UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Avaliacao da atividade anti-inflamatoria e antioxidante de espécies de Schinus,

nativas do Rio Grande do Sul

KRISSIE DAIAN SOARES

PORTO ALEGRE, 2017






UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria e antioxidante de espécies de Schinus,

nativas do Rio Grande do Sul

Dissertacdo apresentada por Krissie Daian
Soares para obtencdo do GRAU DE
MESTRE em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientador (a): Profa. Dra. Miriam Anders Apel

PORTO ALEGRE, 2017



Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas, em nivel de Mestrado Académico da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul e aprovada em 30 de marco de 2017, pela

Banca Examinadora constituida por:

Profa. Dr. Gilsane Lino Von Poser
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)

Prof. Dr. Jose Angelo Silveira Zuanazzi
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)

Profa. Dr. Juliana Maria de Mello Andrade Fasolo
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)

CIP - Catalogacéo na Publicacéao

Scares, Krissie Daian

Evaluation of the anti-inflammatory and
antioxidant activity of Schinus species essential
oils from Rio Grande do Sul / Krissie Daian Soares.
-- 2017.

114 £.
Orientadora: Miriam Anders Apel.

Dissertacgio (Mestrado) -- Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Faculdade de Farmacia, Programa
de Pds-Graduagioc em Ci&ncias Farmacéuticas, Porto
ARlegre, BR-RS, 2017.

1. Olec essencial. 2. Géneroc Anacardiaceae . 3.
Schinus weinmannifolius. 4. Schinus pclygamus. I.
Lpel, Miriam Anders , orient. II. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragdo Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados formecidos pelo(a) autor(a).



Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de
Farmacognosia da Faculdade de Farméacia da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Agradecemos a CAPES pelo suporte financeiro e pela

bolsa recebida durante o desenvolvimento deste trabalho.






Dedico este trabalho aos meus pais,
Pelo amor e apoio recebido.

Amo voceés.






AGRADECIMENTOS

E muito importante a cada conquista, parar e refletir um instante e agradecermos as
pessoas que de alguma forma fizeram-se presentes ou que contribuiram para a

realizacdo de mais uma etapa de minha vida.

Agradeco primeiramente a Deus, por estar presente em todos os momentos de minha

vida.

Aos meus pais, pelo amor, carinho e compreensédo que tiveram comigo todo esse
tempo, fazendo com que meu sonho se tornasse realidade. Pelo exemplo que me

deram, tornando-me uma pessoa batalhadora pelos meus objetivos.

A minha orientadora, Profa. Dra. Miriam Anders Apel, pela confianca e apoio que

depositou em mim durante todo esse periodo.

Meus colegas de Laboratério de Farmacognosia, pela ajuda, incentivo e amizade que

construimos ao longo desta caminhada.

Ao botéanico Dr. Sério L. Bordignon pela realizacdo das coletas e identificacdo das

espécies estudadas.

Agradeco também a uma pessoa muito especial, minha tia, Solange Maria Johann,
gue todo esse tempo tem se sido uma segunda mae para mim, sempre me apoiando
e me dando todo o carinho do mundo para que eu pudesse concluir essa etapa da

minha vida.

As minhas Migs do coracdo Tatiane Rieth Dias e Josiane Brustolin, obrigada pelos
conselhos nos momentos em que mais precisei, pelas risadas, festas e baguncas

guando viestes para Porto Alegre visitar-me.

A uma amiga muito querida Daiane Dalla Lana que se tornou uma pessoa muito

especial durante esse tempo.



Vanessa Bernardi Braga, vocé sem duvida se tornou umas das pessoas mais
especiais que passou pela minha vida, pois sabes 0 quanto me ajudou no momento

em que tanto precisei. Te adoro muito.

A uma pessoa muito especial, Leticia Jacobi Danielli pelo incentivo e apoio para a
realizacdo deste trabalho. Agradeco por toda a ajuda que me deste, pois vocé ficara

em meu coragdo para sempre.

A minha amiga, irma, confidente Michele Andréia Rambo (in memorian), que sempre
esteve ao meu lado quando precisei, até 0 momento em que partiste e nos deixaste.
Mas, vocé é uma pessoa iluminada e tenho certeza que sempre estara torcendo e me

ajudando em todos os momentos da minha vida.



“Que possamos olhar os problemas como desafios, a dor como meio de
aprendizado, as mudancas como oportunidade de transformacéo, a insatisfacéo
como eterna busca. Todo processo pode ser facil ou dificil, penoso ou desafiador, de
possibilidades e aprimoramentos. Depende de como vocé percebe cada
acontecimento. E com o fechamento de ciclos néao é diferente, pois ele nos

oportuniza uma nova vida.”

Autor desconhecido






RESUMO

O uso de produtos anti-inflamatérios e antioxidantes sintéticos representa uma grande
preocupacdo nos dias atuais para a populacdo. Importante destacar alguns aspectos
relevantes quanto as dificuldades encontradas no tratamento, como o aumento da resisténcia
aos farmacos e os efeitos colaterais da terapia convencional, que apresenta como
consequéncia o desencadeamento de doencas graves, prejudicando e comprometendo a
saude humana. Os 6leos volateis tém sido alvo na busca de novas substancias, por
apresentarem como potencial fonte de novos agentes antioxidantes e anti-inflamatérios.
Dentre as espécies vegetais caracterizadas pela producéo deste metabdlito secundario, estdo
aquelas pertencentes ao género Schinus, da familia Anacardiaceae, de ampla ocorréncia do
Rio Grande do Sul. Nesse contexto, o presente trabalho objetivou analisar e identificar a
composic¢ao quimica e avaliar as atividades bioldgicas a partir da extragdo do 6leo volétil das
espécies de Schinus weinmannifolius e Schinus polygamus, nativas do Rio Grande do Sul.
Assim, o 6leo volatil foi obtido por hidrodestilacao de diversas coletas de folhas e frutos de S.
weinmannifolius e folhas de S. polygamus. A andlise quimica, realizada por cromatografia a
gas acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), demonstrou grande variedade de
compostos presentes nas amostras, com predominancia dos sesquiterpenos B-cariofileno,
germacreno D, biciclogermacreno, germacreno A, ©-cadineno, espatulenol, 6xido de
cariofileno e a-cadinol para folhas e frutos de S. weinmannifolius e predominancia do
composto alifatico n-nonano para S. polygamus. Os 6leos obtidos foram submetidos aos
ensaios de reacdo com 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) e substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS) para avaliagdo da atividade antioxidante, sendo esta agdo apenas
observada para as amostras de folhas de S. weinmannifolius coletadas no outono e inverno
de 2016 pelo ensaio de TBARS. No método de DPPH as amostras de folhas de S.
weinmannifolius coletadas no outono de 2015 e 2016 apresentaram baixa atividade
antioxidante, na concentracéo de 100 ug/mL. A acéo anti-inflamatéria foi inicialmente avaliada
pela técnica in vitro da camara de Boyden, nas concentracdes de 0,001 a 10 pg/mL. Todas
as amostras apresentaram inibicdo significativa da migracédo leucocitaria em relacdo ao
controle, avaliada no ensaio de antiquimiotaxia. A avaliagdo da atividade anti-inflamatéria in
vivo, realizada pelo método de edema de pata, foi conduzida apenas para a amostra que
melhor resultado obteve no ensaio in vitro, folhas de S. weinmannifolius, verificando-se
inibicdo significativa do edema na segunda hora de tratamento, na dose de 100 mg/kg. Os
resultados encontrados suportam o uso tradicional dos 6leos de Schinus como agentes anti-

inflamatorios.

Palavras-chave: Schinus, 6leo volatil, atividade anti-inflamatéria, atividade antioxidante.






ABSTRACT

The use of synthetic anti-inflammatory and antioxidant products represents a major worry
these days for the population. It is important to highlight some aspects relevant concerning the
difficulties of the treatment, such as the increase in drug resistance and the side effects of
conventional medication, leading to the development of serious diseases, impairing and
compromising human health. Volatile oils have been the target of this search for new
substances, as they are potential sources of new antioxidant and anti-inflammatory agents.
Among the plant species characterized by the production of this chemical group, are those
belonging to the Schinus genus, from the Anacardiaceae family, of large occurrence in Rio
Grande do Sul. In this context, the present work aimed to analyze and identify the chemical
composition and to evaluate the biological activities from the extraction of volatile oil from
species of Schinus weinmannifolius and Schinus polygamus, native from Rio Grande do Sul.
Thus, the volatile oil was obtained by hydrodistillation of several leaves and fruit collections of
S. weinmannifolius and S. polygamus leaves. The chemical analysis, performed by gas
chromatography coupled with mass detector (GC-MS), demonstrated great variety of
compounds present in the samples, with predominance B-caryophyllene, germacrene D,
bicyclogermacrene, germacrene A, ®-cadinene, espatulenol, caryophyllene oxide and a-
cadinol for leaves and fruits of S. weinmannifolius and predominance of the compound
aliphatic n-nonane for S. polygamus. The obtained oils were submitted to the reaction with 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) assays
to evaluate the antioxidant activity, being this action only observed for leaves samples of S.
weinmannifolius collected in autumn and winter of 2016 by the TBARS assay. In the DPPH
method, leaves samples of S. weinmannifolius collected in the autumn of 2015 and 2016
presented low antioxidant activity at the concentration of 100 pyg/mL. The anti-inflammatory
potential was initially performed by the in vitro technique of the Boyden chamber, at
concentrations 0,001 to 10 pg/mL. All samples showed significant inhibition of leukocyte
migration in relation to the control, evaluated in the antichemotactic assay. The evaluation of
in vivo anti-inflammatory activity by the paw edema method was conducted only for the sample
that obtained the best result in the in vitro test, S. weinmannifolius oil, with significant inhibition
of edema in the second hour of treatment, at dose 100 mg/kg. The results found support the

traditional use of Schinus oils as anti-inflammatory agent.

Key words: Schinus, volatile oil, anti-inflammatory activity, antioxidant activity.
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INTRODUCAO

As plantas medicinais vém ganhando um importante destaque quanto ao seu
uso na medicina. E uma pratica muito antiga utilizada para fins terapéuticos, e é
fundamentada nos conhecimentos adquiridos ao longo de muitas geragdes. Desta
forma, com o decorrer dos anos, esses produtos naturais constituiram uma base para
o0 avanco do tratamento de muitas doencas, sendo uma alternativa de grande
aceitacdo pela populacdo (MOTTA et al., 2013). Nos Estados Unidos e em paises
Europeus, a busca por medicamentos de origem natural tem-se revelado de grande
importancia e um aumento nas pesquisas tem sido observado (DUTRA et al., 2016).

Dentre os compostos do metabolismo secundario das plantas responsaveis
pela acdo medicinal, destacam-se 0s 0leos volateis pela presenca de importantes
propriedades terapéuticas jA comprovadas e por serem utilizados pela medicina
popular ha muitos anos. Sao substancias complexas, de baixo peso molecular,
volateis e geralmente liquidas a temperatura ambiente (BELTRAME et al., 2010).

Essas substancias apresentam relevancia e despertam interesse em varias
aplicagbes, como nas industrias alimenticia, farmacéutica, perfumaria, cosmética,
entre outras (BAKRI; DOUGLAS, 2005; STANOJEVIC et al., 2015). Destacam-se
também devido a seus efeitos bioldgicos correlacionados, tais como: atividades anti-
inflamatoria, antioxidante, antifingica, antivirais, dentre outras (MOHAMED et al.,
2014; CARRASCO et al., 2015).

A avaliacdo da atividade antioxidante tem sido objeto de muitos estudos e tem
revelado aspectos positivos. Apresentam uma capacidade de prevenir e retardar a
degradacdo de substratos oxidaveis, diminuindo a velocidade de oxidacgéao,
prevenindo, desta forma, o desenvolvimento de doencas crénicas. Os 6leos volateis
constituem, desta forma, fontes potenciais de antioxidantes naturais (BECKER et al.,
2004; DE MORAES et al., 2006; MARTINS et al., 2014).

No processo inflamatorio, a resposta inflamatoria € um mecanismo de agéo que
nosso organismo desenvolve perante um agente agressor, porém em algumas
situacOes, esse mecanismo ocorre de forma inadequada, lesando o organismo.
(ERAZO et al., 2006; FAVACHO, 2009). Assim, nas doencas inflamatérias, a perda
de equilibrio entre a producdo de antioxidantes e pro-oxidantes desencadeia o
aumento de espécies reativas de oxigénio envolvidas no processo inflamatério,

responsaveis pela destruicdo de antigenos presentes. (FANTONE; WARD, 1982;
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KALTSCHMIDT et al., 1997; MIGUEL, 2010; GHOLAMNEZHAD; KEYHANMANESH,;
BOSKABADY, 2015). Portanto, destaca-se a importancia de novas descobertas para
o desenvolvimento de medicamentos com atividade anti-inflamatoria.

Para o tratamento, nos estudos envolvendo 6leos volateis, a combinacao de
acdo anti-inflamatéria e antioxidante tem a vantagem de limitar esse processo de
desequilibrio do organismo, como alternativa ha complementacéo ou na substituicdo
de terapias complementares (FOE et al., 2016; JEMLI et al., 2016).

Entre as familias botanicas caracterizadas pela producdo de Oleos volateis
encontram-se a Anacardiaceae, conhecida por compreender espécies com
importantes efeitos bioldgicos, em especial por acdo de componentes presentes nos
Oleos. As espécies desta familia sdo encontradas em todo territério brasileiro e em
diversos lugares do mundo (STEVENS, 2008). No Brasil, encontram-se cerca de 14
géneros e 57 especies (LUZ, 2011).

Dentre as espécies desta familia, destacam-se a espécie Schinus, amplamente
encontradas na América do Sul, em regides tropicais e subtropicais. No reino vegetal
encontram-se cerca de 600 espécies, possuindo atividades farmacoldgicas de grande
importancia. Popularmente sdo conhecidas como aroeiras e sao caracterizadas pela
producdo de dleos volateis (DAMASCENO, 2007; GEHRKE et al., 2013). Uma das
espécies mais conhecidas é Schinus terebinthifolius, com relatos de acao anticancer,
antioxidante, antibacteriana, controle de fungos fitopatogénicos (BENDAOUD et al.,
2010; DOS SANTOS et al., 2010; COLE et al., 2014; FONSECA et al., 2015; ULIANA
et al., 2016; ENNIGROU et al., 2017). Para outras espécies como S. weinmannifolius
e S. polygamus, nativas do Rio Grande do Sul, possuem escassos estudos em relacdo
a sua fitoquimica e atividades biol6gicas, embora popularmente sejam utilizadas por
suas propriedades anti-inflamatérias. Dentro desse contexto, estas espécies foram
selecionadas para estudo, visando a analise quimica do 6leo volatil e investigacdo de

possiveis efeitos bioldgicos relacionados.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo Geral

Considerando a importancia da descoberta de novas substancias com
importante potencial biolégico, e que os Oleos volateis sdo substancias que
apresentam inumeras atividades biologicas, sendo fontes naturais para o
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas, esse estudo tem como objetivo
a caracterizagdo quimica e a avaliacao das atividades antioxidante e anti-inflamatoria
do 6leo volatil in vitro e in vivo de duas espécies de Schinus nativas do Rio Grande do

Sul: Schinus weinmannifolius e Schinus polygamus.

1.2 Objetivos Especificos

e Obter os Oleos volateis de folhas e frutos, de espécies de Schinus coletadas no
Rio Grande do Sul, pelo método de hidrodestilacdo utilizando aparelho tipo
Clevenger;

e Analisar a composicéo quimica dos 6leos volateis obtidos por cromatografia a
gas acoplada a espectrémetro de massas;

e Determinar a capacidade antioxidante pelo método de DPPH por rea¢do com
radical 2,2-difenil-1-picrilidrazila utilizando espectrofotometro;

e Determinar a capacidade de protecao da peroxidacao lipidica pelo método de
TBARS;

e Avaliar a atividade antiquimiotaxica in vitro dos 0leos volateis obtidos pelo
método da camara de Boyden;

e Avaliar a atividade anti-inflamatéria in vivo através do método de edema de pata

de rato.

A metodologia e os resultados deste trabalho estéo apresentados na forma de

manuscrito.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Breve historico sobre 6leos volateis

Apesar dos avangos nos estudos na medicina e quimica sintética, a utilizagédo
de plantas para fins terapéuticos continua sendo uma prética largamente utilizada.
Dessa forma, as pesquisas que sao realizadas e consequentemente direcionadas
para o ambito farmacolégico de produtos naturais ocorrem devido a utilizacao e
aceitacdo crescente pela populacdo em tratamento (GALVAO et al., 2008; MOTTA et
al., 2013). Ha muitos anos, milhares de pessoas tém empregado a pratica da utilizacao
de plantas tanto na forma de decocc¢des, como cataplasma ou infusfes (SOARES et
al., 2013; LIU et al., 2016).

O aumento significativo em todo o mundo pelo interesse de medicamentos a
base de plantas € observado principalmente em paises desenvolvidos, como nos
Estados Unidos e em paises Europeus. A seu turno, o Brasil abrange mais de 45.000
espécies de plantas superiores, sendo o pais com maior biodiversidade em todo o
mundo. E em raz&o desse aspecto que o pais possui uma tradicio de muitos anos no
consumo de plantas medicinais, que sao utilizadas para tratamento de diversas
doencas (DUTRA et al., 2016).

Nos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, as plantas medicinais
sao utilizadas constantemente, constituindo uma das mais importantes fontes de
substéancias ativas com potencial terapéutico (ABERA, 2014). A utilizac&o de produtos
naturais como alternativas para fins de cura e alivio das enfermidades pode ter sido
umas das primeiras maneiras de consumo destes produtos (VIEGAS-JUNIOR;
BOLZANI; BARREIRO, 2006; SAEIDNEJAD; RAJAEI, 2015).

Essas substancias ativas que se apresentam como alternativa terapéutica tém
sido a base de sistemas da medicina tradicional empregados ha muitos anos antes de
Cristo. Como exemplo descrito na literatura, a papoula (Papaver somnniferum) e
marijuana (Cannabis sativa) foram citadas ha mais de 4.000 anos. A morfina, alcaloide
da papoula é outro exemplo, tendo sida isolada em 1806 por Friedrich Serturner, um
episodio na histéria que ficou registrado como busca incessante por medicamentos
derivados de plantas (DUTRA et al., 2016).
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Nesse contexto, a medicina abrange cerca de 85% de plantas, extratos
vegetais e seus principios ativos. Para Food and Drug Administration (FDA) dos
Estados Unidos, entre os anos 1981 e 2010, 64% destas moléculas foram oriundas
de fontes naturais derivadas ou sintetizadas e somente 36% séao sintéticas (PEREIRA
et al., 2015).

A motivagdo para a descoberta de produtos naturais ocorre pela eficacia e
confiabilidade de muitas culturas que sao extensivamente documentadas. Na China,
por exemplo, o uso de plantas medicinais € muito difundido e aceito pela populacao
(HONG et al., 2015), assim como em diversos lugares do mundo (TEKLEHAYMANOT;
GIDAY, 2007; NERGARD et al., 2015).

Ainda, na idade antiga muitos venenos, além de técnicas medicinais, foram
explorados na natureza e usados para caca, defesa e mesmo para fins ilicitos, como
a utilizacdo do veneno Hemlock (Conium maculatum) na execucao de prisioneiros,
dentre eles Socrates, na Grécia antiga (VIEGAS-JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO,
2006).

Os produtos naturais sao importantes fontes de compostos para descobertas
de novos farmacos, devido a sua grande variedade estrutural levando a possibilidade
de uma ampla gama de atividades biologicas (BARROS et al., 2013; HARVEY et al.,
2015).

2.2 Oleos Volateis

O metabolismo das plantas é composto por uma série de reacdes anabolicas e
catabdlicas, provenientes de constituintes quimicos encontrados nos vegetais que sdo
sintetizados e degradados por essas reacoes. As plantas produzem substancias
chamadas metabdlitos secundarios, a fim de se defender de agressdes externas.
Ainda que nao fundamentais para o0 crescimento da planta, esses metabdlitos
despertam o interesse de farmacologistas na busca de novos compostos bioativos
(MCRAE et al., 2007; PERIGO et al., 2016).

Oleos volateis sdo misturas geralmente liquidas & temperatura ambiente,
contendo inimeras substancias extraidas a partir de diversas partes das plantas
aromaticas (ZAHRAN; ABOU-TALEB; ABDELGALEIL, 2017). Seus constituintes
possuem baixo peso molecular em temperatura e pressdo normais, além de alta

pressdo de vapor ou alta volatiidade (REHMAN et al.,, 2016). O aroma intenso e
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agradavel dos Oleos volateis é considerado uma das caracteristicas mais
evidenciadas, sendo também chamados de esséncias (PAWLOWSKI et al., 2013;
ALVES-SILVA et al., 2013; MOHAMED et al., 2014). Portanto, sdo amplamente
utilizados para fins de comercializacdo, como por exemplo, nas industrias
farmacéuticas, de cosméticos, fragrancias e alimentos (BAKRI; DOUGLAS, 2005;
STANOJEVIC et al., 2015; CASTRO et al., 2017).

A constituicdo quimica de um Oleo volatil pode variar de aproximadamente 20-
100 compostos, podendo ser constituidos por hidrocarbonetos terpénicos, alcoois
simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, Oxidos, peréxidos,
furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas e compostos sulfurados (JAKIEMIU,
2008; MOHAMED et al., 2014).

A formacdo desses compostos ocorre a partir da derivacdo quimica de
terpenoides e fenilpropanoides, classificados por dois tipos de rota biossintéticas: a
terpénica, que compde o0s terpenos, classificados de acordo com o numero de
unidades presentes no seu esqueleto de carbono (C5), os quais originam-se pela via
do acido mevalbnico e pela via do metileritritol fosfato; e a aromatica, que compde o0s
fenilpropanoides, constituidos por derivados fendlicos, resultantes do metabolismo do
acido chiquimico, e caracterizados pela presenca de trés carbonos ligados a um anel
benzénico, representando sua estrutura basica (SANGWAN et al., 2001; ASBAHANI
et al., 2015; CARRASCO et al., 2015).

Diversos métodos cromatograficos podem ser utilizados para analise e
identificacdo dos constituintes dos 6leos essenciais como: cromatografia gasosa (CG)
e a cromatografia solido-liquido (CSL), além de técnicas espectroscopicas como a
espectrometria de massas (EM), infravermelho (IV) e ressonancia magnética nuclear
(RMN). A técnica de cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM) é muito utilizada para misturas mais complexas de produtos volateis (VUNDA,
2011).

Os metabdlitos encontrados nos 6leos volateis podem ser extraidos de diversas
partes das plantas como flores, brotos, sementes, folhas, frutas, cascas ou raizes
(BIGLIANI et al.,, 2012; RIBEIRO-SANTOS et al., 2017). Apresentam diferentes
coloragdes, variando de incolores, azul, amarelo claro, amarelo escuro ou alaranjado,
dependendo da composicdo quimica. Essas substancias geralmente sdo sollveis em
solventes organicos e imisciveis em agua (BELTRAME et al., 2010). Os métodos

amplamente utilizados para esse fim sao: destilacdo por arraste de vapor,



30

hidrodestilacdo, extragdo com solventes organicos, prensagem, enfloragdo, extracao
com fluido gés carbbnico (CO2) supercritico (este apresenta um custo operacional
mais elevado), entre outros (BELTRAME et al., 2010; JIA et al., 2013).

A composicdo quimica e o rendimento de um 6éleo volatil, a partir de um
determinado meio de extracdo sdo considerados alguns aspectos importantes
relacionados a planta, como condi¢cdes ambientais, condi¢cdes climaticas, processos
de secagem, condicBes de armazenamento, método de extracao e analises utilizadas
(STANOJEVIC et al., 2015).

Diversos estudos tém demonstrado que os 0Oleos apresentam importantes
atividades como, por exemplo, antioxidante, antibacteriana (MOHAMED; ALI; EL-BAZ,
2013; MOHAMED et al., 2014; RIBEIRO-SANTOS et al., 2017), anti-inflamatoria
(SUGANYA et al., 2015; SORO et al., 2016), antifungica e antiviral (ELAISSI et al.,
2012). Os oleos volateis, ainda, destacam-se por apresentarem importantes funcdes
no proprio vegetal, dentre elas defesa contra o ataque de predadores, inibicdo da
germinacao, atracdo de polinizadores, aumento da temperatura, prote¢cdo contra
perda e agua (SANTOS et al., 2004), interacdo planta-planta e atracdo de
disseminadores de sementes e polinizadores, facilitando assim a reproducao de
plantas (REHMAN et al., 2016).

2.2.1 Terpenoides

Os terpenoides constituem uma vasta classe e com uma grande variedade
estrutural presente nos produtos naturais. Em virtude de apresentar cerca de 30.000
compostos € considerado um dos grupos com maior abundancia de metabdlitos
secundarios em plantas superiores. Diversas funcdes podem ser observadas como,
por exemplo, na defesa contra herbivoros e patogénicos e na protecao contra o
estresse oxidativo (DANNER et al., 2011). Possuem uma ampla distribuicdo na
natureza, e em sua maioria ocorrem em microrganismos e animais. Amplamente
manifestam-se em partes vegetativas, flores e frutos e apresentam uma alta
concentracdo nas estruturas reprodutoras e nas folhas no decorrer e
instantaneamente apos a floracdo (DUDAVERA et al., 2005; PADUCH et al., 2007).

Os terpenoides séo basicamente hidrocarbonetos de cadeia aberta ou ciclica,
gue se originam biossinteticamente a partir de unidades de isopreno, sendo

classificados pelo nimero de unidades de cinco carbonos (CsHs) presentes em sua
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estrutura basica (MAHMOUD; CROTEAU, 2002; OZ et al., 2015), conforme mostra a

Figura 1.
)\/ )\/

unidade isopreno isopreno

Figura 1: Unidade Basica de formacao de terpenos

Essas estruturas unem-se através de ligacdes cabeca-cauda ou cauda-cabeca,
proporcionando a formagdo dos grupos de terpenos como monoterpenos (Cio),
sesquiterpenos (Cis), diterpenos (C20), sesterpenos (Cgzs), triterpenos (Cso) e
tetraterpenos (Cao). Os precursores dos terpenos séo identificados como ésteres
difosfatos denominados pirofosfato de dimetilalila (DMAPP) e pirofosfato de
isopentilalila (IPP) (Figura 2) (DEWICK, 1997).

Acido Mevalénico
/J'H\x/\opp - }\/\DPP Hemiterpenos (C5)
(DMAFP) (C5) (IPP} (C5)
Monoterpenos  (C10)
c10 . Iridaides
IPP —\
cis ——— Sesquiterpanos (C15)
IPP
x2 “-\\
czp ——————= Diterpenos (C20)
IPP _\
x2
czs ———————= Sesterpencs (C25)
C30 Triterpenos (C30)
Esterdides {C18-C30)
Tetraterpenos
C40 Carotendides  (C40)

Figura 2: Processo de formacao de terpenos derivados de DMAPP e IPP pela via do 4cido mevalénico (DEWICK
1997).

Esses compostos sao formados a partir de duas vias primordiais, destacando-

se como principal a via do acetato/mevalonato (DEWICK 1997). A rota do acido
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mevalbnico se d& no citoplasma, e do metileritritol fosfato, no cloroplasto.
Primeiramente, na rota do acido meval6nico ocorre a condensacao de trés moléculas
de acetil-CoA, onde esse importante intermediario de seis carbonos é pirofosforilado,
descarboxilado e desidratado para produzir o isopentenil difosfato (IPP), sendo a
unidade basica na formacéo dos terpenos.

A formagdo do isopentenil difosfato (IPP) também pode ocorrer a partir do
intermediario da glicose ou do ciclo de reducédo fotossintética do carbono, atraves da
rota do metileritritol fosfato (MEP). Nesse momento, trés atomos de carbono
provenientes do piruvato juntamente com o gliceraldeido-3-fosfato combinam-se entre
eles, para formar um intermediario, que é convertido em IPP.

Dessa forma, o isopentenil difosfato (IPP) e seu isbmero dimetilalil difosfato
(DMAPP) séo as principais unidades pentacarbonadas na biossintese dos terpenos
responsaveis pela formagdo de moléculas maiores. Incialmente o IPP e o DMAPP
formam geranil difosfato (GPP), composto do qual derivam 0os monoterpenos — que
sdo moléculas contendo 10 &tomos de carbono. O GPP entédo pode ligar-se a outra
molécula de IPP, formando o farnesil difosfato (FPP), precursor da maioria dos
sesquiterpenos, moléculas com 15 atomos de carbono. A adi¢do de outra molécula
de IPP forma, por sua vez, o geranilgeranil difosfato (GGPP), precursor do diterpenos
compostos por 20 atomos de carbono. Por fim, o FPP e o GGPP podem dimerizar e
formar moléculas maiores de 30 atomos de carbono (triterpenos) e 40 atomos de
carbono (tetraterpenos), respectivamente (Figura 3) (SCHWENDER et al.,, 1996;
DUBEY; BHALLA; LUTHRA, 2003).
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Figura 3: Vias envolvidas na biossintese de terpenos: (a) Rota do mevalonato e (b) Rota

do metileritritol fosfato (Adaptado de ROBERTS, 2007).
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Os principais compostos terpénicos presentes nos Oleos volateis sdo os
monoterpenos e sesquiterpenos, sendo que 0S monoterpenos ocorrem com maior
frequéncia, representando 80% dos casos (ASBAHANI et al., 2015; CARRASCO et
al., 2015).

2.2.1.1 Monoterpenos

Os monoterpenos sdo uma importante classe amplamente encontrada em
Oleos essenciais formados por duas unidades isoprénicas (CioHs), podendo ser
classificados como aciclicos, monociclicos ou biciclicos. Cada um desses subgrupos
pode ser encontrado na forma de hidrocarbonetos insaturados (limoneno), aldeidos
ou cetonas (metanona, carvonona), alcoois (mentol), lactonas (os monoterpenos
lactbnicos sdo chamados de iridéides, ex. nepetalactona) e tropolonas (y-tujaplicina),
conforme mostra a Figura 4.

Sao formados a partir do difosfato de geranil (GPP), proveniente da ligacao
cabeca-cauda de unidades de IPP e DMAPP, através da acdo da enzima
preniltransferase (CROTEAU, 1987; MAHMOUD; CROTEAU, 2002; VUNDA, 2011,
HALE et al., 2015).

Sao compostos volateis e lipofilicos com elevada penetracdo da membrana,
encontrados em diversas plantas e frutos (OZ et al., 2015). Séo caracterizados pelo
seu intenso odor, e por essa razdo empregados em industrias alimenticias, perfumes,
cosmeéticos e sanitaria (TAN et al., 2016). Compostos como carveol, linalol, geraniol e
limoneno, associados a outros monoterpenos sao utilizados para a producdo de
perfumes, aromas e substancias terapeuticamente ativas (SANTOS et al., 2017).

Atuam na defesa quimica do vegetal contra herbivoros e doencas, assim como
na inibicdo alelopatica da germinacdo de sementes e no crescimento de plantas
(HALE et al., 2015). Distribuidos em algumas algas e plantas superiores, ocorrem
também em fungos e ndo sdo observados no reino animal (CROTEAU, 1987;
MAHMOUD; CROTEAU, 2002).

Os compostos monoterpénicos tém sido amplamente estudados no ambito de
novas descobertas de substancias com atividades bioldgicas como antioxidante,
antiviral, analgésica, anti-inflamatéria (SA; ANDRADE; DE SOUZA, 2013;
GUIMARAES; QUINTANS; QUITANS-JUNIOR, 2013; GUIMARAES; KOZIOL et al,
2014; SERAFINI; QUITANS-JUNIOR, 2014; OZ et al., 2015) e antifingicas (MAREI;
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RASOUL; ABDELGALEIL, 2012; XIE et al., 2014). Estudos acerca dos compostos
monoterpénicos timol e carvacrol demonstraram propriedades antimicrobiana,

antioxidante e anti-inflamatéria para estes compostos (DA ROSA et al., 2015).
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Figura 4: Representacao de algumas subfamilias de monoterpenos (Adaptado de MAHMOUD; CROTEAU,
2002).
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2.2.1.2 Sesquiterpenos

Sesquiterpenos (Cis) exibem ampla distribuicdo na natureza, sendo
encontrados em plantas terrestres e marinhas, € em numerosos microrganismos,
dentre eles os fungos. De um modo geral, apresentam muitas aplicacdes em
formulacdes de perfumes e sabonetes (MERFORT, 2002; CHENG et al., 2007).

Esses compostos sdo provenientes da fusdo de trés unidades de isopreno,
formados a partir da ciclizacdo de um precursor comum, o farnesil difosfato (FPP). Os
compostos descritos apresentam cerca de 300 esqueletos diferentes, variando entre
hidrocarbonetos e formas oxigenadas, como &lcoois, cetonas, aldeidos, acidos ou
lactonas (SEEMANN et al., 2002; FELICETTI; CANE, 2004).

A biossintese dos sesquiterpenos inicia-se através da reacdo entre geranil
difosfato (GPP) e uma molécula de isopentenil difosfato (IPP), originando o farnesil
difosfato (FPP), precursor de grande parte dos sesquiterpenos (molécula de 15
atomos de carbono) (Figura 5) (VERLAG, 2000; FELICETTI; CANE, 2004).

Geranil difosfato

Isopentenil difosfato Farnesil difosfato

Figura 5: Formagéao dos sesquiterpenos a partir do geranil difosfato (PINTO, 2012).

Algumas atividades biolégicas sdo bem descritas para os sesquiterpenos, como
anti-inflamatéria, antitumoral, antioxidante e propriedades citotoxicas (PROSSER et
al., 2002; LEE et al., 2016). Um exemplo classico de composto sesquiterpénico com
atividade reportada é o [B-cariofileno, apresentando atividades antimicrobiana e
inseticida (OH et al.,, 2014; CHEN et al.,, 2016). Sao igualmente exemplos de
sesquiterpenos: B-bisaboleno, lanceol, perezona, humuleno, a-cadideno, guaiol,
cedrol, cariofileno, santonina, helenalina, acorone e acido abscisico, representados

na Figura 6.
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Figura 6: Alguns exemplos de sesquiterpenos (SILVA, 2008).

Cabe ressaltar que o0s sesquiterpenos, assim como 0S monoterpenos,
apresentam grupamentos quimicos variados, o que os reagrupa de acordo com seus

ndcleos basicos em diversos tipos (Figura 7).
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Figura 7: Exemplos de grupos de sesquiterpenos (QUEIROGA, 2012).

2.2.1.3 Fenilpropanoides

A classe dos fenilpropanoides constitui um grande grupo de compostos
organicos envolvidos na reproducdo e defesa das plantas. Sua sintese deriva do
aminoacido fenilalanina que € convertido em acido cinamico a partir de uma reacgao
catalisada por L-fenilalanina amonialiase (SA et al., 2014) (Figura 8). Sua estrutura
basica € constituida por um anel aromatico unido a uma cadeia de trés carbonos
(BRAVO, 1998). O eugenol e isoeugenol sdo exemplos de compostos intermediarios

formados a partir de acetado de coniferila em reagdes catalisadas por eugenol sintase
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e isoeugenol sintase, que podem ser convertidos em compostos volateis (KOEDUKA
et al., 2006).
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Figura 8: Representacdo esquematica da biossintese de fenilpropanoides em plantas (PEREIRA, 2012).

2.3 Consideracgdes sobre a familia Anacardiaceae

A familia Anacardiaceae abrange cerca de 81 géneros e 800 espécies, amplamente
distribuidos em regides temperadas, tropicais e subtropicais, sendo principalmente
constituidas por arvores e arbustos (HERNANDES et al., 2014). As espécies desta
familia s&o encontradas em todo territorio brasileiro e em diversos lugares do mundo
como mostra a Figura 9. Aproximadamente 32 géneros nativos sdo encontrados nas
Américas, sendo que 14 géneros e 57 espécies podem ser encontrados no Brasil,

onde 14 delas séo restritas ao pais (LUZ, 2011).
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Figura 9: Distribuicdo mundial de espécies de Anacardiaceae (STEVENS, 2008).

Um importante aspecto relacionado a esta familia € a producéo de frutas e uma
madeira de excelente qualidade, que tem sido muito Util ao interesse econdmico
(CERUKS et al., 2007; HERNANDES et al., 2014). Além disso, muitas atividades
biolégicas sdo descritas para espécies desta familia, as quais sdo utilizados pela
populacdo para o tratamento de diabetes (NDIFOSSAP et al., 2010), epilepsia
(MARCHETTI et al., 2011), prevengéao de Alzheimer (ADHAMI et al., 2012), diarreias
(SIBANDZE; ZYL; VUUREN, 2010) e ulceras (CARLINI et al., 2010).

No Brasil, alguns géneros como Anacardium, Lithraea, Schinus, Spondias e
Tapirira, possuem uma grande importancia econémica. Seus frutos e sementes séo
muito conhecidos por serem comestiveis — manga, caju, pistache, entre outros
(LACCHIA et al., 2016). Muitas espécies pertencentes a esta familia apresentam
frutos drupaceos (TOLKE et al., 2016).

Na familia Anacardiaceae as arvores e arbustos apresentam canais resiniferos,
suas folhas sdo compostas ou simples, e as flores sdo hermafroditas ou unissexuais,
pentameras, diclamideas, diplo ou polistémones. Na face interna das pétalas
encontram-se escamas, e seus frutos sdo baga ou drupa (PEREIRA; AGAREZ, 1980).
S&o0 conhecidas popularmente como aroeira, aroeira-brava e aroeira-dura, sua
utilizacdo desencadeia reacOes alérgicas devido a uma resina volatil que se
desprende da planta (LUTZENBERGER, 1985).
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2.3.1 Consideracdes gerais sobre o género Schinus L.

As espécies de Schinus apresentam folhas compostas ou inteiras, de
disposicdo alterna, sem estipulas ou sdo deciduas. Suas flores sdo pequenas,
amarelo-esverdeadas ou brancas, sexo separado ou hermafroditas. Sé&o
popularmente conhecidas como aroeira-de-madeira-durissima (JOLY, 1966). O
aroma forte e concentrado presente nas plantas do género Schinus é uma importante
caracteristica encontrada (BENDAOUD et al., 2010).

O género Schinus é amplamente distribuido em regides tropicais e subtropicais,
com aproximadamente 600 espécies (GEHRKE et al., 2013), sendo que na América
do Sul cerca de 27 espécies sdo encontradas (GUALTIERI et al., 2012). As espécies
desse género sdo conhecidas pela producdo de metabdlitos secundarios, entre eles,
os derivados fendlicos e 6leos volateis (PAWLOWSKI et al., 2013).

As espécies Schinus terebinthifolius Raddi, Schinus molle Hort. ex Engl.,
Schinus polygamus (Cav.) Cabr., e Schinus lentiscifolius Marchand sdo mais
comumente encontradas em florestas do Rio Grande do Sul, Argentina, Paraguai,
Uruguai e Peru (GEHRKE et al., 2013).

Muitas atividades biolégicas foram descritas na literatura para 6leos volateis
das espécies do género Schinus. Schinus terebinthifolius apresenta atividade
anticancer, antioxidante, antibacteriana, controle de fungos fitopatogénicos, inseticida
e larvicida frente o vetor da dengue (Stegomyia aegypti) (BENDAOUD et al., 2010;
DOS SANTOS et al, 2010; COLE et al., 2014; FONSECA et al., 2015; ULIANA et al.,
2016; ENNIGROU et al., 2017). Para a S. molle foram relatadas atividade antifingica,
antioxidante, antimicrobiana e inseticida (BENDAOUD et al., 2010; DOS SANTOS et
al., 2010; GUERRA-BOONE et al., 2013; BADAWY; ABDELGALEIL, 2014; LOPEZ et
al., 2014; MARTINS et al., 2014; LOPEZ-MENESES et al., 2015). Dados da literatura
descrevem relatos de atividade antimicrobiana do 6leo volatil da espécie de S. areira
contra Staphylococcus aureus (CELAYA et al., 2014).

S. polygamus é nativa na América do Sul e sua ocorréncia € relatada na
Argentina, Brasil, Peru, Uruguai e Chile (DAMASCENO et al., 2010; DIAS et al., 2013;
GUEDES et al., 2016). No Chile e no Brasil esta espécie apresenta problemas
fitossanitarios que séo causados por insetos patogénicos e herbivoros (GUEDES et

al., 2016). E conhecida popularmente como aroeira-de-espinho, assobiadeira
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(DAMASCENO, 2007), salsa, arvore-de-assobio, assobio, molho, coquinho ou mole
(REITZ et al., 1983).

A arvore mede cerca de 2 m de altura, sendo muito utilizada pela populacdo
como lenha, a partir de galhos e troncos (FERNANDES et al., 2014). Importa referir
gue nesta espécie hi a presenca de uma diversidade de insetos galhadores, com a
capacidade de induzir galhas em flores, ramos e folhas. Nesse contexto, S. polygamus
€ um hospedeiro de insetos galhadores - galhas sdo estruturas vegetativas que
geralmente sdo formadas por um inseto, influenciando no desenvolvimento de tecidos
vegetais (GUEDES et al., 2016).

No estudo descrito por Erazo e seus colaboradores (2006), o 6leo volatil
extraido das folhas e frutos da espécie S. polygamus apresentou -pineno como o
composto majoritario e observou-se atividade antimicrobiana dos 6leos a partir das
folhas, contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Micrococcus flavus.

A atividade antimicrobiana é dificil de correlacionar a apenas um composto
encontrado, pois sua composicdo é muita ampla e complexa, apresentando uma
imensa variabilidade de compostos. Guedes e seus colaboradores (2016) observaram
em extratos que hastes e folhas ndo-galhadas tem presenca de terpenos, porém com
diferengas na estrutura quimica. Dessa forma, nas hastes ndo-galhadas predominou
sesquiterpenos, enquanto que nas folhas ndo-galhadas nao houve a presenca desses
compostos. Ha relatos também de atividade antimicrobiana de 6leos volateis contra
B. cereus (GONZALEZ et al., 2004).

As folhas de Schinus weinmannifolius geralmente apresentam galhas redondas
e lenhosas, podendo ser encontrados nos frutos pequenos orificios arredondados,
deixados pelos insetos causadores, e sdo muito utilizados por criangas como apito
(SCHULTZ, 1963). E de origem nativa, com uma distribuicio geogréafica no Centro-
oeste (Mato Grosso do Sul), Sudeste (Sao Paulo) e Sul (Parana, Rio Grande do Sul e
Santa Catarina) do Brasil e ocorrem no Cerrado, Mata Atlantica e Pampa (FLORA DO
BRASIL). Velasquez e colaboradores (2003) observaram potencial antioxidante para
0s extratos desta espécie, através do sequestro de radicais livres pelo método de
sequestro de anion superoxido.

Em uma pesquisa realizada no Mato Grosso do Sul foi determinada a
composi¢cdo quimica e atividade antifungica da espécie de S. weinmannifolius,
utilizando o 6leo volatil obtido no inverno e na primavera. Nesse estudo, verificou-se

gue o Ilimoneno e biciclogermacreno como componentes monoterpénicos
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predominantes nas duas estagfes. Entretanto, apenas o 6leo extraido na primavera
apresentou atividade antifungica frente a Aspergillus brasiliensis e Candida albicans.
O dleo extraido no inverno nao foi ativo contra os microrganismos testados. Isto se
deve a um tipo de mecanismo de defesa que as plantas exercem em estacdes mais
umidas, produzindo 6leo volatil com atividade antifingica. Adicionalmente, explica-se
o fenémeno pela presenca dos componentes limoneno e B-pineno no 6leo extraido no

inverno, para as quais € relatada atividade antifungica (HERNANDES et al., 2014).

2.4 Atividades bioldgicas dos 6leos volateis

Muitas sdo as atividades biologicas dos 6Oleos volateis de plantas aromaticas
estudadas h& milhares de anos. S&o descritas atividades anti-inflamatoria,
antioxidante, citotoxica, antiparasitaria, antifangica, antiviral, antimicrobiana e
anticancer (BAKKALI et al., 2008; MIGUEL, 2010; CELIA et al., 2013; SA et al., 2014;
HONG et al., 2015; LIU; SUN; LI, 2015; OLOYEDE, 2016; FALASCA et al., 2016;
BOUKAEW; PRASERTSAN; SATTAYASAMITSATHIT, 2017).

Além das atividades mencionadas, os Oleos apresentam uma grande
importancia na industria de cosmeéticos, uma tendéncia relativamente favoravel a
populacao pela saude, beleza e bem-estar. Além disso, nos dias atuais ha uma grande
preocupacdo em relacdo aos produtos sintéticos devido aos riscos encontrados,
alavancando o uso de produtos naturais na induastria cosmética (CARVALHO;
ESTEVINHO; SANTOS, 2016). Nesse sentido, ha um grande interesse pela industria
farmacéutica e de alimentos (PERRICONE et al., 2015; RODRIGUEZ et al., 2016).

O homem possui um sistema imunoldgico altamente complexo e especializado,
que protege o hospedeiro contra danos e infec¢des através de uma composicado de
células imuno especializadas (DUTRA et al., 2016). Nas doencas inflamatérias ocorre
um desequilibrio entre a producdo de antioxidantes e pré-oxidantes, resultando no
aumento de espécies reativas de oxigénio responsaveis pela destruicdo de antigenos
envolvidos no processo inflamatorio (KALTSCHMIDT et al., 1997; GHOLAMNEZHAD;
KEYHANMANESH; BOSKABADY, 2015). Nesse sentido, a ativacdo leucocitaria,
envolvida no processo inflamatorio aumenta o consumo de oxigénio, que por sua vez,
contribui para a producdo de radicais livres e as células acabam secretando anion
superéxido e peroxido de hidrogénio, ambas presentes no processo oxidativo
(FANTONE; WARD, 1982; MIGUEL, 2010).
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A producéo de radicais livres que ocorre no processo inflamatorio desencadeia
diversas alteracdes no organismo, tais como o envelhecimento e doencas, dentre elas
os tumores malignos, inflamacéo, catarata, hipertensdo, doencas cardiovasculares,
morte celular, diabetes mellitus, aterosclerose, doenca de Alzheimer, doenca de
Parkinson (MASTELIC et al., 2008; CAI et al., 2014; MAIWULANJIANG et al., 2014,
COSTA et al., 2016; SHEN et al., 2016).

Dessa forma, de acordo com estudos sobre os 6leos volateis com propriedade
antioxidante e anti-inflamatoria, estes, em associacéo, sdo considerados como uma
alternativa na complementacdo ou na substituicdo para o tratamento de diversas
desordens do organismo, a fim de se obter menos efeitos colaterais e uma maior
seguranca e eficacia do produto (FOE et al., 2016; JEMLI et al., 2016).

Algumas vantagens sdo associadas ao emprego de Oleos volateis como:
diminuicdo da toxicidade e genotoxicidade (mesmo a longo prazo), possibilidade de
atuarem em multiplos alvos celulares além de reduzir o custo de producdo (RAUT;
KARUPPAYI, 2014).

O sinergismo de um 6leo volatil tem sido muito discutido em relacédo as suas
propriedades biolégicas, pois em alguns casos os efeitos das atividades biol6gicas
dos 6leos derivam da presenca de compostos majoritarios. Todavia, pesquisas
evidenciaram que o sinergismo se relaciona a presenca de compostos com altas e
baixas porcentagens, atuando assim de forma combinada, potencializando o efeito do
6leo em relacdo aos compostos isolados (SOUZA et al., 2007; BAKKALI et al., 2008;
BRAHMI et al., 2016; RODRIGUES et al., 2016; RIBEIRO-SANTOS et al., 2017).

Portanto, a sinergia dos 6leos volateis e seus compostos individuais,
juntamente com a combinacao de farmacos ja existentes tem sido investigada a fim
de diminuir as doses necessarias, reduzindo dessa forma efeitos adversos, tornando
0 medicamento mais seguro e eficaz, garantindo uma boa fonte de compostos
fitoquimicos, com ampla atividade biologica (RAUT; KARUPPAYIL, 2014).

2.4.1 Atividade anti-inflamatéria

De uma maneira geral todos os organismos Vvivos, incluindo desde os
organismos unicelulares e o ser humano, buscam manter o equilibrio homeostatico

através de mecanismos adaptativos para o combate a estimulos agressivos. Nos
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vertebrados a resposta desse processo abrange inimeras alterac6es imunologicas,
fisiologicas e bioquimicas, designada inflamacao (VOLTARELLI, 1994).

A palavra inflamacéo, do grego phlogosis e do latim flamma, significa fogo, area
em chamas, e foi descrita pela primeira vez por Celsus, um escritor romano que viveu
entre os anos 30 A.C. e 38 D.C., e observou os quatro sinais cardinais da inflamacéao:
dor, calor (aumento da temperatura local), rubor (hiperemia), tumor (edema) — e aos
quais Virchow acrescentou o quinto sinal clinico, a perda da funcédo (functiolaesa)
(ROCHA; GARCIA, 2006).

A inflamacédo é uma reacgéo dos tecidos vascularizados frente a uma lesédo ou
dano, caracterizada pela saida de liquidos e de células do sangue para o intersticio,
propiciando ativacdo de alguns mecanismos para dar inicio ao processo de cura no
tecido lesado (ENECHI; ODO; ONYEKWELU, 2013; ELSAYED et al., 2014). E uma
resposta imediata a agressdes causadas por microrganismos, agentes fisicos
(radiacdo, trauma, queimaduras), quimicos (toxinas, substancias causticas), necrose
tecidual e/ou reacfes imunoldgicas (LIMA et al., 2007; KUMAWAT et al., 2012).

Desta forma, o processo inflamatério € uma resposta complexa do organismo
que envolve a participacao de diferentes tipos celulares como neutrofilos, linfécitos,
monacitos, macrofagos, células endoteliais vasculares e células do masculo liso (LIMA
et al., 2007; RAMOS et al., 2012; MICHEL et al., 2013).

A resposta inflamatéria pode ser dividida em aguda e crbnica. Essa
classificacdo baseia-se no espaco de tempo e algumas caracteristicas patolégicas
observadas nesse processo. Na inflamacao aguda a resposta é relativamente rapida
apos o dano, apresentando uma duracdo moderada, de algumas horas a até alguns
dias. Caracteriza-se pela vasodilatacéo local, aumento da permeabilidade e migracao
de células (neutrofilos) até o sitio lesado. Ja& na inflamacédo crbnica, ocorre a
persisténcia do fator etioldgico, seja ele o agente infeccioso ou restos de
microrganismos, corpo estranho, produtos do metabolismo, entre outros. A duracéo é
prolongada, e envolve linfocitos, macréfagos, tecidos necrosados, fibroses e aumento
dos vasos sanguineos (BEG; SWAIN; HUSSAIN, 2011).

No entanto, esses eventos vasculares presentes na resposta inflamatoria séo
resultantes da participacdo de muitos mediadores inflamatorios. Estes, por sua vez,
agem em apenas um ou mais receptores especificos que estdo presentes na
membrana de diferentes tipos de células. Enzimas especificas sao responsaveis pela

degradacéo de grande parte dos mediadores no sitio da sintese (CALICH; VAZ, 2009).
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Nesse sentido, a histamina, exemplo classico de mediador quimico, que esta
presente na fase inicial da resposta inflamatéria, existe pré-formada nos granulos de
mastécitos e basdfilos. E responsavel pelo controle de processos fisioldgicos e
patofisiologicos, secrecdo de acido gastrico e também serve como neurotransmissor
(CRIADO et al., 2010; LEE et al., 2016).

Outros importantes mediadores também estdo presentes no processo
inflamatorio como as prostaglandinas que séo potentes vasodilatadores, aumentando
a permeabilidade vascular (POON et al., 2015). Ademais, existem diversos
mediadores quimicos presentes nesses eventos que também sdo de grande
importancia, dentre eles a bradicinina, citocinas, leucotrienos, quimiocinas, entre
outros (SOBOLEWSKI; LEGRAND; DIEDERICH, 2010).

Indmeras células desempenham fun¢bes no combate a agentes agressores.
Verifica-se na fase inicial das reac6es inflamatérias a presenca de células sanguineas
responsaveis pela defesa ou imunidade do organismo que constituem a maioria dos
leucadcitos circulantes (50-70%), chamados de neutrdfilos, também conhecidos como
leucdcitos polimorfonucleares (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011; BURTON et al.,
2011; FILIPOVICH et al., 2015). Estas células migram para o local da inflamacéo, apés
a entrada de microrganismos, atuando por algumas horas e logo morrem.
Desempenham papel importante na fagocitose de fragmentos de células e
microrganismos invasores, producédo de agentes reativos derivados do oxigénio e a

liberacdo de enzimas proteoliticas (ONGE et al., 2009).

2.4.1.1 Atividade antiquimiotaxica

A migracédo leucocitaria para o foco inflamado € um evento muito importante
para o inicio do processo inflamatério. Leucdcitos polimorfonucleares predominam na
fase inicial da resposta inflamatoéria, sendo observado um acumulo destes nos tecidos
inflamados, com consequentemente ativagdo de células endoteliais para o local
injuriado. Os leucdcitos circulantes presentes nesse processo tendem a aproximar-se
da parede vascular, devido a presenca de mediadores da inflamacéo, como citocinas,
agindo como agentes quimiotaxicos. Esse mecanismo pelo qual ocorre o processo
migratério de células é denominado quimiotaxia (GRUTKOSKI et al., 2003;
WEDEPOHL et al., 2012).
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Os metabdlitos de origem vegetal tém sido muito estudados por apresentarem
mecanismos com capacidade de inibicdo da migracdo leucocitéria, favorecendo
multiplas descobertas relacionadas a atividade anti-inflamatéria na defesa contra
microrganismos patogénicos (PRESIBELLA et al., 2006; ANDRADE et al.,, 2011,
RAMIREZ et al., 2011; BARROS et al., 2013; ANDRADE et al., 2014; DRESCH et al.,
2014).

2.4.1.2 Atividade antiedematogénica

Muitos estudos descrevem os 6leos volateis como potenciais anti-inflamatorios,
através do mecanismo de edema de pata induzido pela carragenina, no qual
compostos majoritarios estdo associados a esta atividade, favorecendo assim o
desenvolvimento de agentes farmacologicos que atuem nos processos inflamatorios
(MENDES et al., 2010; RAMOS et al., 2013; RODRIGUES et al., 2016; BRANQUINHO
et al 2017).

Compostos oriundos de produtos naturais apresentam importantes
propriedades anti-inflamatdrias passiveis de investigacdo e estudos quanto a sua
eficacia. Dessa forma, a relevancia de se obter novas descobertas de substancias
com esse potencial leva ao desenvolvimento de novos caminhos para uma busca de
compostos anti-inflamatoérios (VERAS et al., 2013).

O ensaio de edema de pata induzido pela carragenina baseia-se na capacidade
de uma substéncia em inibir o edema provocado pela inducdo de um agente flogistico,
a carragenina, na pata traseira do rato (WINTER; RISLEY; NUSS, 1962). O edema
formado através da injecao da carragenina gera uma resposta inflamatoéria resultante
de uma rapida absorcao de varios mediadores inflamatérios (MENDES et al., 2010).
A fase inicial do processo inflamatério (1-2h) caracteriza-se pela liberacdo de
histamina, bradicinina e serotonina, enquanto que na segunda fase (3-4h) ocorre a
producédo de prostaglandinas, proteases e lisozimas (OGONOWSKI et al., 1997; DU
et al., 2014).

A resposta inflamatoria é verificada pelo aumento do tamanho da pata (edema)
do rato sendo modulada por inibidores de moléculas especificas dentro da cascata
inflamato6ria (BOUKHATEM et al., 2014).
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2.4.2 Atividade antioxidante

Nos Ultimos anos, o interesse por novos antioxidantes naturais vem
aumentando e ganhando destaque na pesquisa devido a descoberta de novos
compostos que proporcionam baixa toxicidade em relagcdo aos antioxidantes
sintéticos, 0s quais sdo responsaveis, muitas vezes, por desencadear diversas
doencas (CANSIAN et al., 2015).

Muitas substancias sado conhecidas pelo alto potencial antioxidante, dentre elas
destacam-se as plantas medicinais que exercem um papel indispensavel na natureza
no combate aos radicais livres. Radicais livres sdo moléculas ou atomos que contém
um ou mais elétrons desemparelhados em seu orbital. Sao instaveis e podem causar
danos, pois reagem com qualquer molécula proximo a sua Orbita (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; EMAMI; ABEDINDO; HASSANZADEH-KHAYYAT, 2011).

Dessa forma, os radicais livres e as espécies reativas de oxigénio (ROS), como,
por exemplo, o &nion superéxido, o radical hidroxila e peroxido de hidrogénio, séo
altamente reativos, derivados do metabolismo normal do oxigénio ou de fatores e
agentes exdgenos capazes de causar danos oxidativos no organismo (TEPE et al.,
2007).

Portanto, o estresse oxidativo envolve diversos fatores causados por um
desequilibrio entre a producdo de oxidantes e sistemas antioxidantes. O
envelhecimento e algumas doencas, como tumores malignos, inflamacgéo, catarata,
hipertensdo, doengas cardiovasculares, morte celular, diabetes mellitus,
aterosclerose, doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, associados a este
desequilibrio (MASTELIC et al., 2008; CAl et al., 2014; MAIWULANJIANG et al., 2014,
COSTA et al., 2016; SHEN et al., 2016).

Os antioxidantes sédo substancias que possuem a capacidade de prevenir e
retardar a oxidagdo de substratos oxidaveis, diminuindo a velocidade de oxidacao,
prevenindo a formacdo de radicais livres (BECKER; NISSEN; SKIBSTED, 2004;
BOUKHRIS et al.,, 2015; SAEIDNEJAD; RAJAEI, 2015). Sao divididos em duas
classes distintas: com atividade enzimatica e sem atividade (GALVAO et al., 2008).

Os antioxidantes com atividade enzimatica sS40 compostos que possuem a
capacidade de bloquear a iniciacdo da oxidacdo, ou seja, as enzimas que removem
as espécies reativas ao oxigénio. Enquanto que os antioxidantes sem atividade

enzimatica sdo caracterizados como moléculas que interagem com as espécies
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radicalares e sdo consumidas durante a reacdo. Exemplo cldssico sdo os
antioxidantes naturais, como os compostos fenolicos (GALVAO et al., 2008).

Na literatura ha relatos que descrevem a presenca de compostos oriundos de
produtos naturais, como 0s 0leos volateis, com atividade antioxidante, que pode ser
atribuida a sua composicdo quimica (DERWICH et al., 2011) e influenciada pelas
condi¢cdes ambientais e agrondmicas (BURT, 2004). Com tais fun¢des, os compostos
limoneno e B-cariofileno, isolados a partir de 6leos essenciais, tém sido documentados
por Okoh e seus colaboradores (2014).

Pesquisas demonstram que o timol e y-terpineno possuem atividade
antioxidante, atuando na inibicdo da peroxidacao lipidica (TEPE et al., 2007; OZEN;
DEMIRTAS; AKSIT, 2011). Adicionalmente, hidrocarbonetos monociclicos e
fenilpropanoides, como carvacrol e eugenol, também sdo compostos que apresentam
acao antioxidante (MASTELIC et al., 2008; VIUDA-MARTOS et al., 2011). No estudo
realizado por Kaurinovic e seus colaboradores (2010), os compostos carvacrol, a-

tujona e B-tujona, séo os ativos naturais responsaveis por essa atividade.

2.4.2.1 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Antioxidantes sdo considerados compostos capazes de diminuir ou prolongar o
seu periodo de inducéo significativamente a oxidacao de outra substancia, sendo que
este deve ser encontrado em menor quantidade que a substancia a ser oxidavel
(SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).

O teste de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) consiste na
inibicdo da peroxidacao lipidica de um determinado substrato. Esse ensaio avalia a
formacdo de produtos finais da peroxidacdo. O malondialdeido, principal produto da
peroxidacao lipidica reage com o &cido tiobarbitarico, formando um complexo de cor
résea, em pH acido e alta temperatura com absor¢cdo entre 532-535nm (SILVA;
BORGES; FERREIRA, 1999; MIGUEL, 2010).

Aldeidos insaturados e varios precursores ndo volateis ndo identificados sao
alguns dos produtos provenientes da oxidacéo lipidica que também reagem com o
acido tiobarbitarico (FOGACA; SANT’ANA, 2009).
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2.4.2.2 Reacédo com 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH)

O ensaio reacdo com o radical 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) € comumente
utilizado para a determinacédo da capacidade antioxidante para diversos compostos,
entre eles, os Oleos essenciais. Baseia-se em um teste relativamente simples e
altamente sensivel. O DPPH € um radical livre estavel com trés anéis aromaticos,
guando na presenca de uma substancia com capacidade antioxidante. Este sequestra
o radical livre, doando um atomo de H* para o DPPH, tornando uma molécula estavel,
em um maximo de absorgédo de 515-520 nm. Quando ha presenca de um doador de
hidrogénio, ocorre a perda da coloragéo violeta e a intensidade da absorg&o diminui
(SOUZA et al., 2007). Na determinacéo da capacidade antioxidante ocorrem dois tipos
de mecanismos diferentes, ambos resultando na neutralizacdo ou reducdo de um
radical. Quando a reacdo ocorre a partir de uma rapida absorcéo, sugere-se que a
estabilizacao do radical livre tenha sido devida a partir de transferéncia de elétrons.
Todavia, reacdes que levam de segundos a minutos, consideradas lentas, indicam um
mecanismo através de transferéncia de um atomo de hidrogénio (XIE; SCHAICH,
2014; OLIVEIRA, 2015).
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3 MANUSCRITO

A seguir encontra-se disposto o manuscrito intitulado “Evaluation of the anti-
inflammatory and antioxidant activities of essential oils Schinus species from
Rio Grande do Sul", a ser submetido para publicacdo. Este artigo apresenta a
extracao por hidrodestilagéo e analise da composicao quimica dos 6leos volateis, bem
como a avaliacdo das atividades antioxidante, através dos métodos de DPPH e
TBARS, e a anti-inflamatdria pelos métodos da camara de Boyden e edema de pata
induzido pela carragenina de duas espécies de Schinus. Os resultados encontrados
neste trabalho serdo apresentados dentro das normas para ser submetido a revista
Pharmaceutical Biology (JCR 1,546).
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Evaluation of the anti-inflammatory and antioxidant activity of Schinus species essential
oils from Rio Grande do Sul
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Abstract

Context: Schinus terebinthifolius Raddi and Schinus polygamus (Cav.) Cabr. are used in folk
medicine for anti-inflammatory activity. The effect could be related to the presence of
terpenoids compounds.

Objective: This study aimed the chemical characterization, antioxidant and anti-inflammatory
activities of the essential oils of leaves and fruits of S. weinmannifolius and leaves of S.
polygamus.

Materials and methods: Essential oils were obtained by hydrodistillation with subsequent
identification of the chemical composition by gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS). Antioxidant activity was determined by DPPH free radical and TBARS
methods. Anti-inflammatory activity was evaluated by antichemotactic and antiedematogenic
assays.

Results: S. weinmannifolius essential oils were characterized by the predominance of different
constituents varying according to season: a-pinene, B-pinene, f-caryophyllene, germacrene D,

bicyclogermacrene, germacrene A, d-cadinene, caryophyllene oxide and a-cadinol in the leaves
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while the major constituent in the fruits oil was a-cadinol. The S. polygamus leaf oil consisted
mainly of n-nonane. In the in vitro assays, no oil showed to have antioxidant activity, but in the
antichemotactic assay all samples was able to inhibit the leukocyte migration in a concentration-
dependent manner in different concentrations (0.001 to 10 pg/mL), specially leaves of S.
weinmannifolius, which was selected for the rat paw edema test, and an oral administration of
100 mg/kg of this oil was able to significantly inhibit the edema formation induced by
carrageenan.

Discussion and conclusion: According to these results, the essential oils obtained from Schinus
species demonstrated a potential anti-inflammatory effect, witch support their use in traditional

medicine.

Keywords: Essential oils, antioxidant, anti-inflammatory, Schinus weinmannifolius, Schinus

polygamus.

Introduction

The search and development of new drugs represents an important way in the research
with natural products. The several biological activities and structural diversity presented by
medicinal plants make these natural products important sources of compounds for new drugs
discovery (Barros et al. 2013; Harvey et al. 2015). Among the secondary metabolites produced
by plants, essential oils present important functions, as in the defense of external aggressions
from the development of chemical mechanisms, arousing the interest of pharmacologists in the
search for new bioactive compounds (Mcrae et al. 2007; Perigo et al. 2016). Essential oils are
widely used in the pharmaceutical, cosmetic and food industries and as natural remedies
(Stanojevic et al. 2015; Castro et al. 2017). Antioxidants are known as molecules capable of

inhibiting oxidation process in body, preventing the generation of free radicals. Application of
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some synthetic antioxidants is known to be associated with some disorders, hepatic damages
and toxicities. Thus, the need for natural antioxidants attracted a great attention currently
(Cansian et al. 2015). Inflammation is a reaction of vascularized tissues to injury or damage,
characterized by the escape of fluid and blood cells to the interstitium, developing the activation
of some mechanisms to initiate the healing process in the injured tissue (Enechi et al. 2013;
Elsayed et al. 2014). Although synthetic drugs have a high efficiency in their use, many
problems are triggered due to their prolonged use, such as chronic diseases, resistance to classic
drugs and a high cost of treatment. Thus, the need for new strategies for alternative therapies or
that complement conventional treatment is justified. The combined use of classical drugs and
essential oils with antioxidant and anti-inflammatory potential has been shown to be a
promising option, resulting in an increase in the efficacy of these products (Foe et al. 2016;
Jemli et al. 2016).

The Anacardiaceae family includes about 81 genera and 800 species, widely distributed
in temperate, tropical and subtropical regions, mainly as trees and bush (Hernandes et al. 2014).
The production of fruit and a wood of excellent quality have been aroused economic interest
and these species have received growing attention (Ceruks et al. 2007; Hernandes et al. 2014).
Moreover, they display a range of biological activities, which makes them potentially applicable
in the medical field, as diabetes treatment, epilepsy, Alzheimer's disease prevention, ulcers and
anti-inflammatory agent (Carlini et al. 2010; Ndifossap et al. 2010; Sibandze et al. 2010;
Marchetti et al. 2011; Adhami et al. 2012; Gehrke et al. 2013). S. weinmannifolius and S.
polygamus belong to this family. S. weinmannifolius presents activities described in the
literature with antioxidant potential for the extracts (Hernandes et al. 2014) and antifungal
potential for the essential oils (Velasquez et al. 2003). According to literature data the essential
oil from S. polygamus presented antimicrobial activity (Gonzalez et al. 2004; Erazo et al. 2006).

In this context, considering the importance of the identification of new substances with
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biological activities in order to provide effective therapeutic alternatives, this study aimed to
assess the chemical composition, also the antioxidant and anti-inflammatory activities of the

essential oils of the different harvests of the species S. weinmannifolius and S. polygamus.

Material and methods
Plant Material

The aerial parts of both species were collected between April 2015 and July 2016. The leaves
and fruits of S. weinmannifolius were collected in Santo Antonio da Patrulha (29°50'18"S,
50°30'58"W, 40 m) and S&o Jer6bnimo (29°57'31"S, 51°43'21"W, 8 m). S. polygamus was
collected only in Santo Anténio da Patrulha (Table 1). The samples were identified by Dr.
Sérgio L. Bordignon. Voucher specimens were deposited in the Herbarium of the Federal
University of Rio Grande do Sul (UFRGS): ICN N° 181987 and ICN N° 181988, for S.
weinmannifolius and S. polygamus, respectively. The experiments were approved by the Ethics

Committee on the Use of Animals (CEUA) from UFRGS, under protocol no. 30704.

Essential oil extraction

The essential oils from the leaves and fruits from different collections of Schinus species were
obtained from crushed fresh samples, by hydrodistillation using a Clevenger type-apparatus for
4 hours (Farmacopeia Brasileira, 2010). The samples were stored at 4 °C, in the dark until the

analysis.
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Gas chromatography—mass spectrometry

The samples were diluted in ethyl ether to a 2:100 (v/v) ratio and analyzed by gas
chromatography-mass spectrometry using the equipment Shimadzu QP5000 system
(Shimadzu, Tokyo, Japan). The GC column was a DB-5 fused silica capillary with a (5%
phenyl)-methyl poly siloxane stationary phase, film thickness of 0.25 um, with 30 m length and
0.25 mm of internal diameter. Helium was used as carrier gas in a flow rate of 1.0 mL/min. The
injector and detector temperature were 220°C and 250°C, respectively. The GC oven
temperature was initially 60 °C held for 3 min; increased 60 to 300 °C at a rate of 3 °C/min.

One microliter was injected in the split mode ratio of 1:20.

Identification of essential oil constituents

Identification of the compounds was based on comparison of retention indices calculated by
linear interpolation relative to retention times of a series of n-alkanes, and their mass spectra,
with authentic samples or data taken from the literature (Adams 2001; Adams 2009), as well
by comparasion mass spectra recorded in the database NIST 62 and NIST 12 lists (National
Institute of Technology and Standards). The percentage composition was calcuted by

normalization.

Evaluation of antioxidant activity

Liposomes as a substrate for the antioxidant capacity of TBARS

Liposomes were prepared by reverse-phase evaporation based on the method described by
Mertins et al. (2005) with slight modifications. Soybean lecithin (1.25 g) (Foco Alternativo®)
was dissolved in 100 mL of ethyl acetate (Synth®) and 2 mL of water miliQ was added to form
an emulsion. After, the emulsion was sonicated to form a homogeneous opalescent dispersion

of inverted micelles. At a temperature of about 35 °C, the organic solvent was evaporated under
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reduced pressure in a rotavapor (Blchi® R-114, Brasil), forming an aspect of viscous
organogel. After the formation of the organogel was added 25 mL of water (milliQ) under
shaking, to reverse it to nanovesicles. This suspension was stirred employing Ultra-Turrax T25

(IKA Labortechnik) at 16.000 rpm for 10 minutes.

Thiobarbituric acid reactive species (TBARS) method

The protection of lipid peroxidation was evaluated by the technique of substances reactive to
thiobarbituric acid (TBARS), described by Kiilkamp et al. (2011). The samples were diluted in
ethanol. The reaction medium was composed of 100 pL of the sample at concentrations of 100,
300 and 500 pg/mL in Tris 0.5 M buffer. The lipid peroxidation was started by adding 25 pL
FeSOs solution (Sigma-Aldrich®), 25 uL ascorbate solution (Sigma-Aldrich®) and 250 pL
liposomes in water bath, under slight stirring at 37 °C for 60 min. After the incubation period
were added 500 uL of 12% trichloroacetic acid (Synth®) and 500 uL of 0.73% thiobarbituric
acid (Sigma-Aldrich®) in the reaction medium which was kept at 100 °C for 30 min. The
mixture was centrifuged (Microtubes Centrifuge HT-Laboratories, model MCD 2000, San
Diego, EUA - 12 minutes a 10.000 rpm) and the supernatants were monitored at 532 nm in a
spectrophotometer (Agilent Technolologies, model 8453, Santa Clara, EUA). The experiment
was carried out in triplicate. The positive control used in the assay was the buthylated
hydroxytoluene (BHT) (Pharma Nostra®), at the same sample concentrations. The protection
against lipid peroxidation was expressed in antioxidant activity (AA) as percentage, calculated
as follows: AA =1 — (Aa/Ac) x 100, where A, refers to absorbance of the sample and A refers

to absorbance of the control.
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Determination of antioxidant activity using 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical-
scavenging method

The antioxidant capacity of essential oils samples was measured in terms of hydrogen donating
or radical-scavenging ability, using the stable radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH),
at concentrations of 50, 150 and 300 pug/mL. The samples were diluted in methanol solution of
DPPH 0.004% (Sigma-Aldrich®) to the necessary volume of each concentration. The
absorbance was then monitored in a spectrophotometer (Agilent Technologies, model 8453,
Santa Clara, EUA) at 517 nm. The measures were carried out in triplicate with intervals of 5
min, during the time of 30 min. Methanol and BHT were used as negative and positive control
The results were expressed in percentage of inhibition as mean of triplicates. The free radical
scavenging activity of DPPH (% ASRL) was determined by equation % ASRL = (Ac — As)/Ac
x 100, where A refers to absorbance of DPPH and As refers to absorbance of the sample tested

(NASCIMENTO et al., 2011).

Evaluation of anti-inflammatory activity

Antichemotactic assay

Experiments were carried out according to the modified Boyden chamber method, described by
Suyenaga et al. (2011). Prior to the chemotactic assay, leukocytes were treated with a range of
0.001 to 10 pg/mL of essential oils dissolved in polysorbate 80 and Hanks’ balanced salt
solution (HBSS pH 7.4) at 37 °C for 30 min. Indomethacin was used as a control in
concentrations of 10 pg/mL dissolved in HBSS. The concentration of polysorbate 80 in all final
working solutions was less than 0.01%. The HBSS plus polysorbate 80 was used as negative
control. In this assay cylindrical chambers, constructed in transparent acrylic and divided into
two compartments (0.5 mL each), were used. The leukocyte/samples were added in the upper

wells of the chamber, separated by an 8.0 um nitrocellulose filter (Millipore, USA) from the
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chemotactic stimulant (Escherichia coli — LPS - Sigma-Aldrich® lipopolysaccharide solution)
(bottom compartment). present in the bottom compartment. Then, the chamber was kept at 37
°C for 1 hour. The leucocytes migration through the filter was measured by using an optical
microscope. The distance from the top of the filter to the farthest plane of focus containing two
cells, in five microscopic fields of duplicate filters allowed the evaluation of leukocyte

migration.

Carrageenan-induced mice paw edema

The anti-inflammatory activity was evaluated using the paw edema model induced by
carrageenan according to Winter et al. (1962). For this assay, it was selected the sample that
obtained the best result in antichemotactic assay (SWL 1). Male Wistar rats weighing 180-220
g were used for this experiment. The sample was prepared through an emulsion essential oil
with Tween-80 in a ratio of 9:1 and administered at the doses of 50 and 100 mg/kg orally 1 h
before the injection of carragenan. The negative control used was water emulsion with Tween-
80 (9:1), while the positive control was indomethacin at the dose of 10 mg/kg (n = 5/group).
Paw edema was induced in the sub-plantar region of the left hind paw of the rat by injection of
0.1 mL carrageenan solution in 0.5 mg/mL saline. The right feet served as control, by injection
of 0.1 mL of saline solution. The rat paw volume was measured in triplicate using a
plethysmometer (Ugo Basile, Italy) at times 1, 2, 3, and 3 hours after injection of the phlogistic
agent. The results of edema reduction were determined in relation to the percentage increase of
the volume of the hind legs before the application of the inflammatory substance, and every
hour for 4 h after induction of the phlogistic agent. The antidematogenic activity of the oils was

expressed as a percentage of edema reduction, in relation to the control groups.
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Statistical analysis

Differences between the control and the treatments were statistically analyzed by ANOVA
followed by Tukey’s test (p < 0.05 was considered statistically significant). Data were
expressed as mean + standard error mean (SEM). Data analysis was performed using the

GraphPad Prism 5.0 software.

Results and Discussion

Chemical composition of the essential oils

The results showed that the yield of the leaves essential oils from the different collections of S.
weinmannifolius varied from 0.07% to 0.7%, while for fruits of the same species the yield was
2%. The yields of the S. polygamus species collections obtained a variation of 0.2% to 0.4%.
An important characteristic was observed in relation to the visual aspect of oils from different
sample of Schinus species. The SWL 1 and 5 produced viscous oils, being the SWL 1 oil of
yellow coloration. However, for the other samples of the species the oil obtained was presented
a dense, transparent and liquid appearance. It is known that the appearance of an oil is closely
related to the characteristics of the chemical composition. In this aspect mainly related to S.
polygamus samples, in which the obtained oil presented as dense and transparent liquid,
probably due to the high amount of aliphatic compounds identified, especially n-nonane. SWL
1 produced oil with a yellow coloration, this fact can be explained due to the large amount of
oxygenated sesquiterpenes, especially spathulenol, cubenol and a-cadinol. In addition,
monoterpenes were not identified in this sample. Despite of the samples belonging to the same
genus, differences in chemical composition were observed for each species and collection.
Compounds identification and relative amount composition are presented in Table 2. Fifty-four
compounds were identified for the essential oils of different collections period from S.

weinmannifolius leaves, all of the samples presenting similar major compounds. In general,
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sesquiterpenes hydrocarbons were the most common compounds, followed by sesquiterpenes
oxygenated. For SWL 1, the oil was characterized only by the presence of sesquiterpenes
oxygenated (72.40%) and sesquiterpenes hydrocarbons (27.59%). The main terpenes identified
were a-cadinol (21.25%), spathulenol (10.98%) and cubenol (9.76%), all of them
sesquiterpenes oxygenated. SWL 2 sample demonstrated predominance of sesquiterpenes
hydrocarbons (64.42%), followed by oxygenated sesquiterpenes (26.03%) and monoterpenes
hydrocarbons (9.55%). The main components were bicyclogermacrene (18.31%), germacrene
D (12.78%), o-cadinene (11.04%) and a-cadinol (8.82%). The essential oils of S.
weinmannifolius (SWL 3, SWL 4 and SWL 5), all collected in the winter of 2016, were
characterized by 47.28%, 72.22% and 62.82% of sesquiterpenes hydrocarbons, respectively,
followed by sesquiterpenes oxygenated (34.68%, 34.95% and 14.93%, respectively) and a low
percentage of monoterpene hydrocarbons (17.78%, 2.83% and 22.26%, respectively). SWL 3
exhibited B-caryophyllene (29.36%), caryophyllene oxide (14.22%), spathulenol (7.91%) as the
major components in the sesquiterpene fraction followed by a-pinene (13.61%), a monoterpene
hydrocarbon. In the SWL 4, the main compounds were germacrene D (16.83%), 6-cadinene
(15.51%), a-cadinol (14.73%), germacrene A (13.80%) and bicyclogermacrene (12.35%). In
the sample collected in the same period of the same year (SWL 5), the main identified
compounds were bicyclogermacrene (29.97%), germacrene D (14.47%), B-caryophyllene
(9.71%) and B-pinene (13.98%), this last a monoterpene hydrocarbon. Similar results were
found in a study by Hernandes et al. (2014), in which the essential oil obtained also by
hydrodistillation, was characterized by spathulenol (13.8%) and B-pinene (12.8%) as the major
compounds of leaves of S. weinmannifolius collected in the spring, whereas the essential oil
obtained in winter demonstrated bicyclogermacrene (21.2%), B-pinene (10.1%) and
germacrene D (9.9%) as main compounds. For the fruits of S. weinmannifolius (SWF 1), the

most abundant fraction was sesquiterpenes oxygenated (82.29%), followed by monoterpene
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hydrocarbons (10.39%). The major compounds were a-cadinol (20.46%), spathulenol (9.88%),
for the first one and limonene (9.81%), in the second. The characterization of fruits from S.
weinmannifolius were quite similar to the compounds found in the earlier study reported by
Hernandes et al. (2014), where the main components identified were also spathulenol (13.8%)
and limonene (15.4%) in the oil from leaves collected in the spring.

S. polygamus essential oils were obtained in three different periods and forty-seven compounds
were identified. Chemical analysis of the essential oils revealed a particular composition in
which aliphatic compounds are present in high amounts in all the oils for this species, with
concentration varying between 17.85% and 79.55%. SPL 1 showed the presence of oxygenated
sesquiterpenes (47.38%), sesquiterpenes hydrocarbons (5.27%), aliphatic compounds (46.92%)
and a small amount of monoterpenes hydrocarbons (0.43%). The major compound of this
sample was o-cadinol (15.38%), a sesquiterpene and n-nonane (33.55%), an aliphatic
compound. The same species collected one-year station (2016), SPL 2, also presented
predominance of oxygenated sesquiterpene fraction (39.26%), followed by sesquiterpenes
hydrocarbon (35.36%) and aliphatic compounds (17.85%), being the main compounds o-
cadinol (20.01%), o&-cadinene (11.04%) and n-nonane (15.07%) the main compounds,
respectively. Finally, a large amount of aliphatic compounds (79.55%) was identified in the
SPL 3, followed by sesquiterpenes hydrocarbons (17.59%). The main component was n-nonane
(68.42%) for the first one and germacrene D (9.48%) for the second. Despite of the presence of
sesquiterpenes in this species, the oils were characterized by the presence of aliphatic
compounds (17.85 to 79.55%), being n-nonane (15.07 to 68.42%) the major compound in both
collections carried in autumn of 2015/2016 and winter of 2016. According to reports in the
literature related to essential oils, the composition of leaves of S. polygamus was considered
unusual, differing from that reported, in which normally major compounds are mono and

sesquiterpenes (Erazo et al. 2006). However, these aliphatic compounds were found in the
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essential oil of this species whose quantity varies with the extraction method used. Extraction

techniques such as hydrodistillation and headspace solid phase microextraction presented

similar results, in which the n-nonane compound represented more than 77% of the total amount
of oil components (Damasceno et al. 2008). Another study highlights the presence of the n-
nonane compound extracted from the leaves by the headspace method, representing 24.4% of
the total peak areas of the chromatograms (Damasceno et al. 2010). These results demonstrate
that the cadinane cyclization pathway is one of the biosynthetic pathway present, especially by
the presence of a-cadinol, a common compound for both species. The plant variety,
environmental conditions, season, soil, storage conditions, method of extraction and the
analytics used are some of the characteristics that influence in the yield and in the chemical

composition of essential oil (Stanojevic et al. 2011; Stanojevic et al. 2015).

Antioxidant activity

Several mechanisms are used to evaluate the antioxidant capacity of essential oils. Among
them, thiobarbituric acid reactive species test (TBARS) evaluates the ability to lipid
peroxidation inhibition of a substance through of the formation of final products of peroxidation
(Miguel 2010; Kilkamp et al. 2011). Thus, this technique was employed using all samples of
the essential oils of leaves and fruits from S. weinmannifolius (SWL 1, SWL 2, SWL 3, SWL
4, SWL 5 and SWF 1) and S. polygamus (SPL 1, SPL 2 and SPL 3) at concentrations of 100,
300 and 500 pg/mL. The results showed that only the SWL 2 and SWL 3 samples presented a
low percentage of protection of peroxidation (10.37 and 10.64%, respectively at concentration
of 100 pg/mL) (Table 3). Previous studies also revealed that a-pinene (Wang et al. 2008) and
limonene (Marostica et al. 2009) possess antioxidant activities, which were confirmed by our
results. Thus, it could be referred that the antioxidant activity of these (SWL 2 and SWL 3)

samples are, at least in part, due to the presence of these compounds.


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&ved=0ahUKEwjAmvCortbTAhWIRSYKHcLHDAsQFggwMAE&url=http%3A%2F%2Fwww.scielo.br%2Fscielo.php%3Fscript%3Dsci_arttext%26pid%3DS0103-50532004000200017&usg=AFQjCNGAAt02sOIy5adaHiwLQF5nPghOzg

65

The DPPH assay evaluates the ability of the substance to scavenge free radical stable, causing
discoloration. The degree of discoloration indicates the potential of the sample to sequester free
radicals. The results for this test were obtained in the times 0 to 30 minutes of reaction and
indicated weak free radical scavenging activity for the oils in the tested concentrations. The
SWL 1 and SWL 2 samples, presented 11.43% and 9.14% respectively of antioxidant activity
in the highest concentration (300 ug/mL) (Table 4). The low antioxidant activity demonstrated
by the samples through DPPH assay can be due to the difficulty of the essential oils tested to
sequester the free radical and neutralize it. According to Ruberto & Baratta (2000), that
evaluated the antioxidant activity of several isolated compounds, the oxygenated sesquiterpene
compounds exhibited potential antioxidant capacity. In this context, the presence of
caryophyllene oxide and globulol found in the SWL 1 sample may be related to the antioxidant
potential. The presence of the antioxidant potential in the SWL 2 sample can be attributed to
the presence of the compounds a-pinene and limonene (Wang et al. 2008; Marostica et al.
2009). The difficulties in award the antioxidant activity to some of the components present in
the essential oil has led many authors to seek some concepts of synergism and antognism to
clarify such effects (Tomaino et al. 2005). In addition to lipid peroxidation inhibition and
sequestration of free radicals, the essential oils and their isolated compounds were reported
presenting activities through the peroxide decomposition and reduction of hydroperoxide,
chelating metal ions, among others mechanisms (Miguel 2010; Amorati et al. 2013). In the
study of Velasquez et al. (2003) an antioxidant potential was observed for the extracts of S.
weinmannifolius through the sequestration of superoxide anion method. According to Riahi et
al. (2013), the antioxidant activity of an essential oil is related to its chemical composition, with
different functional groups, polarity and chemical behavior. Authors report in the literature that
antioxidant activity is directly related to the presence of phenolic compounds in essential oils.

These molecules have a high ability to react with hydroxyl radicals in the form of transfer of
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hydrogen atoms (Kazemi 2015; Luis et al. 2016). Therefore, the mechanisms by which
antioxidant activities were attributed through the inhibition of lipid peroxidation (TBARS) and
sequestration of free radicals presented the low antioxidant observed effects, can be related to
the absence of phenolic compounds in all samples tested. To better understand the antioxidant

potential of these samples, other assays could be performed.

Antichemotactic assay

The antichemotactic activity assay was employed to evaluate the anti-inflammatory potential
of the essential oils in the control of the inflammation through inhibition the polymorphonuclear
neutrophil migration. The essential oils from leaves of S. weinmannifolius and S. polygamus
were tested at concentrations from 0.001 to 10 pg/mL, whereas the fruits of S. polygamus were
assayed at 0.1 to 10 pug/mL. The results of antichemotactic activity are shown in Table 5 and
expressed as maximum percentage of migration inhibition compared to the untreated control
(negative control). Indomethacin was used as a positive control and showed 60.9% of inhibition
of leukocyte migration at concentration of 10 pg/mL.

Almost all samples of the leaves of S. weinmannifolius and S. polygamus showed a significant
leukocyte migration inhibition compared to negative control (p < 0.05). In the tested
concentrations with no significant differences for SWL 2, SWL 3, SWL 4 and SWF 1 samples
in the concentration of 0.001 pg/mL. For S. polygamus fruits only the concentration of 10
ug/mL showed a significant leukocyte migration inhibition compared to negative control (p <
0.05). Samples of S. weinmannifolius that presented significant activity, showed of 30.3% to
100% of inhibition, highlighting SWL 5 sample that exhibited 100% of antichemotactic effect
at 10 pg/mL. Other collections of the same species showed antichemotactic activity around
70%, indicating that the oil extracted from these samples presented important effect anti-

inflammatory by this mechamism. In the fruits of S. weinmannifolius, the antichemotactic
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activity obtain 63.2% of inhibition at the highest concentration tested. For S. polygamus the
results demonstrated an important effect, with significant inhibition (p<0.05) in the range of
32.7% to 72.4%. However, the samples showed no statistically significant difference in the
inhibition of leukocyte migration when compared to indomethacin (p<0,05), except to SWL 5
(10 pg/mL) and SWF 1 s (1 and 0.1 pg/mL). Essential oils obtained of various species are
reported in the literature with anti-inflammatory potential, as essential oil of chamomile, used
for many years as to treatment of inflammation, eczema, dermatitis and other pronounced
irritation. This activity may be related with the expression of pro-inflammatory genes,
interactions with signaling cascades involving cytokines and regulatory transcription factors
(Miguel, 2010). Many anti-infammatory mechanisms, including inhibition of leukocyte
migration were reported in the literature to the essential oils (Bento et al. 2011; Tumen et al.
2011; Kummer et al. 2013; Rodrigues et al. 2015; Danielli et al. 2016; Zhang et al. 2016). The
response to acute inflammation is based on the time and in some pathological features observed
in this process, as the migration of leukocytes to the site of injury, which is considered one of
the main initial stages this process characterized by local vasodilation and increased
permeability (Beg 2011; Estevao-Silva et al. 2014). So, the results observed suggest that the
essential oils of different Schinus species could act in the acute phase of inflammation,

especially SWL 5, SWF 6 and SPL 2 samples at higher concentrations.

Carrageenan-induced mice paw edema

The carrageenan-induced paw edema test in rats is a widely used test for new anti-inflammatory
agents. Its molecular mechanism is well characterized and is considered as standard model of
inflammation for screening anti-inflammatory activity of different compounds. The results of
this assay are presented in Table 6. The anti-inflammatory effect of the essential oil SWL 1,

orally administered was tested in the concentrations 50 and 100 mg/kg. According to the results
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found for these samples, a significant inhibition of paw edema was observed only at the dose
of 100 mg/kg. Through the analysis of data (Table 6), results show that at 2 hours of treatment,
there was significant inhibition of rat paw edema (84.7%), was observed when compared to the
positive control, indomethacin, that reached 71.2% at the same time of inhibition. In the
subsequent 3 and 4 hours, was observed a decrease of the edema inhibition due to carrageenan
absorption by the organism. The inflammatory response is characterized by local vasodilation,
increased permeability and migration of cells (neutrophils) to the injured site, especially in acute
inflammation. Through this assay, we evaluated the anti-inflammatory potential of samples by
the formation or inhibition of paw edema. Paw edema formed by the injection of carrageenan
generates an inflammatory response resulting from the rapid absorption of several inflammatory
mediators. According to Martin et al. (1993) the anti-inflammatory potential of a-pinene and p3-
caryophyllene has been proved by the inhibition of synthesis and release of mediators of
inflammatory response. B-caryophyllene is found in the essential oil of S. weinmannifolius
(SWL 1), but as a minor compound. It is known that minority compounds may also be
responsible for the activity present in a complex mixture as it occurs in essential oils. Therefore,
the results found experimentally suggest that, at least in part, B-caryophyllene is responsible for
the activity verified in this sample. The effect of the oil tested was significant in the initial phase
of acute inflammation, precisely in the second hour. In this stageoccurs the release of histamine,
bradykinin and serotonin. In the next few hours, there is a reduction in the inhibition of edema
due to carrageenan absorption by the body. This suggests that the mechanism of inhibition of
prostaglandin synthesis is not present in this sample because they are released in the last phase
of carrageenan-induced edema after 3 to 4 hours (Ogonowski et al. 1997; Du et al. 2014).
Therefore, the results of the present investigation support the traditional usage of Schinus as an
anti-inflammatory agent despite the need of more studies to better evaluate its pharmaceutical

potential and understand its mechanism of action.
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Conclusion

The present study reports, for the first time, pharmacological evidence of anti-inflammatory
activity for Schinus weinmannifolius and S. polygamus. The analysis of the essential oils of
these both Schinus species showed variation in chemical composition, collected in different
periods of the year (autumn and winter), pointing to the need for chemical monitoring. S.
weinmannifolius exhibited predominance of hydrocarbons and oxygenated sesquiterpenes.
Compounds aliphatics were predominant in samples of S. polygamus. According to the results
observed for the biological assays, the essential oils obtained from S. weinmannifolius leaves
showed low antioxidant effect, but a great anti-inflammatory activity through the capacity to

inhibition both leukocyte migration and the formation of carrageenan-induced mice paw edema.
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Table 1: Data of Schinus species of the different sites of collections.

Samples City Period
S. weinmannifolius (leaves)

SWL 1 - Colletion 1 Santo Antonio Patrulha  Autumn/2015
SWL 2 - Colletion 2 Santo Antonio Patrulha Autumn/2016
SWL 3 - Colletion 3 Santo Antonio Patrulha  Winter/2016
SWL 4 - Colletion 4 Santo Antonio Patrulha  Winter/2016
SWL 5 - Colletion 5 Sédo Jer6bnimo Winter/2016
S. weinmannifolius (fruits) — SWF 1 Santo Ant6nio Patrulha  Autumn/2015

S. polygamus (leaves)
SPL 1 - Colletion 1 Santo Antonio Patrulha Autumn/2015
SPL 2 - Colletion 2 Santo Antonio Patrulha Autumn/2016
SPL 3 - Colletion 3 Santo Antonio Patrulha  Winter/2016
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Table 2: Percent composition of the constituents of the essential oils obtained from the different species of Schinus
weinmannifolius and Schinus polygamus.
S. weinmannifolius S. polygamus

IR Composto SWL1 SWL2 SWL3 SWL4 SWL5 SWF1 SPL1 SPL2 SPL3

Monoterpene hydrocarbons

877 Thuja-2,4(10)-diene - - - - - - 0.43 - -
922 a-Tujene - 0.14 - - - - - - -
928 a-Pinene - 1.37 13.61 0.20 2.05 - - - -
942 Canphene - - 0.18 - - - - - -
969 Sabinene - 0.08 - - - - - - -
972 B-Pinene - 2.61 - 0.40 13.98 - - - -
991 Myrcene - 0.78 0.32 tr 5.48 - - - -
1004 a-Phellandrene - 0.53 0.29 - - - - - -
1026 Limonene - 4.04 1.04 2.23 0.75 9.81 - - -
1028 1,8-Cineol - - 0.31 - - - - -
1030 Cis-Limonene Oxide - - - - - 0.41 - - -
1046 E-p-ocimene - - 2.03 - - - - - -
1137 trans-Limonene Oxide - - - - - 0.17 - - -

Total 9.55 17.78 2.83 22.26 10.39 0.43

Aliphatic compound

899 n-nonane - - - - - - 33.55 15.07 68.42
1085 3-nonanona - - - - - - 6.74 1.05 3.13
1098 n-undecane - - - - - - 2.65 1.07 5.28
1205 n-decanal - - - - - - - tr -
1272 n-decanol - - - - - - - 0.11 -
1283 3-undecanona - - - - - - 0.44 0.13 -
1288 2-undecanona - - - - - - 3.54 0.42 2.72

Total 46.92 17.85  79.55

Sesquiterpene hydrocarbons

1327 3-Elemene - - - - - - - 0.76 2.73
1328 y-Elemene - - - - - - 0.45 - -
1364 a-Copaene 1.63 0.23 0.92 0.34 - 0.25 - 0.10 -
1380 B-Elemene 2.26 2.03 - 2.05 3.60 0.73 0.64 0.96 -
1395 a-Gurjunene 1.19 0.92 - 0.98 - - 0.68 -
1403 Iso-Caryophyllene - - - - - 0.21 - - -
1404 B-Caryophyllene 2.23 6.48 29.36 2.63 9.71 - - 1.82 -
1420 a-Cis-Bergamotene - 1.25 - - - - 0.83 - -
1422 a-Trans-Bergamotene 0.51 - - - - 0.66 - 0.53 2.69
1423 B-gurjunene - - 3.70 - - - - - -
1424 Aromadendrene - - - 0.37 - - - - -
1428 6,9-Guaiadiene - - - - - - 0.32 0.21 -
1436 a-humulene 0.89 111 1.91 0.91 tr 0.20 - 0.72 -
1443 alloaromadendrene 1.03 0.55 0.76 0.39 - 0.40 - 0.38 -
1457 y-gurjunene - 0.39 - - - - 1.27 0.39 -
1459 y-muurolene 1.24 - 2.02 - - 0.70 - - -
1460 y-copaene - - - - - - 0.72 - -
1463 Germacrene D 0.42 12.78 - 16.83 14.47 - - 6.12 9.48
1468 B-selinene tr 0.54 1.15 0.37 - - - 0.35 -
1471 valencene - - - - - - - 0.22 -
1473 Trans-muurola-4(14),5diene - - - 0.20 - - - - -
1477 Epi-cubenol - - - - - 0.36 - - -
1479 a-selinene 0.71 - 1.77 - - - - - -
1481 Bicyclogermacrene - 18.31 - 12.35 29.97 - - 4.72 1.25
1482 a-muurolene 5.48 2.43 0.55 291 - 2.02 - 2.46 -
1486 Z-a-Bisabolene 0.60 - - - - - - - -
1487 Germacrene A - 3.02 - 13.80 2.58 - - 0.80 -
1494 y-Cadinene 4.82 1.83 2.21 2.06 - 1.27 1.04 1.53 -
1501 Cis-Calamenene - - - - - 0.42 - - -
1503 8-Amorphene 3.94 - - - - - 0.08 -
1513 Trans-cadina-1,4-diene - - - tr - - - 0.25 -
1514 Cadina-1,4-diene - 0.28 - - - - - - -
1519 a-cadinene - 0.46 - 0.34 - 0.12 - 0.43 -
1520 B-cadinene tr - - - - - - - -
1521 d-cadinene tr 11.04 2.27 15.51 2.49 - - 11.04 1.44
1526 a-calacorene - - - - - - - 0.01 -

Total 27.59 64.42 47.28 72.22 62.82 7.34 5.27 35.36 17.59

Oxygenated sesquiterpenes

1534 Elemol - - - - - 4.76 - - -
1550 Palustrol - - - - - 1.32 1.28 13 -
1551 Ledol 2.22 0.73 - 0.38 - - - 0.78 -
1560 Germacrene-D-4-ol - - - 0.62 - - - - -
1563 Spathulenol 10.98 0.97 7.91 1.55 4.64 9.88 2.52 0.64 -
1566 Caryophyllene Oxide 5.41 - 14.22 - tr 3.52 1.40 - -
1570 Globulol 3.04 1.43 419 1.10 0.97 2.52 3.39 171 -
1578 Epi-Globulol 4.05 1.63 0.29 0.92 0.90 3.13 4.23 - -
1580 guaiol - 0.39 - - - - - - -
1595 Humulene 11 Epoxide 1.10 - tr - 1.10 - - -
1601 1,10-Di-Epi-cubenol - - - - - 0.18 2.06 0.30 -
1610 Eudesmol* 0.12 - - - 0.19 -

1615 1-Epi-Cubenol 1.09 0.51 tr 0.58 - 1.07 - 1.10 -
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1619 Iso-Spathulenol 1.17 - - - - - 0.38 2.20
1620 y-eudesmol - - - - - 4.65 - - -
1625 Cariofilenodienol Il - - 111 - - - - -
1629 Tau-Cadinol 6.67 4.45 1.76 4.67 tr - - -
1630 Epi-a-Cadinol - - - - - 3.88 3.58 - -
1631 Cubenol 9.76 3.96 - 5.45 3.40 - 7.56 -
1632 Epi-a-Muurolol - - - - - 7.22 6.60 - -
1634 a-Muurolol 3.10 1.28 - 1.57 - 241 2.37 2.76 -
1638 B-Eudesmol - - - - - 3.50 - - -
1644 a-Cadinol 21.25 8.82 1.55 14.73 5.02 20.46 1538  20.01 -
1646 1,4-hidroxi-9-epi-E-Caryophyllene - - 2.08 - - - - -
1648 Cis-Calamenen-10-ol - - - - - 0.28 - - -
1657 Trans-Calamenen-10-ol - - - - - 0.66 - - -
1816 Acetato de krusinol - - - - - 0.53 - - -
1824 a-chenopodiol - - - - - 0.71 - - -
1908 Carissone - - - - - 2.53 - - -

Total 72.40 26.03 34.68 34.95 14.93 82.29 47.38  39.26 2.86

Total compounds identified (%) 96.79 97.49 97.51 96.44 100 92.04 95.43 89.14 99.34

Total compounds not-identified (%) 3.20 2.51 2.23 3.56 - 7.98 4.57 3.33 0.66

IR: Retention indices on DB-5 capillary column; SWL 1. S. weinmannifolius - Leaves collected in the autumn of 2015; SWL 2. S.
Weinmannifolius - Leaves collected in the autumn of 2016; SWL 3. S. weinmannifolius - Leaves collected in the winter of 2016; SWL 4. S.
weinmannifolius - Leaves collected in the winter of 2016; SWL 5. S. weinmannifolius - Leaves collected in the winter of 2016; SWF 1. S.
weinmannifolius - Fruits collected in the autumn of 2015; SPL 1. S. polygamus - Leaves collected in the autumn of 2015; SPL 2. S. polygamus
- Leaves collected in the autumn of 2016; SPL 3. S. polygamus - Leaves collected in the winter of 2016. NI: not identified. Tr: trace.
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Table 3: Inhibition of lipid peroxidation of essential oil samples from species of Schinus measured TBARS method.

Samples Concentrations (ug/mL)

100 300 500
SWL 2 10.37% - -
SWL 3 10.64% - -

BHT (positive control) 39.74% 42.42% 47.15%
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Table 4: DPPH radical scavenging activity of essential oil samples from species of Schinus.

Samples Concentrations (ug/mL)
50 150 300
SWL 1 - - 11.43%
SWL 2 - - 9.14%
BHT (control +) 28.88% 52.56% 79.98%
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Table 5:
Effect of the essential oil from S. weinmannifolius and S. polygamus on the in vitro polymorphonuclear
neutrophil chemotaxis.

Sample Concentration (ng/mL) Migration Migration
(um) inhibition (%)
SWL 1 10 21.744.1* 73.8*
1 28.045.1* 59.5*
0.1 30.77.4* 56.4*
0.001 55.6+4.9* 38.3*
SWL 2 10 17.34¢5.5* 62.6*
1 19.246.4* 58.4*
0.1 30.0+7.6* 35.1*
0.001 51.7£10.5 26.5
SWL 3 10 12.243.3* 73.6*
1 22.245.0* 51.9*
0.1 30.0+3.4* 35.1*
0.001 52.6+4.9 27.0
SWL 4 10 16.5+4.2* 64.3*
1 24.0+3.5* 48.1*
0.1 29.5+5.6* 36.1*
0.001 49.6x1.7 31.1
SWL 5 10 0.0+0.0* 100.0*
1 16.8+3.8* 63.6*
0.1 52.3+10.7* 35.9*
0.001 62.8+10.6* 30.3*
SWF 1 10 22.9+5.4* 72.4*
1 32.0+2.0* 53.7*
0.1 46.5+10.0* 32.7*
0.001 61.2+13.2 12.9
SPL1 10 18.645.1* 59.7*
1 41.3+18.0* 54.1*
0.1 24.045.7* 48.1*
0.001 42.3+10.0* 39.8*
SPL 2 10 13.2+4.6* 71.4*
1 27.244.4* 69.8*
0.1 26.248.0* 43.3*
0.001 42.4%7 4% 39.7*
SPL 3 10 30.5+1.9* 63.2*
1 53.6%5.2 22.4
0.1 68.5£9.3 0.9
Negative control - 71.75%5.72 0
Indomethacin 10 31.6+6.4 60.9

Chemotaxisis represented as mean + SEM of leukocyte migration. * P < 0.05 indicates a significant difference compared to reference
chemoattractant (LPS) (ANOVA-Tukey’s test). SWL 1. S. weinmannifolius - Leaves collected in the autumn of 2015; SWL 2. S.
Weinmannifolius - Leaves collected in the autumn of 2016; SWL 3. S. weinmannifolius - Leaves collected in the winter of 2016; SWL 4. S.
weinmannifolius - Leaves collected in the winter of 2016; SWL 5. S. weinmannifolius - Leaves collected in the winter of 2016; SWF 1. S.
weinmannifolius - Fruits collected in the autumn of 2015; SPL 1. S. polygamus - Leaves collected in the autumn of 2015; SPL 2. S. polygamus
- Leaves collected in the autumn of 2016; SPL 3. S. polygamus - Leaves collected in the winter of 2016.
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Table 6. Effect of the essential oil from leaves of Schinus weinmannifolius on carrageenan-induced paw edema.

Groups Paw volume at different time interval
(% Inhibition of edema)

1lhr 2hr 3hr 4 hr

Controle 2.04+1.00 2.74%0.55 0.67+0.24 0.79+0.27

Indometacina 10mg/kg  0.73+0.73 (64.2%) 0.79£0.74 (71.2%)* 1.12+0.75 (-67.2%)  0.8320.63 (-5.1%)

SWL 1 50mg/kg 0.61+0.33 (70.1%)  1.32+0.75 (51.8%)  0.59+0.55 (11.9%) 0.51+0.43 (35.4%)

SWL 1100mg/kg  0.68+0.19 (66.7%) 0.42+0.24 (84.7%)* 0.97+0.74 (-44.8%) 1.48+0.85 (-87.3%)

Values are expressed as mean+S.E.M. * p<0.05 when compared to the control group;
SWL 1. Leaves of S. weinmannifolius collected in the autumn of 2015 (1st collection).
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DISCUSSAO GERAL

Muitos sdo os estudos direcionados aos 0leos volateis visando a importancia da
identificacdo de substancias com possiveis atividades biologicas e farmacoldgicas,
principalmente, por serem considerados como potencial fonte de produtos nas
diferentes areas alimenticia, farmacéutica e cosmeéticos. A familia Anacardiaceae é
uma familia botanica que apresenta estudos com grande importancia no reino vegetal
e espécies de ampla ocorréncia no Rio Grande do Sul.

Neste contexto, foram analisadas duas espécies da familia Anacardiaceae:
folhas de Schinus weinmannifolius com cinco acessos, frutos da mesma espécie com
um acesso e folhas de S. polygamus com trés acessos.

As amostras foram coletadas nas cidades de Santo Antbnio da Patrulha e S&o
Jerdbnimo em periodos diferentes. Os O6leos volateis foram extraidos por
hidrodestilacdo, apresentando teores que variaram de 0,07% a 0,7%, e composi¢cao
guimica também distinta entre as coletas e as espécies.

A formacdo de compostos volateis ocorre a partir da derivacdo quimica e o0s
mesmos sao classificados por dois tipos de rota: a terpénica, composta por terpenos
e a aromatica, composto de fenilpropanoides. A série terpénica € constituida
basicamente por monoterpenos e sesquiterpenos. Nesse estudo, grande parte dos
Oleos obtidos foi caracterizada pela presenca de sesquiterpenos. No entanto,
compostos alifaticos foram predominantes na espécie de S. polygamus (Figura 10).

Os 6leos obtidos de S. polygamus (Amostra 7: 46,92%; Amostra 8: 17,85% e
Amostra 9: 79.55%) sdo constituidos de uma série de compostos alifaticos. O
composto n-nonano foi o principal constituinte dos 6leos nas amostras SPO/F15 e
SPO/W16. A presenca deste composto também foi verificada no 6leo volatil desta
mesma espécie nos estudos de DAMASCENO e colaboradores (2008 e 2010). A
presenca desse componente também foi observada em outros géneros, como por
exemplo, nas espécies de Hypericum (DORDEVIC et al., 2013) e Actinidia chinensis
(TATSUKA et al., 1990).
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Figura 10: Porcentagem de terpenoides e compostos alifaticos encontrados nas espécies de Schinus avaliadas
nesse estudo.

Os compostos majoritarios encontrados nas folhas de S. weinmannifolius
foram: a-pineno, [(-pineno, B-cariofileno, germacreno D, biciclogermacreno,
germacreno A, &-cadineno, espatulenol, 6xido de cariofileno, cubenol e a-cadinol,
conforme ilustrado na Figura 11. Para os frutos da mesma espécie os principais
compostos identificados foram limoneno, espatulenol e a-cadinol representados na
Figura 12. J& os principais componentes presentes nas folhas de S. polygamus foram

n-nonano, germacreno D, d-cadineno e a-cadinol (Figura 13).

a-pineno B-pineno B-cariofileno Germacreno D Biciclogermacreno Germacreno A

A R
H i
H =
"/ AL
G-cadineno Espatulenol Cwido de cariofileno Cubenol a-cadinol

Figura 11: Componentes majoritarios identificados no 6leo volatil das folhas de S. weinmannifolius.
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Figura 12: Componentes majoritarios identificados no 6leo volatil dos frutos de S. weinmannifolius.
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Figura 13: Componentes majoritarios identificados no 6leo volétil de S. polygamus.

Dentre o grupo de sesquiterpenos, a maioria das amostras é formada por
sesquiterpenos ciclicos, com a ocorréncia de diferentes tipos de esqueletos
concomitantemente nas espécies analisadas.

Com relagdo aos terpenos encontrados nos 6leos obtidos das diferentes coletas
das folhas e frutos de S. weinmannifolius, também houve predominancia de
sesquiterpenos. Nao foi observada a presenca de monoterpenos na primeira coleta
de folhas desta espécie (Amostra 1), no entanto, esses compostos apresentaram-se
como minoritarios nos 6leos das outras coletas de folhas, bem como de frutos,
representados por a-pineno, 3-pineno e limoneno.

Também nao foram observados compostos monoterpénicos para os diferentes
Oleos de S. polygamus, excetuando-se a amostra da primeira coleta (Amostra 7), para
a qual foi verificada a presenca do composto thuja-2,4(10)-dieno (0,43%).

De uma forma geral, pode-se observar a predominéancia de compostos
provenientes da rota biossintética do germacrano. Nas Amostras 6, 7 € 9 a presencga
desta rota foi minima. Dentre 0s compostos que predominam neste grupo encontram-
se biciclogermacreno, germacreno A, espatulenol e globulol. A rota dos cadinanos
esta presente na maior parte das amostras, sendo representada principalmente pelos

compostos germacreno D, 0&-cadineno e a-cadinol. Ja a rota biossintética
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representativa do grupo cariofilano predominou para as coletas das diferentes
espécies, exceto para Amostra 9, onde essa rota nao se faz presente.

Estudos realizados com o dleo volatil de S. weinmannifolius identificaram a
presenca tanto de monoterpenos quanto sesquiterpenos. Foi identificado no Oleo
coletado na primavera a presenca do monoterpenos limoneno (15,4%) e B-pineno
(12,8%), bem como do sesquiterpeno espatulenol (13,8%). O 6leo coletado no inverno
também apresentou o monoterpeno B-pineno (10,1%), no entanto a classe
sesquiterpénica foi observada pela presenca de biciclogermacreno (21,2%) e
germacreno D (9,9%) como compostos majoritdrios (HERNANDES et al., 2014).
Outros estudos realizados com espécies de Schinus demonstram a presenca de
terpenoides. O 6leo obtido dos frutos de S. terebinthifolius apresentou como
constituintes monoterpénicos principais o a-pineno (36,9%) e limoneno (11,9%).
Esses componentes foram identificados nos frutos desta espécie (HUSSEIN; SALEM;
SOLIMAN, 2017). No estudo realizado por Pawlowski e seus colaboradores (2012) o
oleo volatil das folhas de S. molle, coletado na cidade de Porto Alegre, RS, apresentou
a-pineno (35,28%), B-pineno (15,42%) e limoneno (32,21%) como constituintes
monoterpénicos principais. Os compostos germacreno D e biciclogermacreno também
foram observados, porém em baixas quantidades. Os 6leos volateis obtidos das folhas
de S. areira coletada em Mendiolaza, Cérdoba, Argentina apresentaram como
compostos majoritarios os monoterpenos a-pineno (13,80%) e limoneno (12,81%) e
os sesquiterpenos B-cariofileno (11,88%), germacreno D (8,95%) e biciclogermacreno
(5,16%) (BIGLIANI et al., 2012). Estes estudos corroboram os resultados observados
nesse trabalho, demonstrando que esses compostos sdo comuns ao género Schinus.

Na avaliacdo da atividade antioxidante realizada através de ensaios que
determinam a peroxidacao lipidica e sequestro de radicais livres, as amostras nas
concentracOes testadas, apresentaram baixa atividade, nas concentracdes testadas.
Para o teste de substancias reativas ao acido tiobarbitirico, as concentracdes
testadas variaram de 100 a 500 yg/mL. Apenas as amostras 2 e 3 apresentaram
atividade de inibigdo da peroxidacao lipidica (10,4% and 10,6%, respectivamente, na
concentracado de 100 pg/mL). A presenca dos composto a-pineno e limoneno podem
justificar o potencial antioxidante presente nessas amostras, segundo resultados
obtidos por outros investigadores (WANG et al., 2008; MAROSTICA et al., 2009).

Para a avaliacéo da atividade antioxidante realizada através do ensaio de DPPH,

gue determina a capacidade de uma substancia em sequestrar radicais livres, também


http://www-sciencedirect-com.ez45.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0254629912000348
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foi observada baixa atividade para os 6leos testados. As concentragdes utilizadas para
0 ensaio variaram de 50 a 300 pg/mL em tempos de 0 a 30 min. Apenas os Oleos das
amostras 1 e 2 apresentaram atividade, com, respectivamente, 11,4% e 9,1% de
sesquestro de radicais no tempo de 30 min. E sabido que a composi¢do quimica,
condi¢cdes ambientais, estagio de desenvolvimento da planta, solo, vegetacdo entre
outros, estdo diretamente relacionados com a atividade antioxidante dos O6leos
essenciais (RIAHI et al., 2013).

Estudos adicionais envolvendo outros mecanismos para determinar a atividade
antioxidante sdo de grande importancia para o desenvolvimento e a descoberta de
novas substancias com esse potencial.

Para a atividade anti-inflamatoria avaliada através do método da camara de
Boyden, que determina o potencial antiquimiotéaxico in vitro de uma substancia, todas
as amostras apresentaram inibi¢éo significativa da migracao leucocitaria. Dentre elas,
as amostras 1 e 5 apresentaram 73,8% e 100% de atividade antiquimiotéxica,
respectivamente, na concentracdo de 10 pg/mL. Os resultados de efeito
antiedematogénico observados através do método de edema de pata induzido pela
carragenina, demonstraram inibicao significativa na formacdo do edema na segunda
hora, atingindo 84,7% para a Amostra 1 a 100 mg/kg. Apés esse periodo, observou-
se a reducéo da inibicdo do edema devido a absorcéao da carragenina pelo organismo.
Estes resultados sugerem um potencial efeito anti-inflamatério dos éleos em estudo.

Inimeras sdo as atividades biolégicas relatadas para Oleos volateis,
destacando-se antioxidante e anti-inflamatéria. O uso de produtos sintéticos que
apresentam essas atividades, constitui uma grande preocupacdo devido ao
desenvolvimento de doencgas crénicas no uso prolongado. Nesse sentido, substancias
a base de produtos naturais estdo sendo investigadas para assim, diminuir riscos e

obter uma maior seguranca e eficacia do produto.
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CONCLUSOES

As duas espécies estudadas apresentaram 0leo volatil com teor variando de
0,07 a 0,7%;

Nos o6leos analisados das folhas de S. weinmannifolius foi observada a
presenca de mono e sesquiterpenos, com predominancia de sesquiterpenos,
tendo como principais compostos [(-cariofileno, germacreno D,
biciclogermacreno, germacreno A, ©&-cadineno, espatulenol, Oxido de
cariofileno, cubenol e a-cadinol;

A amostra da primeira coleta da mesma espécie (Amostra 1) ndo apresentou
compostos monoterpénicos, diferenciando-se das outras coletas;

Nos frutos de S. weinmannifolius o 6leo foi caracterizado pela predominancia
do monoterpeno limoneno e dos sesquiterpenos espatulenol e a-cadinol;

Na espécie de S. polygamus as Amostras 7 e 9 apresentaram 0 composto
alifatico n-nonano como composto majoritario e na Amostra 8 o composto
majoritario foi o sesquiterpeno a-cadinol;

No ensaio da peroxidacéo lipidica, realizado através do método de TBARS,
apenas as Amostras 2 e 3 apresentaram baixa atividade antioxidante;

Na atividade antioxidante avaliada pelo método de sequestro de radicais livres
frente as amostras testadas, apenas a Amostra 1 e 2 apresentaram baixo efeito
antioxidante;

Para o ensaio de avaliacdo de efeito antiquimiotaxico, determinado através do
método da cAmara de Boyden, verificou-se reducdo da migragédo de neutrdfilos
para todas as amostras testadas de S. weinmannifolius e S. polygamus.

O dleo de S. weinmannifolius (Amostra 1) apresentou inibicéo significativa na
formacdo do edema de pata de rato na segunda hora, chegando a 84,7% na

concentracédo de 100 mg/kg.
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