase alcalina (U/L) 53+11,3 58 £9,9 60 £ 10,9 60 £9,7 51+8,2
AST (U/L) 58 + 5,6 62 +9,6 60+9,1 63+7,7 65+ 11,1
ALT (U/L) 33+2,1 32+3,3 29+3,5 33+3,1 29 + 3,8

Fonte: A autora.

Nota: Valores foram expressos como a média + E.P.M. (n = 5) em compara¢ao com o grupo controle utilizando one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
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Figura 10 — Efeito da administracdo oral aguda da fracéo sol(vel em etanol de Schinus molle (FSESM) sobre os parametros histolégicos em ratos fémeas apés
a um periodo de 14 dias de tratamento em comparag¢ao ao grupo controle

(continua)

Figado, HE 20X (controle) Rim, HE 20X (controle) Oério, HE 20X (controle)
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Figura 10 — Efeito da administracdo oral aguda da fracéo sol(vel em etanol de Schinus molle (FSESM) sobre os parametros histol6gicos em ratos fémeas apés
a um periodo de 14 dias de tratamento em compara¢&o ao grupo controle
(concluséo)

Pulméo, HE 20X (FSESM Coracgao, HE 20X (FSESM

Figado, HE 20X (FSESM) Rim, HE 20X (FSESM) Ovario, HE 20X (FSESM)

Fonte: A autora.



87

5.7.2.2 Genotoxicidade

5.7.2.2.1 Teste de micronucleos

O numero médio da quantidade de eritrocitos policromaticos micronucleados
foi determinado entre os diferentes grupos tratados com FSESM (5, 50 e 300 mg/kg)
ou ciclofosfamida (20 mg/kg - controle positivo) nas amostras analisadas (Figura 11A-
B). Todos os ratos machos e fémeas tratados com FSESM apresentaram um indice
similar de eritrcitos policromaticos quando comparados com 0 grupo que recebeu o
veiculo (dgua filtrada). Entretanto, os animais (ratos machos e fémeas) tratados com
0 controle positivo demonstram um aumento significativo na quantidade de
policromaticos, indicando o elevado grau mutagénico da ciclofosfamida. Outro
resultado semelhante foi a identificacdo de uma alteracdo significativa da relagéo
numérica entre os eritrocitos policromaticos e os normocromaticos (PCE/NCE) para
todos os grupos tratados (machos e fémeas) com ciclofosfamida. Portanto, o
tratamento feito com FSESM nao causou qualquer alteragdo significativa nos
eritrécitos quando comparados com o grupo controle negativo que indicasse uma

possivel genotoxicidade (Figura 11C-D).
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Figura 11 — Efeitos do tratamento prolongado com FSESM e ciclofosfamida sobre os eritrcitos
policromaticos  micronucleados  (MN-PCE) (A, B) e o indice de eritrécitos
policromaticos/normocrométicos (PCE/NCE) (C, D) para ratos machos e fémea
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Fonte: A autora.

Nota: Cada barra representa a média £ E.P.M. (n = 6). Os asteriscos mostram o indice de significancia
em comparac¢ao ao grupo controle negativo (C-) (one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni) (¢ p
<0,05).
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5.7.2.2.2 Ensaio Cometa

Os efeitos do tratamento prolongado com FSESM (5, 50 e 300 mg/kg) e
ciclofosfamida (20 mg/kg - controle positivo) sobre o DNA de ratos machos e fémeas
foram observados através do indice de danos (Figura 12A-B) e da frequéncia de danos
(Figura 12C-D). Todas as doses avaliadas de FSESM n&o induziram qualquer
alteracédo significativa sobre o DNA dos animais quando comparado com 0 grupo
controle negativo (4gua filtrada). No entanto, o grupo tratado com a ciclofosfamida
induziu ou aumentou em aproximadamente 100% o indice e a frequéncia de danos
sobre o DNA de todos os animais tratados.

A ciclofosfamida € um farmaco classificado como antineoplasico, um agente
alquilante, em que se liga ao DNA, realizando a alquilacdo da principal base
nitrogenada, a guanina (Almeida et al., 2005).

Para o atual estudo, portanto, as doses dos extratos aquosos de S. molle de
5, 50 e 300 mg/kg néo evidenciaram qualquer sinal de genotoxicidade. Entretanto,
Duarte et al. (2018) utilizando 0leo essencial de folhas de S. molle por meio do ensaio
cometa, observou efeitos de genotoxicidade em doses altas do 6leo essencial nos
macrofagos. Além desses resultados, a mesma pesquisa demonstrou efeitos nao
mutagénicos do 6leo essencial pelo teste de micronicleos.

Radwan et al. (2018) realizaram pesquisas de genotoxicidade com extratos
de partes aéreas de S. molle pelo teste de micronucleos e pelo ensaio cometa, porém
em camundongos machos Swiss. Esses pesquisadores compararam as espécies
medicinais de areas contaminadas e ndo contaminadas por metais (Co, Pb, Al, Cr,
Cu, Mo, Fe, Mn, Ni, Zn e Sr) na regido da Arabia Saudita. Como o esperado, S. molle
de areas contaminadas favoreceu em um aumento significativo do nimero de células
micronucleadas (teste de micronucleos), bem como a presenca de danos no DNA
(ensaio cometa) foram observados em comparagao com o grupo controle. No entanto,
para S. molle de areas ndo poluidas nédo evidenciou qualquer indicio de

genotoxicidade para 0s grupos experimentais.
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Figura 12 — Efeitos do tratamento prolongado com FSESM e ciclofosfamida sobre o indice de danos
(tipo de dano multiplicado pelo nimero de células com danos) e a frequéncia de danos (nUmero de
células com danos para cada 100 células avaliadas) sobre o DNA de ratos machos (A, C) e fémeas (B,
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Fonte: A autora.

Nota: Cada barra representa a média + E.P.M. (n = 6). Os asteriscos mostram o indice de significancia
em comparag¢ao ao grupo controle negativo (C-) (one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni) (¢ p
<0,05).
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5.7.3 Atividade cardiovascular

5.7.3.1 Avaliagao da fungéo renal

O volume urinario observado para as amostras coletadas dos ratos SHR
tratados com as diferentes doses do FSESM, nos dias 1 e 28, ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas quando comparados com os demais grupos
experimentais (Tabela 13). Para a analise do pH urinario (Tabela 14), no primeiro dia
de tratamento, uma alteracao significativa ocorreu somente no grupo que recebeu a
hidroclorotiazida (HCTZ) apés 8h de tratamento, em que houve uma reducédo
significativa do valor do pH urinario. Os valores de pH também sofreram uma reducao
significativa no ultimo dia de tratamento (dia 28), para 0s grupos tratados com o
FSESM (300 mg/kg) apos 12h e 24h. Apesar das alteracdes apresentadas, esses
resultados n&o indicam uma alteracdo fisiologicamente significativa no modelo
experimental utilizado.

Somente 0s animais tratados com a HCTZ apresentaram reducédo
significativa da densidade urinaria 8 horas ap6s o tratamento agudo. Por outro lado,
no ultimo dia de tratamento (dia 28), houve reducdo da densidade urinaria para os
animais tratados com o FSESM na dose de 30 mg/kg (Tabela 14).

Pela primeira vez, a atividade diurética dos extratos aquosos das folhas de S.
molle in vivo é avaliado. Na medicina popular, S. molle é utilizada pela comunidade
pela atividade diurética que apresenta (Silva-Junior et al., 2015). E além disso, as
folhas, cascas, raizes (Murray; Rodriguez; Alza, 2012) e os caules (Meresa et al.,
2017) de S.molle sdo usados com finalidade anti-hipertensiva.

Dentre o género Schinus, além de S. molle, poucas espécies sdo utilizadas
com acdao diurética na medicina popular, a exemplo de Schinus dependens Ortega
(extrato dos frutos) (Schultes, 1980), sinbnimo de Schinus polygama (Cav.) Cabrera
(POWO, 2024). Para a familia Anacardiaceae, espécies como: Lithraea molleoides
(Vell) Engl. (folhas) (Goleniowski et al., 2006) e Mangifera indica L. (caules) (Dutta,
2014) possuem atividade diurética.

Nesse contexto, pesquisadores realizaram experimentacdes para comprovar
a acdo de tal atividade para algumas espécies da familia. Mathieu et al. (2018)

pesquisaram sobre a diurese do extrato aquoso e da fracao etil acetato dos caules de
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Lannea microcarpa Engl. & K.Krause (10, 50 e 100 mg/kg) em ratos machos Wistar.
Para esse experimento, os autores identificaram uma pequena diurese dose-
dependente apos 6h do inicio do tratamento.

Extratos alcodlicos, fragbes n-hexéanica insoluvel e solavel de frutos de
Buchanania angustifolia Benth., sinbnimo de Buchanania arborescens (Blume) Blume
(POWO, 2024) e Buchanania lanzan Spreng apresentaram uma diurese significativa
em 5 h nas doses de 250 e 500 mg/kg em relacdo ao grupo controle. Nesse
comparativo B. angustifolia possui maior atividade diurética que a outra espécie de
planta medicinal em ratos Wistar (Hullatti; Manjunatha; Kuppasth, 2014).

Ntchapda et al. (2022) investigaram a acédo diurética da planta medicinal
utilizada pela populacdo na regido da Africa, a Haematostaphis barteri Hook.f. O
extrato aquoso dos caules (150, 200 e 250 mg/kg) foi avaliado em ratos hipertensos
na administracdo aguda e subaguda. Os autores identificaram a atividade diurética
para todas as doses em um tratamento de 7 dias.

E para a outra espécie de Anacardiaceae, Devi (2011) comprovou a atividade
diurética das cascas, da planta nativa da india, a M. indica. Os experimentos
revelaram a diurese dos extratos aquosos, acetato etilico e etandlico apés 24h do
inicio do tratamento. A acdo diurética das cascas de M. indica também foram
comprovadas por Thambi; Chacko; Chungath, 2008 em uma dose de 250 mg/kg apos
1h de tratamento em ratos machos Wistar. Além disso, nos estudos de Nagisetty et
al. (2022), as raizes de M. indica demonstraram atividade diurética dos extratos

alcodlicos de maneira dose dependente (100, 200 e 400 mg/kg).



Tabela 13 — Efeitos do tratamento prolongado com a frag&o sollvel em etanol de Schinus molle (FSESM) em ratos SHR para o volume urindrio (28 dias)

Grupo Urina cumulativa Urina cumulativa Urina cumulativa
(mL/100g/8h) (mL/100g/12h) (mL/100g/24h)
Dia 1
Controle 3,88 £ 0,32 5,18 + 0,55 10,92 £ 1,20
HCTZ (25 mg/kg) 5,00 £ 0,46 6,05 + 0,56 10,72 £ 0,84
FSESM (30 mg/kg) 4,25 + 0,28 5,60 + 0,26 11,80 = 0,64
FSESM (100 mg/kg) 3,70 £ 0,32 4,98 + 0,50 10,66 + 1,08
FSESM (300 mg/kg) 4,47 +0,43 5,15+ 0,38 10,34 + 0,68
Dia 28
Controle 7,62 + 0,59 9,90 + 0,81 17,22 +1,32
HCTZ (25 mg/kg) 9,96 + 0,72 11,60 + 0,72 17,46 + 0,98
FSESM (30 mg/kg) 9,62 + 0,50 11,44 + 0,47 20,70 + 1,19
FSESM (100 mg/kg) 7,62 + 0,56 9,3+0,67 17,25+ 1,38
FSESM (300 mg/kg) 8,8+ 0,59 10,20 + 0,58 17,92 £ 1,09

Fonte: A autora.
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Nota: As analises estatisticas foram feitas usando one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni para os tratamentos com FSESM. Os grupos tratados com
HCTZ foram comparados com o controle usando o teste t-Student’s. Os valores foram expressos pela média + E.P.M. (n = 8). ?p < 0,05 quando comparado

com o grupo controle.
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Tabela 14 — Efeitos do tratamento prolongado com a fragéo soltvel em etanol de Schinus molle (FSESM) em ratos SHR para o pH e densidade em amostras

urinarias (28 dias)

Grupo pH pH pH Densidade Densidade Densidade
(8h) (12h) (24h) (8h) (12h) (24h)
Dia 1
Controle 8,32+0,10 8,40 £ 0,10 8,79 + 0,03 1016,2 £ 0,86 1018,2 £ 1,70 1024,0 £ 2,47
HCTZ (25 mg/kg) 5,83 + 0,922 8,39 + 0,07 8,78+ 0,01 1012,2 + 0,642 1014,2 £ 0,81 1023,8 £ 1,23
FSESM (30 mg/kg) 6,10 + 0,69 8,26 + 0,08 8,75+ 0,04 1016,6 £ 1,03 1019,5+ 0,83 1023,0 £ 1,76
FSESM (100 mg/kg) 7,04 £0,56 8,38 £ 0,07 8,76 £ 0,03 1014,2 + 1,18 1021,7 +1,30 1025,0 + 2,12
FSESM (300 mg/kg) 8,31+ 0,04 8,40 + 0,07 8,81 + 0,03 1012,2 £ 0,66 1015,2 £ 0,80 1020,8 £ 0,48
Dia 28
Controle 8,40 + 0,04 8,66 + 0,09 8,90 + 0,02 1016,5 £ 2,03 1023,5 £ 2,30 1028,5 + 2,51
HCTZ (25 mg/kg) 8,41 +0,10 8,74 £ 0,04 8,82+ 0,01 1016,2 + 0,64 1019,0+ 1,14 1023,5+ 1,06
FSESM (30 mg/kg) 8,20 + 0,08 8,42 + 0,05 8,81 + 0,02 1016,0 £ 0,53 1016,5 £ 0,702 1025,0 £ 1,23
FSESM (100 mg/kg) 8,42 £ 0,06 8,52 £ 0,04 8,81 + 0,04 1014,5+ 1,45 1017,0 £ 1,06 1026,2 £ 2,01
FSESM (300 mg/kg) 8,30 £ 0,05 8,26 + 0,112 8,52+ 0,112 1018,0 £ 0,88 1021,8 £ 0,81 1027,0 £ 2,12

Fonte: A autora.

Nota: As analises estatisticas foram feitas usando one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni para os tratamentos com FSESM. Os grupos tratados com
HCTZ foram comparados com o controle usando o teste t-Student’s. Os valores foram expressos pela média + E.P.M. (n = 8). ?p < 0,05 quando comparado

com o grupo controle.
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5.7.3.2 Efeitos sobre a atividade elétrica cardiaca

O tratamento por 28 dias com diferentes doses do FSESM néao foi capaz de
alterar as ondas (P, R e T) e os intervalos (PR, QRS, ST e QT) eletrocardiograficos
nos diferentes grupos experimentais. Os resultados indicam baixo potencial do

FSESM em induzir alteracdes eletrocardiogréaficas no modelo experimental utilizado.

5.7.3.3 Efeitos sobre a pressao arterial e frequéncia cardiaca

O tratamento prolongado (28 dias) com o FSESM (30, 100 e 300 mg/kg) em
ratos SHR ndo revelou alteracdes significativas nos valores de pressao arterial
sistolica, diastdlica, média e na frequéncia cardiaca dos animais SHR (Tabela 15).

Estudos sobre a atividade cardiovascular dos extratos aquosos de S. molle
sao escassos ha literatura. Alguns compostos quimicos estédo envolvidos na atividade
hipotensora como sesquiterpenos, esterdis, monoterpenos, flavonoides e triterpenos
(Castillo-Espafa et al., 2009).

Para a espécie, uma experimentagdo in vitro foi realizada com os extratos
aquosos dos frutos de S. molle por outros pesquisadores (Ranilla et al., 2010). Para
essa analise, os autores comprovaram o efeito inibitério sobre a atividade da enzima
conversora de angiotensina (IECA). Além disso, as amostras possuiam baixo teor de
compostos fendlicos totais.

Outras preparacdes de S. molle foram avaliadas por outros pesquisadores.
Bello et al. (1996) avaliaram os efeitos dos extratos metandélicos e das fracdes
diclorometano das folhas de S. molle. Para esse experimento, todos os extratos na
dose de 15 mg/kg reduziram o valor da pressao arterial média de forma significativa
em ratos Wistar normotensos. Entretanto, o extrato metandlico na dose de 200 mg/kg
nao reduziu os efeitos hipertensivos induzidos pela noradrenalina, enquanto a fracao
diclorometano em uma concentracdo baixa (100 pg/mL) reduziu a pressao arterial
apos a administracdo da noradrenalina.

Outras espécies para 0 mesmo género possuem alguma atividade anti-
hipertensiva comprovada. A exemplo disso estd a Schinus terebinthifolius Raddi. De
Lima Gloria et al. (2017) comprovaram os efeitos hipotensores dos extratos
metanolicos dos frutos de S. terebinthifolius em um modelo experimental realizado

com ratos Wistar. Os autores sugerem que os efeitos vasodilatadores estao
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relacionados com a presenca de compostos fendlicos, dentre eles o acido galico
identificado nos extratos.

Além dessa espécie, os 6leos essenciais (folhas e flores) de Schinus areira L.
foram estudados por Bigliani et al. (2012). Para esse experimento, a dose de 300
mg/kg foi administrada pela via intravenosa e revelou uma reducgéo significativa da
pressao arterial. Os autores sugerem a participacdo de terpenos nessa atividade.

Dentre as outras espécies da familia Anacardiaceae, Anacardium occidentale
Linn e Sclerocarya birrea (A.Rich) Hochts foram estudadas quanto aos efeitos anti-
hipertensivos. Os extratos aquosos das cascas de A. occidentale em diferentes doses
(12, 40, 90 e 167 mg/kg) reduziram os valores da presséao arterial (dose- dependente)
em coelhos normotensos por via endovenosa (Tchikaya et al., 2011). Zahoui et al.
(2015) também avaliaram os efeitos hipotensores dos extratos aquosos das cascas
de A. occidentale.

Além desse estudo, Herculano et al. (2018) realizaram um experimento em
ratos machos hipertensos (SHR) em que foram administrados por via oral os extratos
hexanicos das folhas de A. occidentale. Os dados obtidos mostraram significativa
reducdo da pressédo arterial média. Extratos metandlicos de A. occidentale também
apresentaram efeitos anti-hipertensivos dependentes de concentrac¢éo (0,01; 0,1; 1,0;
10 e 100 pg/mL) em ratos machos Wistar tratados intravenosamente (Omolaso;

Emojevwe; Ajao, 2021).
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Tabela 15 — Efeitos do tratamento prolongado (28 dias) com a fracéo sollvel em etanol de Schinus molle (FSESM) em ratos SHR sobre a presséao arterial e

frequéncia cardiaca

Grupo PAS PAD PAM FC

(mm Hg) (mm Hg) (mm Hg) (bpm)
Controle 152,05 + 6,12 114,78 + 5,02 133,42 + 2,85 346,96 + 5,49
HCTZ (25 mg/kg) 136,01 + 4,81 102,42 + 7,94 119,21 + 6,38 337,50 £ 5,11
FSESM (30 mg/kg) 138,14 + 4,80 103,17 + 4,37 120,66 + 3,74 380,74 + 9,95
FSESM (100 mg/kg) 143,95 + 6,20 107,21 + 9,74 125,58 + 7,61 356,02 + 7,94
FSESM (300 mg/kg) 152,63 + 3,92 130,81 + 6,16 141,72 + 5,03 372,78 + 6,05

Fonte: A autora.

Nota: As analises estatisticas foram feitas usando one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni para os tratamentos com FSESM. Os grupos tratados com
HCTZ foram comparados com o controle usando o teste t-Student’s. Os valores foram expressos pela média + E.P.M. (n = 8). 2p < 0,05 quando comparado
com o grupo controle.
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5.7.3.4 Avaliacdo da reatividade vascular em leito mesentérico

O FSESM administrado em ratos hipertensos (SHR) nédo induziu quaisquer
alteracdes na reatividade vascular mesentérica. Em todos os grupos experimentais,
0s animais responderam normalmente a acdo vasodilatadora ou vasoconstritora das
drogas testadas.

Na literatura, os efeitos vasodilatadores de outras espécies da familia
Anacardiaceae foram comprovados por estudos cientificos. Nesse contexto,
Herculano et al. (2018) pesquisaram e comprovaram tais efeitos a partir dos extratos
hexanicos das folhas de Anacardium occidentale L. em anéis mesentéricos de ratos
SHR. Os efeitos aparentam serem dependentes da liberacéo vascular de 6xido nitrico
(NO).

Os extratos das partes aéreas de A. occidentale estudados por Runnie et al.
(2004) demonstraram um indice maior que 50% para os efeitos vasodilatadores em
uma preparacgdo isolada da artéria mesentérica perfundida. Para esse experimento,
0s autores definiram que a resisténcia vascular esta relacionada com mediadores
vasculares, dentre eles o NO, prostandides e fatores hiperpolarizantes dependentes

do endotélio.
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6 CONCLUSAO

Schinus molle é uma planta medicinal rica em metabdlitos que séo
relacionadas as diversas atividades terapéuticas provenientes de diferentes
preparacdes, compreendendo extratos e 0leos essenciais.

Diante dessa premissa, o estudo sazonal dos 6leos essenciais das folhas de
Schinus molle L. entre as quatros esta¢gbes do ano demonstrou efeitos biol6gicos
comprovados: para o 6leo essencial de verao, acao antimicrobiana contra Escherichia
coli e atividade citotoxica frente a células tumorais (cancer de mama, melanoma e
células tumorais formadoras de queratina) e células renais normais (células VERO), e
atividade anti-inflamatéria nos testes de sensibilidade mecanica (Von Frey) e ao frio,
e edema de pata, evidenciou que todos os 0leos essenciais das diferentes estacdes
do ano de S. molle foram ativos. Adicionalmente, todas as amostras do 6leo essencial
apresentaram atividade antioxidante pela formacdo do complexo fosfomolibdénio,
DPPH e TBARS..

O estudo do perfil quimico evidenciou uma variagdo na composi¢cao quimica
dos Oleos essenciais entre as quatro estacfes, dividindo-se em monoterpenos
hidrocarbonetos, sesquiterpenos hidrocarbonetos e sesquiterpenos oxigenados. Os
compostos majoritarios foram: 6leo de verdo — 6xido de cariofileno (8,88%), B-pineno
(8,84%), E—cariofileno (7,53%), limoneno (6,11%), espatulenol (5,88%), muurolol
(5,82%) e a-muuroleno (5,42%); 6leo de primavera — limoneno (6,11%); Oleo de
outono — zonareno (9,27%), globulol (7,84%) e canfeno (5,19%); 6leo de inverno —
muurolol (19,40%), a-cadinol (16,32%), ledol (14,46%) e 6xido de cariofileno (11,44%).
Além do mais, o 6leo essencial da estacdo verdo apresentou maior variabilidade
guimica entre as quatro estacdes do ano.

Para o perfil quimico dos extratos aquosos de S. molle foi identificado 22
compostos, dos quais acidos organicos, derivados do acido benzoico, alcool benzilico,
derivados do acido fenilpropandide, flavonoides, procianidinas, megaestigmanos o-
glicosilados e acidos graxos.

O estudo de toxicidade aguda evidenciou a seguranca dos extratos aquosos
obtido de folhas de S. molle em uma dose oral de até 2000 mg/kg. A analise de
genotoxicidade dos extratos ndo revelou danos no material genético (DNA) em ratos
machos e fémeas da linhagem Wistar apés a administracéo oral das doses de 5, 50 e
300 mg/kg.
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E por fim, o tratamento com a fracdo solivel em etanol obtida do extrato
aguoso de S. molle em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) néo resultou em
efeitos diuréticos, anti-hipertensivos ou vasodilatadores, mostrando auséncia de

efeitos cardiovasculares significativos.
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Acute toxicity and genotoxicity of Schinus molle L. aqueous extract/
ethanol-soluble fraction in rats

Camila Dias Machado *, Paulo Vitor Farago °, Caroline de Moura Costa b Katyuce Souza Farias b
Denise Brentan Silva”, Aline Aparecida Macedo Marques®, Karyne Garcia Tafarelo Moreno©,
Luana Ale Bertoncelo Pael ©, Maria Luiza Fidelis da Silva“, Arquimedes Gasparotto Junior
Jane Manfron®

* Pharmaceutical Sciences Post Graduate Program, State University of Ponta Grossa, Ponta Grossa, PR, Brazil

I’Laborarory of Natural Products and Mass Specrometry (LaPNEM), Faculty of Pharmaceurical Sciences, Food, and Nutrition (FACFAN), Federal University of Maro
Grosso do Sul (UFMS). Campo Grande, M3, Brazil
¢ Laboratory of Cardiovascular Pharmacology (LaFaC), Faculty of Health Sciences, Federal University of Grande Dourados, Dourados, MS, Brazil

ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywards: Ethnopharmacelegical relevance: Schinus molle L. 15 a medicinal species belonging to the Anacardiaceae family. [t
Acute toxicity iz commoenly referred to as “aroeira” and itz leaves and roots are vtilized for treating different patholegical
Anacardiaceas conditions. However, despite its widespread use in traditional medicine, there is a lack of in-depth toxicological
Aroeira studies.

Comet assay

At To evaluates the acute toxicity and genotoxicity of 5. melle agusous extract/sthanol-zoluble fraction in ratz.
Material and methods: First, a purified aqueous extract waz obtained from the leaves of 5. mole through infusion
(referred to as EESM) and its compounds were identified using LC-DAD-MS data. Female rats were then subjected
to acute oral toxicity tests using doses of 5, 50, 300, and 2000 mg/kg of ES5M. Studiez on genetic material,
including the micronucleus test and comet assay, were conductsd on mals and female Wistar ratz using the same
doses as in the acute toxicity test. For both assays, ES5M was administered orally.

Results: The main metabolitzs annotated from ESSM were dimeric proanthocyaniding, phenvlpropanoids acids,
flavan-3-olz, simple organic acids (C6-C1), a flavonol di-O-glycosylated (rutin), and G-glycosylated mega-
sigmane. The ES5M did not exhibit any acute toxic effects, such az changes in bicchemical, hematologic, or
histopathological analyziz. Purthermore, no changes were obeerved in comet assay or micronucleus tests when
rats were given doses of 5, 50, 300, or 2000 mg/kg of ESSM.

Conclusion: The results showed that the ESSM does not induce acute toxicity or exhibit genotoxicity up to a dose
of 2000 mg/kg.

Micromucleus test

antioxidant, and antitumeral properties (Murray et al., 2012),

5. molle L. is a medicinal species commonly known as "aguaraby”,
"balsamo”, "molle", "pimenteirc" (Murray et al, 2012),
aroeira-folha-de-salsa, and aroeira-mansa (Silva-Luz et al., 2022b). The
distribution of S, melle extends to South America, specifically to coun-
tries like Paraguay, Uruguay, Brazil, Nerthem Argentina (Silva-Luz
et al., 2022b), Chile, and Peru (Plantz of the World, 2022). In Brazil,
&, molle mainly inhabits the Southern Region, including areas like

1. Introduction

The Schinus L. genus, which belongs to the Anacardiaceae R.Br.
family, includes 12 species that are found throughout the Brazilian
territory in different biomes such as Pampa, Caatinga, Cerrado, and
Atlantic Forest (Silva-Luz et al., 2022a). This genus is native to Latin
America (Plants of the World, 2022) and includes shrubs, subshrubs, and

trees (Silva-Luz et al., 2022a). Schinus species have traditionally been
used in Brazil as antifungal, antimicrobial, insecticide, and cicatrizing
agents (Silva-Luz et al., 2022a). Additionally, they possess analgesic,

Pampas and the Atdantic Forest (Silva-Luz et al., 2022b). In traditional
medicine, the species is used as an antifungal, antimicrobial, insecticide,
analgesic. antitumoral, antiseptic, and antihypertensive (Goldstein and

* Correzponding author. Laboratory of Cardiovaseular Pharmacology (LaFac), Faculty of Health Sciences, Federal University of Grande Dourades, Rodovia

Dourades-ltahum, kom 12, P.O. Box 533, 79.804-970, Dourados, MS, Brazil
E-mail address: arquimedesjunior@ufgd edu.br (A. Gasparotto Junior).
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