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RESUMO

O presente trabalho teve objetivo geral de avaliar a composicdo quimica e as propriedades
bidlogicas do oOleo volatil da planta Psidium myrtoides O. Berg. Os 0leos volateis foram
extraidos das folhas frescas e das folhas secas no periodo seco e chuvoso. A extracdo foi
realizada por hidrodestilagdo com auxilio do aparelho de Clevenger. A identificagdo variacéo
da composicdo quimica dos 6leos volateis obtidos do periodo de chuva e do periodo de seca
foi determinada por CG/EM. Obteve-se 25 compostos foram identificados ao total no periodo
de seca, e 22 compostos identificados ao total no periodo de chuva (para ambos 6leos volateis
das folhas frescas e das folhas secas). Tanto no periodo de seca quanto no periodo de chuva
(para ambos 6leos volateis das folhas frescas e das folhas secas), 0s compostos majoritarios
foram: o-copaeno, trans-cariofileno, a-humuleno, 6xido de cariofileno, époxido de humuleno
Il e a-bisabolol. No 6leo volatil obtido no periodo de seca da folha seca houve maior presenca
de sesquiterpenos oxigenados (41,32%), enquanto, no Oleo volatil obtido da folha fresca, no
mesmo periodo, a presenca de sesquiterpenos oxigenados (36,00%) foi menor. No éleo volatil
obtido no periodo de chuva da folha fresca houve maior presenca de sesquiterpenos
oxigenados (52,34%). Ja no oOleo volatil obtido no mesmo periodo, a partir da folha seca,
houve menor presenca de sesquiterpenos oxigenados (37,21%). A avaliacdo da capacidade de
sesquestro do radical peroxil (método ORAC), demostrou que todos os Oleos volateis
apresentaram atividade antioxidante, destacando-se o dleo volatil da folha fresca do periodo
de chuva com a maior atividade antioxidante (2491,1umol eq/q), sendo a atividade associada
pela presenca maior de sesquiterpenos oxigenados. A atividade antimicrobiana contra
patdgenos orais anaerdbicos e aerdbicos foi avaliada pelo método de microdilui¢cdo em caldo.
Em geral, todos os Oleos apresentaram baixa atividade contra 0s microorganismos
anaerdbicos e aerdbicos avaliados, destacando-se Streptococcus sanguinis com o CIM de 200
ug.mL, apresentando atividade moderada. A atividade antifingica de todos os leos volateis
apresentaram atividade forte frente as leveduras Candida glabrata, destacando-se o CIM de
46,87 pg.mL™ para o dleo volétil da folha seca, no periodo seco. Pelo céalculo de indice de
Seletividade (IS) constatou-se maior seletividade do Trypanosoma cruzi (Clso 54,10 pg.mL™;
IS 0,12) do que toxicidade para as células Vero (CCso 71,77 pug.mL?) para o 6leo volatil
testado a partir da folha seca, no periodo seco. Pelo célculo de indice de seletividade
constatou-se também maior seletividade pela Leishmania amazonensis (Clso 31,8 pg.mL™;
55,7 ug.mL*; 1S 0,23; 0,08) do que toxicidade para as células Vero CCso (53,79 pg.mL?;
66,57 pg.mL™Y), respectivamente, para o 6leo volatil obtido da folha fresca e dleo volatil
obtido da folha seca, no periodo chuvoso.Os resultados de docking molecular simulados
revelaram que os componentes do 6leo volatil da Psidium myrtoides formam complexos com
as enzimas o-amilase e lipase pancreética e podem ser novos candidatos a farmacos no
combate a diabetes tipo 1l e a obesidade.

Palavra-chave: Psidium myrtoides O. Berg; oleo volatil; atividade biologica.



ABSTRACT

The present work had a general objective of evaluating the chemical composition and the
biologic properties of the volatile oil of the Psidium myrtoides O. Berg plant. Volatile oils
were extracted from fresh leaves and dry leaves in the dry and rainy season. The extraction
was performed by hydrodistillation using the Clevenger apparatus. The identification
variation of the chemical composition of the volatile oils obtained from the rainy season and
the dry period was determined by GC /MS. Twenty-five compounds were identified in the dry
period, and 22 compounds were identified in the rainy season (for both volatile oils from fresh
leaves and dry leaves). In both the dry and rainy periods (for both volatile oils of fresh leaves
and dry leaves), the major compounds were: a-copaene, trans-caryophyllene, a-humulene,
caryophyllene oxide, humulene epoxide Il and o-bisabolol. The presence of oxygenated
sesquiterpenes (41.32%) was higher in the volatile oil obtained from the dry leaf, while in the
volatile oil obtained from the fresh leaf, the presence of oxygenated sesquiterpenes was lower
(36, 00%). In the volatile oil obtained from the fresh leaf, in the rainy period, there was a
greater presence of oxygenated sesquiterpenes (52.34%). In the volatile oil obtained in the
same period (rainy period), from the dry leaf, there was less presence of oxygenated
sesquiterpenes (37.21%). The evaluation of the free-radical scavenging capacity using the
peroxyl radical (ORAC method), showed that all volatile oils presented antioxidant activity,
especially the volatile oil of the fresh leaf of the rainy season with the highest antioxidant
activity (2491.1umoleg/g), being the activity associated with the greater presence of
oxygenated sesquiterpenes. The antimicrobial activity against anaerobic and aerobic oral
pathogens was evaluated by broth microdilution method. In general, all the oils presented low
activity against the aerobic and anaerobic microorganisms evaluated, being Streptococcus
sanguinis with MIC value of 200 pg.mL™, representing moderate activity. The antifungal
activity of all volatile oils presented strong activity against Candida glabrata yeasts, with a
MIC value of 46.87 pg.mL for the volatile oil tested on the dry leaf in the dry period. By the
selectivity index calculation greater selectivity by Trypanosoma cruzi ICso (54.05 pg.mL™?)
than toxicity for the Vero CCso cells (71.77 pg.mL™1) was verified for the volatile oil tested
of the dry leaf from the dry period. By the Selectivity Index (IS), greater selectivity of
Trypanosoma cruzi (ICso 54.10 pg.mL?; IS 0.12) was verified than toxicity to Vero cells
(CCso 71.77 pug.mL" 1) for the volatile oil tested from the dry leaf, in the dry period. The
selectivity index was also found to be more selective for Leishmania amazonensis (ICso 31.8
ng.mL? 557 pgmL?; IS 0.23; 0.08, respectively) than for cell toxicity Vero (CCso 53.79
ug.mL?; 66.57 pg.mL-1), respectively, for the volatile oil obtained from the fresh leaf and
volatile oil obtained from the dry leaf, in the rainy season. Simulated molecular docking
results have revealed that the volatile oil components of Psidium myrtoides form complexes
with the a-amylase and pancreatic lipase enzymes, and may be new drug candidates in the
fight against type Il diabetes and obesity.

Key-words: Psidium myrtoides O. Berg; essential oil; biological activities.
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1. INTRODUCAO

1.1 Um breve historico da utilizacdo dos produtos naturais pelo homem e a
descoberta de farmacos

O uso das plantas nativas das Américas, quer como alimento ou remédio, é muito
antigo. Registros arqueoldgicos relatam que os amerindios (indigenas sul-americanos), ja
usavam algumas espécies ha mais de 10 mil anos. Exemplos dessas plantas sdo o abacate
(Persea batatas Mill.), a batata-doce (Ipomoea batata L. Lam.), a erva-mate mate (llex
paraguariensis A. St. —Hill). No século XVI, no inicio da colononizacao, os espanhois e 0s
portugueses comecaram a introduzir as plantas nativas brasileiras na Europa. Muitas
substancias bioativas foram descobertas a partir da utilizacdo de muitas espécies de plantas
medicamentosas pelos amerindios, como a pilocarpina — obtida das folhas de espécies de
Pilocarpus usada no tratamento de glaucoma; a quinina, obtida das cascas de espécies de
Cinchona e usada como antimalaricos (DE OLIVEIRA; SEZEZERBOWSKI, 2006;
SIMOES; SCHENKEL: MELLO; MENTZ, 2017).

Figura 1-Compostos bioativos encontrados em plantas medicinais

Pilocarpina

HaC CHs

Quinina

Fonte: A autora (2019).

Ainda no seculo XVI, também ocorreu a exploragéo e a popularizacao do Pau-Brasil

(Caesalpinia echinata Lam.) na Europa. Dessa planta era obtido um pigmento (Figura 2)
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que possuia um elevado valor comercial, na época, para o tingimento de tecidos, chamado
brasilina que é o precursor do verdadeiro pigmento, de cor vermelha, o brasileina, obtida
apos a oxidacdo da brasilina (REZENDE, 2004).

Figura 2-Fotografias da &rvore Pau-brasil (Caesalpinia echinata Lam.) e estruturas quimicas
das substancias extraidas do Pau-Brasil

Caesalpinia echinata Lam.

-

-

—= =
-

P

=

Brasilina

Brasileina

Fonte: Adaptado de REZENDE (2004).
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Outro exemplo de grande descoberta para a humanidade foi a utilizagdo da papoula
(Papaver somniferum). O alemdo Friedrich Wilhelm Serturner (1783 - 1841) descobriu e
isolou o principium somniferum, uma substancia cristalina do Opio, um anestésico potente,
que ele chamou de morfio, e mais tarde ficou conhecido como morfina (P. KLOCKGETHER-
RADKE, 2002).

Figura 3- Estrutura da morfina que é extraida da Papaver somniferum

Morfina

Papaver somniferum

Fonte: Adaptado de TABER; NEUBERT; RHEINGOLD (2002).

Ja no século XXI, Newman e Cragg destacaram o papel dos produtos naturais na
obtencdo dos medicamentos, mostrando que grande parte de farmacos, tem origem a partir
dos produtos naturais ou derivados de produtos naturais. A figura 4 representa distribuicédo
percentual de farmacos aprovados, classificados de acordo com a sua origem, entre 0s anos
1981 e 2014. A partir do gréfico é possivel concluir que, apesar dos farmacos desenvolvidos
com base em produtos naturais ndo representarem 0 grupo com maior percentagem de
aprovacdes, ainda detém uma parte significativa (51%) relativa aos fa&rmacos N; NB; ND;
SNM; S* e S*/NM (NEWMAN; CRAGG, 2016). Além disso, eles afirmam que na natureza
h& muito o que ser explorado ainda, especialmente, no ambiente marinho e no microbiano.
(NEWMAN; CRAGG, 2016).
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Figura 4- Novos medicamentos aprovados entre 1981-2014

¥;201,6% B, 250, 16%

S*/NM, 162, 10%

$%,61,4%

NB,9, 1%

S/NM,172,11% - ND, 320, 21%

S,420,27%

mB N mNB mND =S S/NM mS* mS*/NM mV
Legenda: Macromoléculas bioldgicas; N — Produto natural; NB - Fitoterdpico, ND - Derivado
semissintético de produto natural; S — Sintético; S* - Sintético com grupo farmacoférico de produto natural,
NM —Produto natural mimetizado; V — Vacina. Sendo apresentado no grafico o tipo de origem dos
farmacos, a quantidade de farmacos e a porcentagem que esta classe representa; B- Macromolécula
bioldgica.

Fonte: NEWMAN; CRAGG (2016).

O gréfico da figura 4 mostra a tendéncia para aprovacdo de farmacos com origem
bioldgica (B) com o aumento na aprovacdo de 250,16%. Também se pode verificar um
aumento na aprovacdo de farmacos de origem sintética (S e S/INM) com farmacoforo de
produtos naturais (Compostos classificados com as letras S* e S*/NM) com aprovacdo de
10%. A principal razdo para se verificar esta tendéncia é provavelmente o grande avanco na
area da biotecnologia (NEWMAN; CRAGG, 2016).

Parte das propriedades farmacologicas atribuidas aos produtos naturais é parcialmente
creditada aos Oleos essenciais. O termo "6leo essencial” foi utilizado no seéculo XVI por
Paracelsus von Hohenheim, médico e alquimista suico, que nomeou o componente efetivo de
uma droga chamada a "Quinta essencial”. Durante o século XX, os 6leos essenciais foram
destinados quase inteiramente para confeccdo de perfumes, cosméticos e flavorizantes, mas
usados também farmacologicamente com fins medicinais, 0 que vem estimulando a procura
por substancias biologicamente ativas (Edris, 2007).

A importancia dos produtos naturais é indiscutivel para nossa sociedade atual. Este
reconhecimento foi demonstrado em 2015, durante a entrega do Prémio Nobel de Medicina.

A premiacdo agraciou trés pesquisadores (Youyou Tu, Satoshi Omura e William Campbell),

pelas suas contribui¢cbes por criarem novas terapias para combater doencgas causadas por
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vermes nematodeos, e também por desenvolverem uma nova alternativa de tratamento para
malaria. A pesquisa da farmacologista Youyou Tu envolveu a descoberta de um importante
composto chamado artemisinina isolado de uma erva tradicional da medicina chinesa
(Artemisia annua), que possui propriedades para combater a malaria. A pesquisa dos
cientistas William Campbell e Satoshi Omura envolve a descoberta da avermectina. A
avermectina € um composto isolado a partir de culturas de bactérias do género Streptomyces
avermitilis, que possui atividade bioldgica contra os vermes nematddeos (Nobel Prize, 2015).
Tanto a avermectina como a artemisinina sdo moléculas descobertas com origem em produtos
naturais. Sendo assim, o interesse continuo nas pesquisas em moléculas com base em
produtos naturais, vém da diversidade estrutural e funcional que essas moléculas apresentam
(SIMOES et al., 2017).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Oleos volateis, classes de terpenos e metabolismo dos vegetais

As plantas e 0s organismos vivos produzem uma quantidade imensuravel de compostos
com estruturas quimicas de elevada complexidade, porém existem compostos que ndo
cumprem papeis especificos no crescimento, na divisdo celular e na manutencéo da vida da
planta, e sdo denominados metabolitos secundarios. Os metabdlitos secundarios sdo assim
chamados pelo fato de serem produzidos a partir do metabolismo primario, isto €, sdo
considerados derivados do metabolismo primario. Por exemplo, estruturas basicas de
amino&cidos podem ser encontradas nas estruturas de alcaldides, e o acido acético, que, via
acido meval6nico e mal6nico, tem sua estrutura incorporada na biossintese de terpendides. Ja
os metabdlitos primarios sdo: aminoacidos, acucares, nucleotideos, vitaminas, entre outros. E
estes compostos sdo responsaveis pela manutencdo celular (como respiracdo, regulacéo,
reproducéo) da planta (SIMOES et al., 2017).

Os 0leos essenciais também chamados de 6leos volateis sdo uma mistura de varios
compostos lipofilicos (compostos derivados do metabolismo primario), que apresentam odor,
e sdo liquidos a temperatura ambiente, obtidos de matérias-primas vegetais. Segundo a
International Standard Organization (ISO), os 6leos volateis sdo produtos obtidos de partes
das plantas por meio de hidrodestilacdo, que ndo sdao fixos, pois tém a caracteristica da
volatilidade. Muitas substancias comp&em os 6leos volateis como hidrocarbonetos terpénicos,
alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fenois, ésteres, oxidos, perdxidos, furanos,
cumarinas (SIMOES et al., 2017).

Um dos componentes importantes dos 6leos volateis sdo terpenos. Os terpenos sdo
significativos nos trés principais papéis seguintes: (i) componentes das membranas celulares
(triterpenos tipo esterol); (ii) componentes do fotossistema | e Il (como os carotendides, que
sdo pigmentos naturais e tetraterpénicos (MESQUITA; TEIXEIRA; SERVULO, 2017), e
também cadeias de fitolitos diterpenoides de clorofilas); e (iii) como fitohorménios (por ex., a
giberelina que é um composto isoprendide formado por diterpenos), 0s quais constituem
metabolitos bem conhecidos nas Angiospermas (CASTRO; BERGEMANN, 1973; KESZEI,
BRUBAKER; FOLEY, 2008).

A nomenclatura dos terpenos (hemi-, mono-, sesqui-, di-, tri-, tetra-, etc) depende dos

nameros de 4&tomos de carbono que constitui a molécula, conforme figura 5. Ja a classificacéo
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de compostos organicos como terpenos depende da sua rota metabdlica (KESZEI,
BRUBAKER; FOLEY, 2008).

Figura 5-Principais classes de terpenos: representantes aciclicos, monociclicos de ambos o0s
hidrocarbonetos terpénicos e terpenos oxigenados
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Fonte: Adaptada de KESZEI; BRUBAKER; FOLEY (2008).

Conforme se vé na figura 6, as duas principais rotas biossintéticas para producdo de
terpenos ocorrem em organelas diferentes da celula vegetal. Na rota do &cido meval6nico
(6a), que ocorre no citoplasma, trés moléculas de acetil-CoA (6b) irdo condensar para formar
0 acido mevaldnico, que por sua vez vai sofrer reacfes de piro-fosforilacdo, descarboxilagéo,
e desidratacdo para formar o isopentinildifosfato (IPP) (6b). Este isomeriza na presenca de
uma isomerase para formar o dimetil-alil-difosfato (DMAPP) (DEWICK, 2002). Este Gltimo
também € biossintetizado pela rota do MEP que ocorre nos cloroplastos. Na rota MEP ocorre
a reacdo de condensacéo entre gliceraldeido-3-fosfato e &cido piruvato que origina 0 DMAPP
que esta em equilibrio com seu isémero, o isopentinildifosfato (IPP) (BREITMAIER, 2006).
A partir destas rotas biossintéticas, diferentes classes de terpendides vao se originar dessa
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organizacdo, e apresentar um numero de carbonos mdultiplos de 5. Monoterpendides
apresentam uma molécula com 10 carbonos, sesquiterpendides apresentam uma molécula com
15 carbonos, e diterpenoides apresentam uma molécula com 20 carbonos. Nos cloroplastos,
sdo sintetizados mono e diterpendides, ao passo que 0s sesquiterpenoides originam-se no
citoplasma. Porém, a separacdo compartimental dessas duas rotas ndo é absoluta, podendo
haver mudancas (KESZEI; BRUBAKER; FOLEY, 2008; SIMOES et al., 2017).
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Figura 6- Rotas biossintéticas para obtencdo dos metabdlitos secundarios nas plantas (a) e

mecanismo de formac&o do &cido meval6nico (b)
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26



Conforme o esquema da figura 7, alguns fatores podem influenciar diretamente a
producdo dos metabdlitos secundarios nas plantas, como por exemplo: sazonalidade, altitude,
temperatura, indice pluviométrico, radiacdo UV, composicdo atmosférica, idade da planta,
ataque de patdgenos e herbivoros, entre outros. Sdo relatadas em varias classes de metabolitos
secundarios, inclusive, nos 6leos volateis, uma variagdo na composi¢do quimica de acordo
com algumas épocas do ano.

Existem alguns estudos que comprovam essa mudanca comportamental na producéo de
metabolitos secundarios, como é o caso da erva de S&o Jodo (Hypericum perforatum, utilizada
no tratamento de depressdes leves a moderadas), que aumentam de cerca de 100 ppm no
inverno para mais de 3000 ppm no verdo (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Figura 7- Alguns fatores que podem influenciar diretamente a producdo dos metabolitos
secundarios pelas plantas
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Fonte: Adaptado de GOBBO-NETO; LOPES (2007).

Existem outros estudos que mostram que os metabdlitos secundarios dos 6leos volateis
sofrem variacdo na composicdo de acordo com os ciclos circadianos. Por exemplo, foi
observada uma variacdo de mais de 80% na concentracdo de eugenol no 6leo voldatil da
alfavaca (Ocimum gratissimum), atingindo o seu maximo em torno do meio-dia, horario que é
responsavel por 98% da composicdo do dleo volatil. Em contrapartida, a variagdo atinge uma
concentracdo de 11% no horério 17h56 (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). A temperatura
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também pode influenciar a producéo de metabolitos secundarios na planta, porém, como é um
parametro que esté interligado a outras variagdes como sazonalidade e altitude, ndo ha muitos
estudos sobre a influéncia direta da temperatura. Outro exemplo notorio foi observado em
Artemisia annua. Ap0s passar por um periodo de geada, verificou-se um aumento de cerca de
60% dos niveis de artemisinina (Figura 8). Essa substdncia tem atuacdo contra cepas
resistentes de Plasmodium falciparum, que é agente causador da malaria (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007). Nas folhas de tabaco (Nicotiana tabacum), foi visto um aumento de quatro até
cinco vezes no conteudo de escopolina (Figura 8), acido clorogénico (Figura 8) apds
submissdo a baixas temperaturas. Outros fatores ainda como fotossintese, comportamento
estomatal, expansdo foliar e crescimento podem ser alterados por estresse hidrico, e
consequentemente, levar alteracfes na producdo de metabolitos secundarios. Os efeitos de
radiacdo UV também alteram a producdo dos metabdlitos secundarios. A correlacdo positiva é
que, no caso dos flavondides e fenilpropandides, possuem uma protecdo contra a foto-
destruicdo, isto €, essas moléculas absorvem e dissipam energia solar, evitando dano a outros
tecidos.

Os flavondides (Figura 8) possuem um papel especial, pois sao acumulados em tecidos
superficiais (tais como epiderme, subepiderme, pelos, cuticula e material epicuticular), ou
seja, sao considerados protetores UV-B. Existe um aumento desses metabdlitos “protetores
solares”, que ¢ controlado pela rota biossintética dos fenilpropandides (fenilalanina amonia-
liase e chalcona sintase, entre outras), as quais podem ter sua expressdo génica induzida pela
luz. A nutricdo do solo é outro fator importante, a menor taxa de crescimento da planta esta
associada a solos com nutrientes pobres, porém se verifica um aumento na producdo de
metabolitos secundarios nesse caso. Conforme comentado anteriormente, os flavondides séo
considerados “protetores solares”, e maiores altitudes tem susceptibilidade a radiacdo UV,
caso descrito para espécies do género Leontodon na variacdo total de flavondides quando a
altitude do local de coleta variou entre 30m e 2950m. Estudo com Swertia franchetiana
matéria-prima para elaboragdo de um importante medicamento popular conhecido como DiDa
no Tibet, utilizado no tratamento de doencas relacionadas ao figado, mostrou que a partir de
altitudes entre 2200m e 3960 m, sofreu alteracGes de concentragdes de algumas xantonas
mangiferina e 1,8-diidroxi-3,7-dimetoxi-xantona (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
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Figura 8-Estruturas quimicas de alguns flavondides encontrados em plantas

Artemisinina Acido clorogénico Escopolina
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Fonte: Adaptado de GOBBO-NETO; LOPES ( 2007).

2.2 Aspectos Gerais da familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae ¢ uma das maiores familias botanicas das angiospermas,
compreendendo mais de 3 mil espécies em aproximadamente 140 géneros (BEARDSELL et
al., 1993; VASCONCELOS et al., 2015). Os géneros que se destacam da Myrtaceae sdo:
Eugenia, Acca, Myrciaria e Psidium (LANDRUM; KAWASAKI, 1997). A familia
Myrtaceae possui diversidade na Australia, no sudeste da Asia e na América, mas tem pouca
representacdo na Africa. A familia distingue-se por uma combinacdo das seguintes
caracteristicas: folhas inteiras contendo glandulas sebaceas, ovario meio inferior, estames
geralmente numerosos, floema interno e fossas vestigiais nos vasos do xilema.

Entre todos os géneros da familia Myrtaceae que englobam frutiferas, atualmente
apenas quatro géneros (Eugenia, Acca, Myrciaria e Psidium) tém importancia econdémica
(FRANZON et al., 2009). O género Eugenia, com cerca de 350 espécies no Brasil, € um dos
maiores da familia, que apresenta ampla distribuicdo, desde o México, Caribe, até a Argentina

(LANDRUM; KAWASAKI, 1997). Nesse género, destaca-se como principal especie a E.
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uniflora L., conhecida popularmente como pitangueira. Sdo, também, fornecedoras de frutos
comestiveis, podendo-se citar E. involucrata DC. (cereja-do-mato), E. pyriformis
Cambess(uvaia), E. neosilvestres Sobral (grumixama) (ROMAGNOLO; DE SOUZA, 2006).

No género Acca, destaca-se como principal espécie a A. sellowiana (Berg) Burret,
anteriormente identificada como Feijoa sellowiana Berg, conhecida como feijoa ou goiabeira-
serrana, nativa da América do Sul. Em Santa Catarina, essa espécie ocorre espontaneamente
em areas com altitudes superiores a 1000 metros, mas ainda nao é cultivada comercialmente,
ao contrario do que ocorre em outras partes do mundo, especialmente na Nova Zelandia,
Estados Unidos e Colombia (DUCROQUET, J.P.H.J., HICKEL, 1997). No género Myrciaria
destacam-se as jabuticabeiras. Esta € uma planta nativa do Brasil, da Mata Atlantica, que
vegeta diversos solos, podendo ser encontrada desde o Pard ao Rio Grande do Sul
(MACEDO-COSTA et al., 2009).

A familia Myrtaceae tambem é conhecida pelo alto conteldo de 6leos volateis nas
folhas de seus individuos. Esses 6leos sdo misturas complexas de terpenos Cio e Cis € outros
constituintes volateis, que tém aromas distintos (KESZEI; BRUBAKER; FOLEY, 2008).
Com bases nessas caracteristicas foi possivel, através do banco de dados da EssOilDB
(KUMARI et al., 2014), verificar a variacdo dos terpenos tanto na familia Myrtaceae quanto

no género Psidium.

2.3 Género Psidium e potencial medicinal

A etimologia “Psidium” ¢ originaria da palavra grega psidion, que significa morder, em
referéncia ao sabor agradavel dos frutos. Em sua distribuicdo, o género Psidium é neotropical
(COSTA, 2009) (Caatinga, Cerrado, Campos Rupestres, Florestas Amazonica, Atlantica,
Deciduais, Restingas, entre outros). Tem ocorréncia do México até Argentina, incluindo oeste
das Indias (llhas do caribe) e dois arquipélagos no Pacifico. Algumas areas apresentam uma
ampla classe de habitats. Aparentemente, existem trés centros de diversidade para o género
Psidium: Oeste das Indias, particularmente nas ilhas de Cuba e Hispaniola; Sul do Brasil e
Paraguai; e norte da Ameérica do Sul, que inclui o Peru, Venezuela, e as Guianas
(LANDRUM; KAWASAKI, 1997; SOARES-SILVA; PROENCA, 2008).

O género Psidium, possui cerca de 100 espécies (LANDRUM; KAWASAKI, 1997), e
destacam-se pelo seu grande potencial econdmico por produzir produtos que sdo consumiveis
na alimentacdo, e produtos com potencial farmacologico (FRAZON et al., 2009; OLIVEIRA

et al., 2017). Na tabela 1 estdo as principais espécies do género Psidium e 0 seu emprego na
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medicina popular ou como uso doméstico. Entre as espécies que mais se destacam é a
Psidium guajava L. (popularmente conhecida como goabeira (FRAZON et al., 2009),
provavelmente pela sua utilizacdo na fabricacdo de doces, geleias , sucos, consumo in natura
e a utilizacdo caseira das suas folhas para combater problemas de garganta , diarreia , entre
outros. Diversos estudos indicam a presenca de 6leo volétil nas folhas de P. guajava,
entretanto, essa composi¢do quimica pode variar de acordo com a regido onde ocorre a coleta.
Segundo Lima et al. (2009), a caracterizacdo do 6leo essencial por CG-EM de trés variedades
domeésticas e 1 uma silvestre das folhas de Psidium guajava, revelou uma variacdo da
composi¢do quimica entres os cultivares apresentando como majoritarios selin-11-en-4-a-ol
com 22,19% a 21,46%, 1,8-cineol com 12,83% a 42,68%, trans-cariofileno com 8,24% a
12,08%, e Oxido de cariofileno com 2,26% a 9,34% . Um dos componentes mais frequentes
da espécie guajava L. (ESSOILdB, 2018) é o 1-8-cineol. Segundo Brown et al. (2017), esse
composto apresenta atividade anti-inflamatoria, antimicrobiana e antioxidante. O 6xido de
Cariofileno, que tem sido identificado em vérias espéecies de Psidium, tem sido associado a
atividade anti-inflamatéria (CHAVAN; WAKTE; SHINDE, 2010), e também possui potencial
conservante na industria de alimentos (CHALANNAVAR et al., 2012). Na literatura, o trans-
cariofileno tem sido relatado como composto anti-inflamatério e empregado como agente
anti-artritico (VIJAYALAXMI, et al., 2015). Muitas dessas atividades biol6gicas sdo
atribuidas aos componentes majoritarios dos 6leos volateis, pois estdo presentes nas folhas em
grande quantidade. No entanto, outros metabolitos secundarios também podem contribuir para

as atividades mencionadas.
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Tabela 1-Principais espécies do género Psidium na regido Centro-Oeste do Brasil, seus
nomes populares, potencial de usos e areas de ocorréncia

Potencial e indicacao de

Area de ocorréncia

Nome Nome
cientifico popular uso
Psidium Diarreia, inflamacéo de Todo territorio brasileiro
guajava L. Goiabeira garganta, leucorreia,
ferimentos, figado,
hemorroidas e desordens
menstruais, doces, geléias e
sucos
Psidium Goiabinha do Cicatrizante Brasil (MG, GO, DF)
firmumO. cerrado
Berg.
Psidium Araca Antiinflamatorio, fabricacédo Sul do México, ao norte da
guineense Sw.  verdadeiro; de sorvetes, geleias Argetina, e Brasil
araca azedo
Psidium Araca- Fabricacdo de doces Brasil (MG, DF, SP, MS, RS,
laruotteanum cascudo BA)
Cambess
Aracé- Cicatrizacdo, fabricacao Brasil (CE, BA, TO, GO, DF,
Psidium bravo, de geleias e sucos MG, MA, PI)
myrsinites araga-de-
DC. veado,
araca-liso
Psidium Araca-cagao Utilizado como curtumes e BA, RJ, e MG
rufum Mart. também como laxante
Psidium Araca; Fonte de vitamina C PR, SC,RS, DF, GO e MG
australe araca-de-
Cambess folha-
marrom

Fonte: FRANZON et al., (2009).
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2.4 Psidium myrtoides O. Berg

O género Psidium, como ja mencionado, apresenta ampla distribuicdo no territdrio
brasileiro, bem como em outras partes do mundo (FRANZON et al., 2009). A Psidium
myrtoides O. Berg é popularmente conhecido como araga-roxo no Brasil. A planta possui
outros sindnimos como Myrtus corynantha (Kiaersk.), Corynemyrtus corynantha (Kiaersk.)
Mattos, Psidium turbinatum Mattos, Psidium corynanthum (Kiaersk.) Burret, Psidium
myrsinoides O. Berg, Guajava myrsinoides (O.Berg) Kuntze, Guajava myrtoides (O.Berg)
Kuntze (REFLORA, 2018).

Conforme o mapa representado na figura 9, Psidium myrtoides encontra-se desde a
regido Nordeste até Sul. Os dominios fitogeograficos sdo: Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica

(REFLORA, 2018). E é uma planta endémica do territorio brasileiro (Figura 9).

Figura 9-Distribuicdo geogréafica da Psidium myrtoides O. Berg

Distribuigdo

Distribuigdo Geografica
Ocorréncias confrmadas:
Norte (Tocantins)
Nordeste (Bahia, Ceard, Maranhdo)
Centro-Oeste (Distrito Federal, Golas)
Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, S3o Paulo)

Sul (Parand, Rio Grande do Sul)

Dominios Fitogeogréficos @

Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica

Tipo de Vegetagio @

Caatinga (stricto sensu), Cerrado (lato sensu), Floresta Estacional Semidecidual
Floresta Ombrdfila (= Floresta Pluvial)

Fonte: REFLORA (2018).

Apresentam-se como arvores de 6 a 12 metros de comprimento, e as vezes, podem
alcancar 20 metros. As cascas do tronco sdo esfoliantes com laminas papiraceas. Folhas
opostas de tamanho entre 2.5 e 7.5 centimetros. Flor com botdo abertos com 4 lobos; frutos
verdes quando imaturos e quando maduros tem cor atropurpdreo (Figura 10) (REFLORA,
2018).
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Figura 10-Fotografia de um exemplar de Psidium myrtoides O. Berg

Fonte: A autora (2018).

Composicdo quimica e propriedades biologicas foram relatadas recentemente para 0s
oOleos volateis da espécie. Dias et al. (2018) identificou compostos quimicos majoritarios na
Psidium myrtoides tais como a-copaeno (7,8%), trans-cariofileno (30,9%), a-humuleno
(15,9%), o6xido de cariofileno (7,3%), e a-bisabolol (5,3%). Ainda dentro deste contexto, o
oleo volatil apresentou atividade antibacteriana, com moderada atividade contra
Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis, Streptococcus sobrinus e Streptococcus
salivarius e atividade muito promissora contra Streptococcus mutans. Outro sindnimo da
espécie, a Psidium myrsinoides, o 6leo volatil das folhas apresentou uma composicao quimica
com 0s seguintes majoritarios: trans-cariofileno (22,4%), 6xido de cariofileno (19,7%) ¢ a-
humuleno (8,4%) (FREITAS, M. O.; ORAIS, S. M. DE; SILVEIRA, E. R., 2002).

Os compostos majoritarios presentes na Psidium myrtoides apresentam outras
propriedades farmacoldgicas interessantes, podendo a sazonalidade influenciar nessas
propriedades. Conforme esta representado na tabela 2. O interesse pela exploracdo do género
Psidium se da pelas caracteristicas bioldgicas que a planta apresenta através de cada
constituinte quimico.

Na tabela 2, estdo apresentados os constituintes mais importantes presentes da Psidium

myrtoides.
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Tabela 2-Alguns dos constituintes quimicos mais importantes presente no género Psidium
que apresentam atividade biologica

Constituinte

quimico
1 a-Copaeno
2 Trans-cariofileno

3 Oxido de cariofileno

4 a-bisabolol
5 Trans-nerolidol
6 a-humuleno

Estrutura quimica

HsC,

HsC

X ¥ HO
=
CHs
CH;
CHs
HsC

Atividade biologica

Antifungico (XING et al,
2018)

Antifungico, anti Tryponosoma
cruzi, Anti-leishmania, anti-
inflamatério (H.-T. CHANG et
al., 2008; ISABELA et al., 2017
IZUMI et al., 2012; KIM; PARK,
2012; OLIVEIRA, E.C.P;
LAMEIRA, O.A;; ZOGHBI,
2006; SANTOS et al., 2008)
Antifangico, anti-cancerigena,
analgésico e anti-inflamatério
(CHAVAN; WAKTE; SHINDE,
2010; H.-T. CHANG et al., 2008;
PAN et al., 2016)

Antituberculose, anti-leishmania
(SIENIAWSKA et al., 2018)

Antiflngica (PEREIRA et al.,
2018)

Inseticida (BENELLI et al.,
2018)

Fonte: A autora (2019).


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/53675?lang=pt&region=BR&gclid=Cj0KCQjwu-HoBRD5ARIsAPIPenfmPtCo2IRgJaPv61IsFXUudJEwGOwd1MpkIbFSDDshgej4pY8ckywaAhMCEALw_wcB

2.5 Estudos biologicos e farmacoldgicos dos produtos naturais

2.5.1 Atividade antifungica e antibacteriana

Nas Gltimas décadas, os antimicrobianos de origem vegetal tém chamado atencdo,
devido a resisténcia aos antibioticos tradicionais desenvolvida por alguns microorganismos.
Entdo, os produtos naturais comegaram se apresentar como alternativa para combater esses
microorganismos, pela sua acdo terapéutica comumente associada aos 6leos volateis, e
também como alternativa para reduzir a suscetibilidade humana aos microorganismos quando
sdo empregados antibidticos convencionais (CREVELIN et al., 2015; SANTOS, 2012) .

Candida sdo leveduras responsaveis pela maior parte das infec¢bes fungicas invasivas
sisttmicas em humanos. As infecgfes por Candida (Figura 11) tiveram um aumento
significativo nos ultimos anos, sendo o quarto patdgeno mais comum isolado em culturas de
sangue nos EUA, e o décimo patégeno mais isolado na Europa. A candidemia € um tipo de
infeccdo com alta morbidade e mortalidade. As taxas relatadas variam entre 30 a 40%, mas
podendo as taxas de mortalidade apresentar uma menor variacdo entre 10 e 49%
(MIKULSKA et al., 2012).

InfeccBes dos tratos orais e genitais também sdo comuns, especialmente, a candidiase
vulvovaginal (ou aftas). Cerca de 50 a 75% das mulheres em idade fertil sofrem de
vulvovaginite (BROWN ET AL., 2012). Conforme descrito na literatura, a Candida albicans
¢ a causa mais frequente das espécies de candidiases (BROWN et al., 2012; MIKULSKA et
al., 2012), e as que mais apresentam resisténcia ao antibiético Fluconazol, sdo as espécies
Candida glabrata e Candida krusei (MIKULSKA et al., 2012). Na América do Norte e em
muitos paises europeus, tem sido relatada a diminuicdo dos casos de C. albicans, e um
aumento gradual das infec¢bes por C. glabrata e C. tropicalis (YAPAR, 2014). A figura 12

apresenta alguns casos de infeccGes flngicas provenientes de Candida.
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Figura 10-Coldnias de diferentes espécies de Candida apds crescimento por 48 horasa 37 ° C
em meio CHROMagar
C. tropicalis

C. albicans C. glabrata

C. dubliniensis C. krusei
Fonte:SAHAND et al. (2005).

Figura 11-Fotografias de Infeccdes fungicas

Legenda: Candidiase mucocutanea cronica (A), cromoblastomicose (B), e histologia corada com mucicarmina
do cerebelo de um paciente com AIDS que morreu de meningoencefalite criptocdcica (C) (demonstrando uma
abundéncia de fungos corados de rolnfec¢des fungicas.

Fonte: BROWN et al.(2012).
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Pessoas portadoras de HIV também estdo mais sujeitas a infecgdes por Candida, o que
representa 10 milhGes de casos adicionais de candidiase oral e 2 milhGes de casos de
infeccbes flangicas esofégicas. As infecdes orais também sdo comuns em pacientes de
préteses dentarias, em pacientes que utilizam esteroides inalatérios para asma, com leucemia,
e em pacientes que utilizam a radioterapia para cancer de cabeca e pescoco (BROWN et al.,
2012). E, ainda de acordo com Brown e colaboradores (2012), as pessoas morrem mais com
alguns tipos de fungos invasivos (Exemplo: Candida albicans) do que por turbeculose ou
malaria.

Outros microorganismos, tidos como patégenos periodontais possuem capacidade de
implantar-se no sulco gengival. E o caso das bactérias acidogénicas e aciduricas que aderem a
superficie do dente, formando um biofilme bucal (caso da carie dentaria). Para minimizar os
casos de periodontite, tem se desenvolvido estudos para barrar a formacdo desses microfilmes
formados na superficie do dente. A clorexidina é um agente antibacteriano efetivo testado, e
existem outros que sdo: fluoretos, derivados de fenol, ampicilina, eritromicina e penicilina.
No entanto, 0 uso exacerbado desses compostos pode perturbar a flora bucal, causar
suscetibilidade como vomito e diarreias. Para encontrar uma alternativa que néo prejudigue a
flora bucal e combata as bactérias da carie mais efetivamente. Os pesquisadores tem optado
por estudar os produtos naturais e sua acao antimicrobiana (CREVELIN et al., 2015).

A atividade antimicrobiana de extratos vegetais e 6leos volateis pode ser avaliada
através da determinacdo de uma pequena quantidade dessas substanciasextraidas de alguma
parte da planta, necessaria para inibir o crescimento do microorganismo. Para esse teste de
atividade da-se o nome de teste de susceptibilidade. A pesquisa de novos agentes
antimicrobianos se faz necessaria devido ao surgimento de microrganismos resistentes e
infeccbes oportunistas fatais, como em casos de infec¢bes por virus HIV e em pacientes em
tratamento quimioterapico. Além disso, a importancia do estudo com 6leos volateis ocorre
para exploracdo de novos agentes biologicos, e no Brasil é bastante atraente esta exploracéo
das plantas medicinais pela imensa biodiversidade que o pais apresenta (OSTROSKY et al.,
2008).
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2.5.2 Doengas negligenciadas e o seu impacto mundial

A triponossomiase americana, conhecida como doenca de Chagas, foi descoberta em
1909 por Carlos Chagas, entéo pesquisador do Insituto Oswaldo Cruz -FIOCRUZ —RJ. Essa
infeccdo parasitaria é transmitida pelo inseto barbeiro, quando infectado pelo Tryponossoma
Cruzi. Um dos vetores da doenca de Chagas € o Triatoma infestans considerado a principal
espécie vetora do Trypanosoma cruzi, parasito causador da doenca de Chagas (ARGOLO et
al., 2008). A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) estima que cerca de 6 a 7 milhGes de
pessoas em todo o mundo, principalmente na América Latina, estdo infectadas com o
Trypansosoma cruzi. (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015).

De acordo com a figural3, podemos visualizar através do mapa de distribuicdo de casos
em que a doenca de Chagas é um reflexo dos paises subdesenvolvidos, apresentando elevada
mortalidade em paises endémicos, incluindo o Brasil (DIAS et al., 2016).

Figura 12-Distribuicdo de casos de infecdo por Tryponosoma cruzi, baseado na estimativa
oficial e estado de transmissdo do vetor, 2006-2009

Distribution of cases of Trypanosoma cruzi infection, based on official estimates
and status of vector transmission, worldwide, 2006-2009
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Fonte: WORLD HEALTH ORGANIZATION ( 2010).
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Os estéagios da infeccdo parasitaria em humanos estdo diretamente ligados a forma do
ciclo de vida do protozoario e podem ser divididos em duas fases: aguda e cronica. A fase
aguda pode durar mais tempo para ser diagnosticada, geralmente, durando de 4 a 10 dias, e
pode apresentar manifestacdes clinicas tais como: febre, mal-estar e falta de apetite. Os sinais
mais caracteristicos da fase aguda sdo o chagoma (inchaco na regido da picada), e o sinal
Romafia (inchacgo das palpebras). Ja na fase crbnica, a doenga se manifesta quando o coracdo
estd comprometido (ARGOLO et al., 2008).

Os primeiros farmacos promissores para tratamento da doenca de Chagas foram
introduzidos no Brasil, e em outros paises, como foi o caso dos nitrofuranos (nifurtimox, por
exemplo) e nitroimidazois (benznidazol, por exemplo) (Figura 14). No entanto, essas duas
ultimas drogas mostram efeitos colaterais, e os indicios de cura sdo em torno de 80% para 0s
casos agudos, e poucos expressivos para 0s casos cronicos (COURA, 1997), apresentando,
portanto, limitacBes para sua aplicabilidade (SOBRINHO et al., 2006). A acdo antiparasitaria
destes farmacos ¢é atribuida a formacdo de radicais livres, formados pela a¢do de enzimas
nitroredutases (FONTES et al., 2017). Com isso, o Nifurtimox@ teve a sua comercializacio
interrompida no Brasil, pois além de apresentar efeitos colaterais, as cepas de T. cruzi
apresentaram resisténcia, desta forma, os laboratérios farmacéuticos demonstraram
desinteresse em continuar a producdo de um medicamento que n&o era lucrativo (SOBRINHO
et al., 2006).

Figura 13-Estruturas quimicas do Nifurtimox e Benznidazol
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Fonte: A autora (2019).
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O desenvolvimento de novas alternativas de farmacos para combater a doenca de
Chagas ficou sem novidades por alguns anos. Novos compostos comegaram a surgir com o
advento das pesquisas com produtos naturais, que foi fundamental para promover a
identificacdo de alvos moleculares no protozoario, tais como metabolismo de enzimas, que
também sdo responsaveis pelo crescimento celular em seres unicelulares. Por exemplo, como
é 0 caso dos fungos, o ergosterol, também € o principal esterol presente no T. cruzi. Entéo,
existe um interesse no desenvolvimento de farmacos que sejam capazes de inibir a enzima 14
a-esterol, responsavel pelas fases aguda e cronica da doenca (FONTES et al., 2017).

Outra doenga negligenciada é a leishmaniose. A leishmaniose é uma doenca cronica
grave, causada por protozoarios do género Leishmania. A doenca é tipica de regides tropicais
e subtropicais, sendo os principais agentes etiologicos Leishmania chagasi, Leshimania
infantum, e Leshimania donovani, e aparecendo em alguns paises da Asia, Africa e regido do
Mediterraneo. Também est& concentrada na América Central, na América do Sul e no sul do
Texas (BLANCO; NASCIMENTO-JUNIOR, 2017; FONTES et al, 2017). A doenca
apresenta-se de duas formas: cutanea (ataca a pele e a mucosa), e visceral (acomete 6rgaos
internos), e esta Ultima é considerada a mais perigosa pois, associada com casos de
desnutricdo, é fatal ao homem (FONTES et al., 2017). Conforme a figura 15, é possivel
visualizar que os casos de leshimaniose visceral acometem principalmente os paises

subdesenvolvidos ou em desenvolvimento.
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Figura 14-Estado de endemicidade da leishmaniose visceral em todo mundo, 2016

Status of endemicity of visceral leishmaniasis worldwide, 2016

2 "’ " Countries reporting
’a '“, imported VL cases
Uganda - 58
France - 16
Turkey - 14
Nepal - 10

e

ee0e
.
v
2 999 ¢

Number of new VL cases
reported, 2016

B =100
I 500- 999
I 100- 499 I No autochthonous cases reported »
" <100 [0 Nodata /
[ Notapplicable
o

of any country, territory, city ar area or of its autharities, ar conceming the delimitation of its frantiers. Tropical Diseases (NTD) Organization
or boundaries. Dotted lines on maps represent approximate border lines for which there may not World Health Organization
vet be full agreement. & WHO 2018. Al rights reserved

The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the expression Data Source: World Health Organization 2T Id I h
of any opinion whatsoever on the part of the World Health Organization concerning the legal status Map Produetion: Contrel of Neglected 5 E World Healdl

Legenda do mapa- Nas Regifes marrom a bege: Casos de pessoas com leishmaniose que estdo entre >1000 e
<100. Nas Regides em verde: Ndo ha casos de pessoas com a doenca na regido (ou territorio); Nas regides em
cinza: Casos da doencas sem data; Nas regiGes em cinza claro: N&o se aplica.

Fonte: WORLD HEALTH ORGANIZATION (2016).

A OMS estima que a leishmaniose seja a segunda doenca transmitida por insetos que
mais causa 6bito no mundo. Existem duas espécies principais que transmitem a leishmaniose
visceral. S8o elas: Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi. O ciclo da doenca apresenta o
inseto (vetor transmissor), transmitindo o parasita na forma promastigota ao picar o
hospedeiro. J& na corrente sanguinea, a célula inicia a fagocitose da forma promastigota.
Dentro da célula, o parasita se transforma na forma amastigota e sofre divisdo binaria. Depois
de algum tempo, o parasita causa a lise da célula e vai infectando outras células, momento o
qual o paciente comeca a exibir os sintomas. O ciclo se concretiza quando o inseto ingere 0
sangue contaminado. Dentro do mosquito, 0s parasitas na forma amastigota sdo
transformados novamente na forma promastigota, onde novamente podem infectar outros
hospedeiros (BLANCO; NASCIMENTO-JUNIOR, 2017) .

A manifestacdo clinica da leishmaniose ocorre com um espectro muito grande de
sintomas, desde o ndo aparecimento até a forma letal. Um dos principais farmacos utilizados

est4 demonstrado na figural6. E a Anfotericina B (Clso =0,04pM), um antifingico isolado da
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bactéria Streptomyces nodosus. Esse fa&rmaco vem sendo utilizado desde a década de 60,
porém apresenta alta taxa de toxicidade, podendo causar febre, tremores, e outros efeitos
colaterais no corpo humano e pode ser utilizado com outras formulacdes lipidicas para
diminuir a sua toxidez. Um outro aspecto negativo é que ele apresenta um valor comercial
elevado, que chega a cerca de 250 dolares (BLANCO; NASCIMENTO-JUNIOR, 2017;
FONTES et al., 2017). A paromicina (Figura 16) é um farmaco aprovado desde 2006, atuante
no tratamento de leishmaniose. As vantagens estdo no baixo custo (cerca de 10 dolares) e ndo
é menos eficaz que a anfotericina B, embora, também apresente efeitos colaterais (BLANCO;
NASCIMENTO JUNIOR, 2017). Os farmacos utilizados no tratamento de leishmaniose sdo
dispendiosos, e em certas formas da doenca perdem seu efeito devido ao aparecimento de
formas parasitarias resistentes. Até 0 momento ndo ha vacinas eficientes e ha necessidade de

criar um novo farmaco para o tratamento da doenca (FONTES et al., 2017).

Figura 15-Estrutura quimica da Anfotericina B e a Paromicina
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Fonte: FALCI;PASQUALOTTO (2015).
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2.5.3 Atividade antioxidante (ORAC)

Os compostos antioxidantes que sdo obtidos a partir de fontes naturais tém ganhado
grande importancia na prevencdo de reacOes oxidativas, tanto nos alimentos como no
organismo animal. Os agentes antioxidantes podem prevenir a formacdo de radicais livres
envolvidos em processos oxidativos (BROINIZI et al., 2007).

O método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) € um ensaio que avalia a
atividade antioxidante através da inibicdo da oxidacdo de determinado composto. E relevante
para as condicdes in vivo porque ele usa uma fonte de radical livre biologicamente, o radical
peroxil (PRIOR, 2015), sendo uma ferramenta muito importante que auxilia na busca por
substancias bioativas. O método se baseia na propriedade fluorescente dos indicadores B-
ficoeritrina (B-PE) e R-ficoeritrina (RPE) (Figura 17). No ensaio, o radical peroxila (oxidante
encontrado em sistemas bioldgicos), gerado pela reacdo do AAPH [Dicloreto de 2,2’-azobis
(2-amidinopropano)] com oxigénio do ar, reage com o indicador fluorescente para formar
uma especie que ndo emite fluorescéncia. Esta espécie quimica pode ser medida por
espectrometria com méaxima emissdo de fluorescéncia em 575 nm (B-PE) e 578 nm (R-PE). O
ensaio avalia a atividade antioxidante através da inibi¢cdo da oxidacdo, induzida do radical

peroxila, por transferéncia de atomos de hidrogénios (ALVES et al,, 2010).

Figura 16- Estrutura da fluoresceina (A) e diclorofluoresceina (B)
HO l 0 ! 0 HO l 0 l @)
= Cl = Cl
l COOH ! COOH

(A) (B)

Fonte: A autora (2018).
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2.5.4 Avaliacéo enzimética

As a-amilases (Glucan 1,4-alpha-glucosidase) séo um grupo de enzimas produzidas por
animais, plantas e microrganismos, e sao responsaveis por promover a hidrdlise das ligacdes
glicosidicas de carboidratos @ monémeros (PAYAN, 2004).

O amido € um polissacarideo armazenado em vérias plantas sob a forma de carboidrato
como reserva nutritiva, e € constituido por dois componentes principais: Amilose e
amilopectina (MURALIKRISHNA; NIRMALA, 2005). A amilose é um polimero linear de
moléculas de glucose unidas por ligagdes a-1,4glucosidicas e a amilopectina é um polimero
ramificado, possuindo cadeias principais de glucoses unidas por ligagdes a-1,4 interligadas
por ligagdes a-1,6 (MURALIKRISHNA; NIRMALA, 2005).

Consequentemente, muitas enzimas necessitam promover a “quebra” das cadeias
poliméricas do amido, gerando oligossacarideos de varios comprimentos de cadeia, como
exemplo, dextrinas, maltose, maltotriose, e oligossacarideos ramificados de 6 a 8 unidades de
glucose, que possam ser absorvidas pelo organismo dos seres vivos (WHITCOMB; LOWE,
2007). As enzimas que estdo envolvidas neste mecanismo de acdo sdo: endo-amilases, exo-
amilases e enzimas de desramificagdo (MURALIKRISHNA; NIRMALA, 2005). A alfa-
amilase salivar (Figura 18) é uma importante enzima presente na saliva humana,
desempenhando um papel na digestdo inicial do amido e pode estar envolvida na colonizagéo

de bactérias formadoras de placas dentarias.

Figura 17- Estrutura tridimensional da a-amilase da saliva humana

Legenda: O ion ca*? e o ion Cl-sdo esferas pretas.

Fonte: PROTEIN DATA BANK ( 2018).
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As enzimas a-amilase e a-glucosidase sdo responsaveis pela quebra dos oligassarideos e
dissacarideos a monossacarideos, isto €, a inibicdo destas enzimas leva a uma diminuicéo do
nivel de glicose no sangue, porque os monossacarideos séo a forma de carboidratos a serem
absorvidos, consequentemente, principal estratégia para o tratamento de diabetes (FUNKE;
MELZIG, 2006).

A OMS vem destacando o impacto que o diabetes tem sobre as familias, e o papel dos
membros da familia no apoio a prevencdo. A estimativa apontada pela organizacédo € que 400
milhGes de pessoas vivem com diabetes em todo 0 mundo. A doenca pode levar a cegueira,
insuficiéncia renal, ataque cardiaco, derrame, e amputacdo de membros inferiores. Em 2006, a
diabetes chegou a ser a sétima causa principal de morte (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2018).

Alguns medicamentos estdo disponiveis para inibir a atividade enzimatica das enzimas
a-amilase e oa-glucosidase como por exemplo, a acarbose. A acarbose é utilizada no
tratamento de diabetes, porém, a sua utilizacdo apresenta efeitos colaterais. Sendo assim, é
necessario explorar outras alternativas de baixo custo para encontrar novas moléculas capazes
de promover a inibicdo dessas enzimas (FIGUEIREDO-GONZALEZ et al., 2016).

Ja as lipases (Figural9) sdo enzimas responsaveis pela digestdo da gordura da dieta
humana. Tanto pancreas como o estdbmago produzem lipases responsaveis pela quebra dos
triglicerideos e fosfolipidios. Uma das importantes classes de lipidios sdo os triglicerideos
(TGs), que representam um grupo heterogéneo de biomoléculas insollveis em agua e
altamente sollveis em solventes organicos (p. ex., cloroférmio). Eles constituem a estrutura
basica dos fosfolipidios e esfingolipidios, que sdo componentes de todas as membranas
biolégicas (JORDE; CAREY; BAMSHAD, 2017). As lipases humanas podem ter duas
origens: Pré-duodenais (linfa e gastrica); e extra-duodenais (pancreatica, hepatica,

lipoproteicas, etc).
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Figura 18- Estrutura tridimensional da lipase pancreética humana

Legenda: O ion célcio (esfera preta) e ligante 4cido metoximecosfosfinico (ligante representado por bola e bastéo
em preto e vermelho) sdo mostrados na vizinhaga do centro catalitico da enzima.
Fonte: PROTEIN DATA BANK (2018).

Tanto a lipase pancreética como a gastrica desempenham papel fundamental na digestéo
de triglicerideos, pois removem os acidos graxos na posi¢do o ¢ o’, liberando na forma de
acidos graxos livres e B-monoglicerideos, sendo responsavel pela hidrolise de 50 a 70% do
total de gorduras alimentares. A figura 20 mostra a atuacéo fisioldgica da lipase no organismo
humano (BIRARI; BHUTANI, 2007).

47



Figura 19-Papel fisioldgico das lipases na absorcdo de lipidios
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Legenda: Gorduras sdo principalmente compostas por trigliceridios mistos (90%) (TGs) e sao
necessariamente hidrolisados para a sua absorcéo. Das varias lipases, LP é responsavel pela hidrélise de
50%-70% das gorduras ingeridas na dieta aos seus respectivos acidos graxos (FA) e monoglicerideos
(MG). Os MGs e FA formam micelas mistas com os sais biliares, colesterol e &cido lisofosfatico, que
sdo absorvidos nos enterécitos, ocorrendo a resintese de TGs que sdo armazenados nos adipdcitos como
principal fonte de energia.

Fonte: Adaptada de BIRARI; BHUTANI (2007).

Quando o metabolismo lipidico esta em desequilibrio pode causar obesidade, e isto esta
relacionado a associacdo dos monoglicerideos com acidos graxos e sua combinacdo com
colesterol, sais biliares e &cido lisofosfatico, que sdo absorvidos e armazenados na forma de
triglicerideos, provocando acumulo de gordura no organismo. Quando ocorre este
armazenamento de gordura nos tecidos ha o desenvolvimento de uma variedade de doencas
graves, que inclui aterosclerose, hipertensao e diabetes (BIRARI; BHUTANI, 2007).

A principal forma de combate ao diabetes é o desenvolvimento de novos inibidores da
lipase. Como h& uma crescente busca por compostos bioativos e agentes antiobesidade, existe
uma boa perspectiva com o estudo de recursos naturais a base de plantas medicinais com
respeito & inibicdo enzimatica da lipase (BIRARI; BHUTANI, 2007).

Na literatura, o acido carnésico (Figura2l) apresentou-se como um excelente terpeno
inibidor da lipase com uma concentragdo-dependente expressa no valor de ICso de 12 mg/ml

(36 mM) (BIRARI; BHUTANI, 2007).
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Figura 20-Estrutura do acido carnésico encontrado nas folhas de Salvia officinalis

OH

Fonte: Adaptado de BIRARI; BHUTANI, (2007).

2.5.5 Modelagem molecular

A Modelagem molecular tornou-se uma ferramenta aliada na pesquisa farmacéutica, e
foi desenvolvida com intuito de auxiliar pesquisadores a encontrar novos agentes com perfil
de atividade bioldgica.

A abordagem de “docking” molecular pode ser usada para modelar a interacdo entre
uma pequena molécula e uma proteina no nivel atbmico, 0 que nos permite caracterizar o
comportamento de moléculas pequenas no sitio de ligacdo da proteina alvo, bem como
elucidar processos bioguimicos fundamentais. O processo de acoplamento envolve duas
etapas bésicas: a previsdo da conformacdo do ligante, bem como sua posicdo e orientacdo
dentro desses locais (usualmente referida como pose) e a avaliacdo da afinidade de ligagéo.
(MENG et al., 2011).

A figura 22 mostra um esquema genérico de interacdo entre receptor e o ligante
(inibidor) realizada com a utilizacdo de ferramenta de bioinformatica e que propicia o

“docking” molecular.
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Figura 21- Esquema de interagdo do farmaco (ligante) com sitio da enzima

do alvo

. Enzima
Preparacao & — ;,‘,.v;_ ?g‘v [ ]
e L S
T ‘ D S

Preparacao _
Encaixe do alvo

do ligante

Fonte: Adaptado ALVAREZ-CARRETERO et al. (2018).

Existem muitas investigagdes in vitro indicando a capacidade de varios triterpenos
derivados de plantas inibirem a atividade da a-glucosidase ¢ o-amilase (NAZARUK;
BORZYM-KLUCZYK, 2015). O estudo de NAZARUK e BORZYM teve como objetivo
identificar quais os compostos quimicos terpénicos presentes no 6leo volatil da Sabina
chinensis cv. O. Kaizuca (SCK), uma variante de S. chinensis L., seriam responsaveis pela
atividade inibitéria da enzima alfa-amilase. Os compostos identificados por CG-EM foram
acoplados com a alfa-amilase através da modelagem molecular individualmente, usando o
software Autodock 4.0 de acesso livre. Entre estes compostos, 0 y-eudesmol exibiu a menor
energia de ligacdo (-6,73 kcal/mol), seguido por a-copaen-11-ol (-6,66 kcal/mol), cubedol (-
6,39 kcal/mol) e a-acorenol (—6,12 kcal /mol) (NAZARUK; BORZYM-KLUCZYK, 2015).
Os resultados indicaram que estes compostos foram 0s componentes ativos responsaveis pela
atividade inibitoria da a-amilase do 6leo volatil da SCK, isto &, os que apresentaram menor
energia ligacdo foram também aqueles que apresentaram maior potencial de inibicdo da

enzima em ensaio in vitro, como esta representado na tabela 3 e na figura 23.
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Tabela 3- Resultados dos estudos de docking de a-amilase com 0s quatro compostos ativos
do 6leo essencial de SCKL

Compostos Energia de ligacéo Constante de
(kcal/mol) inibicéo ensaio in
vitro (LUM)
1 a-acorenol -6,12 32,87
2 cubedol -6,39 20,84
3 a-copaen-11-ol -6,66 13,15
4 y-eudesmol -6,73 11,67
OH "
HO"/ H
. 2
HO
4
3

Fonte: Adaptado de GU et al. (2018).
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Figura 22-Visualizagdo da interagdo da a-amilase e dos compostos ativos no 6éleo essencial
de SCKL

Legenda: (A) a-acorenol, (B) cubedol, (C) a-copaen-11-ol, (D) y-eudesmol.

Fonte: Adaptado de GU et al. (2018).

O desenvolvimento de drogas terapéuticas ainda € um processo lento. Apesar disso,
varios candidatos a novos farmacos tém sido estudados através do planejamento de farmacos,
a partir de novas estratégias de modelagem molecular e triagem virtual de bibliotecas de
compostos quimicos por anélise de docking. A simulacdo através do docking pode ser uma
ferramenta muito til, que possibilita a identificacdo mais barata de candidatos a
medicamentos promissores para serem testados (PIERRI; PARISI; PORCELLLI, 2010).
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O que permitiram estas estratégias computacionais foi a conclusdo do projeto do
genoma humano, e a partir disto, os alvos terapéuticos comegaram a ser descobertos e
elaborados para producdo de drogas. Atrelado a isto, as técnicas de purificacdo de proteinas
de alto rendimento, cristalografia, e espectroscopia de ressonancia magnética foram
desenvolvidas, e contribuiram para aprimorar as estruturas de proteinas e complexos proteina-
ligante (PIERRI; PARISI; PORCELLI, 2010). Relacionando estas descobertas a abordagem
de docking molecular foi possivel reunir atraves da Quimica computacional a previsdo da
interacdo entre uma molécula (ligante) e uma proteina a nivel atdmico, permitindo uma
formulacdo do comportamento receptor-ligante. O processo de ancoramento envolve duas
etapas basicas:

1. A previsdo da conformacéo do ligante, bem como sua posicéao e orientacdo dentro dos
locais da enzima (usualmente referida como pose);

2. A avaliacdo da afinidade pelos sitios (residuos aminoacidos) da enzima. Essas duas
etapas estdo relacionadas aos métodos de amostragem conformacional em que
inimeras conformacdes ancoradas sdo exploradas para prever uma conformacao mais
aproximada do sistema biol6gico (PIERRI; PARISI; PORCELLI, 2010).

No banco de dados Protein Data Bank (<http://www.rcsh.org/pdb/>) séo feitas as selegdes

das enzimas para o estudo de ancoramento.

A simulagéo de docking do presente trabalho foi realizada pelo software ArgusLab, que
é de livre acesso para plataforma Windows, e um dos softwares bem utilizados e mencionados
na comunidade cientifica. Este programa é desenvolvido para fins de modelagem molecular, e
fornece-nos analises de construcdo molecular, e a capacidade de realizar varios célculos
moleculares. (TANGUENYONGWATANA; JONGKON, 2016). O ArgusLab 4.0 é um
programa que tem uma interface grafica facil de usar. Significa que ele pode ser empregado
como uma ferramenta muito eficaz de ensino capaz de demonstrar o encaixe molecular para
iniciantes nessa area (JOY, S., NAIR; R.; PILLAI M.R., 2006).

53



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

+« Investigar a composicdo quimica e as atividades biologicas do 6leo volatil das folhas de

Psidium myrtoides O. Berg, Myrtaceae.

3.2 Objetivos especificos

++ Caracterizar quimicamente o 6leo volatil obtido das folhas por CG-DIC e CG-EM.

% Avaliar o desempenho do 6leo volatil nos ensaios de atividade antioxidante (ORAC),
antifungica, antiprotozoaria, antibacteriana, no seu potencial de citotoxicidade e no seu
potencial de inibi¢do enzimatica.

% Avaliar a influéncia da sazonalidade na composicdo quimica do 6leo volatil nas épocas de
seca e chuva, e avaliar 0 seu impacto nos resultados das atividades bioldgicas.

< Realizar experimentos de docking molecular entre a enzima a-amilase salivar e os candidatos
a inibidores para detectar componentes com maior probabilidade de serem responsaveis pela

inibicdo da enzima.
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiais e equipamentos

O Ndcleo de Pesquisa em Produtos Naturais (NuPPeN) - IQ/UFU conta com alguns reagentes

e equipamentos, os quais foram utilizados no experimento:

Tabela 4-Reagentes e materiais utilizados

Reagentes Marca
Trans-cariofileno Sigma-aldrich
Oxido de cariofileno Sigma-aldrich
Padrao de alcanos Cs-Cso Sigma-aldrich

Equipamentos Marca

Balanca de Infravermelho QUIMIS/ modelo Kett-FD600
CG-EM Shimadzu QP2010
CG-DIC Shimadzu modelo 2014

Fonte: A autora (2019).

4.2 Coleta do material vegetal

Psidium myrtoides O. Berg (Figura 24), foi coletada no Jardim Indaia na cidade
de Uberlandia (18° 56’45.3”S e 48° 16°08.4”W), Estado de Minas Gerais, Brasil, em
setembro de 2017 as 11:00 a.m, e em fevereiro de 2018 as 11:00 a.m. As duas
temporadas de coleta tiveram como objetivo avaliar o 6leo volatil extraido nessas duas
estacdes climaticas, com intuito de comparar as composi¢fes quimicas e avaliar a acdo
contra oS microorganismos testados. A autorizacdo de coleta da planta pelo
CNPqg/Sisgen possui 0 codigo A1247B0, e a excicata foi depositada na Universidade
Federal de Uberlandia onde estéa registrada com o codigo de coleta HUFU65831.
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Figura 23-Fotografias da planta Psidium myrtoides O. Berg (Araga-roxo) utilizada neste
estudo

Legenda: Arvore situada, no Jardim Indaia, da Psidium myrtoides O. Berg (A); detalhe das folhas de Psidium
myrtoides O. Berg (B).

Fonte: A autora (2018).

4.3 Determinacdo da umidade das folhas

A umidade das folhas foi determinada pelo método gravimétrico através de uma balanca
de luz infravermelha (Figura 25). A analise foi realizada com cerca de 1,0 g de material
vegetal sob temperatura de 105 + 5°C, até que o teor de umidade permanecesse constante.
Para obtengdo dos Oleos volateis foram avaliadas as folhas frescas e as folhas secas por 72

horas a temperatura ambiente.

4.4 Extracdo do 6leo volatil

A extracdo do 6leo volatil foi realizada em um aparelho de Clevenger (Figura 25). Em
um baléo de 2,0 L de fundo redondo, foi adicionado 100 g de folhas trituradas (Figura 25) de
araca-roxo, e 1000 mL de &gua destilada com auxilio de um funil, em seguida, foi adaptado ao
baléo o aparelho de Clevenger. A hidrodestilacéo foi realizada com duas amostras de folhas:
folhas frescas, e as folhas secas a sombra por 72 h. O sistema ficou 4 horas hidrodestilando,
apos esse periodo a fragcdo do 6leo volatil foi coletada do sistema, e transferida para um funil
de separacdo, para ser extraido com diclorometano. As fases organicas foram reunidas e secas
pela adicdo de sulfato de sédio anidro. Em seguida, o 6leo voldtil obtido ficou na chapa a
35°C até a completa evaporacao do diclorometano. A extracdo foi realizada em triplicata, e ao

término de cada extracdo, o rendimento do 6leo volatil foi calculado com base na equagéo 1.
56



massa de oleo obtida (glx 100

Rendimento (%) = Equagdo 1.

material de partida descontande o umidade

Figura 24-Fotografias das etapas do Processo de extracao

Legenda: Folhas da planta P. myrtoides triturada (A); Aparelho de Clevenger utilizado na extragdo do 6leo

essencial da P. myrtoides O. Berg (B); Balanga Infravermelho para medida de umidade (C).

Fonte: A autora (2018).

4.5 Caracterizagdo e métodos: Analise do 6leo volatil

A caracterizacdo quimica do Oleo volatil obtido foi realizada no Departamento de
Engenharia Quimica, DENQ/UFU. As andlises cromatograficas foram realizadas em
cromatografo gasoso acoplado a um espectrometro de massas (CG-EM) (Shimatdzu QP2010).
Uma coluna capilar foi utilizada sob as seguintes condigdes: (i) OV-5 (30m x 0.25mm Xx
0.25mm, J&W Scientific, Folsom, CA, USA), o forno programado de 60°C a 246° a 3°C min°
1. A temperatura do injetor e do detector foram mantidas a 240°C e 220°C, respectivamente,
com modo split de injecdo 1:20, utilizando hélio como gas de arraste, com fluxo de 1mL
mint. A determinacdo da composicdo quimica do 6leo volatil foi realizada a partir da
comparacdo dos dados de fragmentacdo das substancias com as existentes no banco na
literatura especializada (ADAMS, 2007). A identificacdo dos compostos quimicos presentes
no Oleo volatil foi realizada de acordo com o0s espectros de massas obtidos nas analises e
comparados com os de bibliotecas presentes no software Labsolution-CG-MS solution. A
comparacdo foi realizada entre os padrées de fragmentacdo mostrados pela biblioteca do
software e do composto analisado. O equipamento mostra um indice de similaridade,
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resultante da comparacao entre os espectros dos compostos sugeridos pelas bibliotecas. Nessa
andlise, para a identificacdo dos compostos foi considerado apenas aqueles indices de
similaridade com valores superiores a 90%. Em seguida, foi realizado um calculo do
parametro chamado de indice aritmético (IA) que correlaciona o tempo de retencdo dos
compostos analisados aos de alcanos (Apéndice B). Para expressar 0s componentes quimicos
do oleo volatil em termos de % relativo foi utilizado o CG-DIC (Shimadzu, GC2014),
contendo uma coluna tipo Supelco- SPB5 (30m x 0,25mm x 0,25 pum), e foi utilizado nos
mesmos parametros (split, temperatura coluna,fluxo do gas de arraste, etc) aplicados para o
CG-EM.

4.6 Propriedades farmacologicas do 6leo volatil da Psidium myrtoides
4.6.1 Determinacéo da atividade antioxidante in vitro (ORAC)

As amostras do 6leo volatil foram diluidas em DMSO na concentragdo de 20 pg,mL™.
Neste ensaio, todos os reagentes foram preparados em tampé&o fosfato a 75,0 mmol L?, e pH
7,4. Inicialmente, 25,0 uL de 6leo volatil foram misturados a 150,0 uL de fluoresceina (0,085
mmol L), e incubados a temperatura ambiente, por 15 min. Em seguida, 30,0 pL da solugio
de 2,2’-azobis (2-amidinopropano) di-idrocloreto (AAPH) foram adicionados para dar inicio &
reacdo. A intensidade de fluorescéncia (485 nmex/528nmem) foi medida em
espectrofluorimetro e verificada a cada 1,5 min. durante 90 min. O controle (branco) foi
realizado substituindo o 6leo volatil por tampdo fosfato. O acido ascérbico foi utilizado como
controle positivo. O decaimento de fluorescéncia da fluoresceina foi determinado, utilizando o
calculo da area da amostra subtraida pela area do branco, e a capacidade antioxidante foi
determinada por meio de uma curva analitica construida com é&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox). Todas as anélises foram feitas em triplicata e os

resultados foram expressos como equivalente de Trolox pmol por grama de amostra.
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4.6.2 Determinagdo da atividade antibacteriana

As andlises antibacterianas foram realizadas pela Universidade de Franca (SP), e pelo
Instituto de Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia (MG), em Patos de Minas.
Foi utilizado o método da microdiluicdo em caldo para determinacdo da concentracdo
inibitéria minima (CIM), de acordo o CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
utilizando para as bactérias anaerdbicas a CLSI 2012a, e para as bactérias aerébicas CLSI
2012b.

Para a determinacdo da atividade antimicrobiana das amostras foram utilizadas as
seguintes cepas padrdo provenientes da “American Type Culture Collection” (ATCC), As
aerodbicas foram: Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus mitis (ATCC 49456),
Streptococcus sanguinis (ATCC10556), Aggregatibacter actinomycetemcomitans (ATCC
43717), Streptococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). As anaerobicas foram: Fusobacterium nucleatum
(ATCC 25586), Bacteroides fragilis (ATCC 25285), Actonomyces naeslundii (ATCC 19039)
e Porphyromonas gingivalis (ATCC 48417).

A determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) de todas as amostras e
antibioticos de referéncia (cloranfenicol, metronidazol, clorexidina) foi realizada pela técnica
de microdiluicdo em caldo (HOLETZ et al., 2002). Foi preparada uma solucdo estoque de
cada amostra numa concentracéo de 2,0 mg mL* em dimetilsulfoxido (DMSO). Cada indculo
foi assepticamente misturado ao caldo, e sua densidade ajustada para 0,5 da escala de
McFarland (108 UFC mL~Y) e diluido (1:10) no procedimento de microdiluigdo, em placa 96
pocos. Na microdiluicdo, foram realizadas diluicdes seriadas em concentracdes de 0,195 a
400,0 pg mL* em caldo, a partir da solugdo estoque de cada amostra, com volume final em
cada poco de 200,0 pL. Também foram realizados os controles de esterilidade do caldo,
controle do indculo, controle de esterilidade dos extratos, e controle do solvente (DMSO).
Apbs o preparo das microplacas, estas foram incubadas por 24 horas, a 37 °C, as bacterias
aerobicas foram incubadas em estufa e as bactérias anaerdbicas na jarra anaerobica. Decorrido
0 periodo, foi determinada a CIM através do uso da resazurina. A determinacdo da CIM é
realizada pelo método colorimétrico, observando-se a mudanca da coloracao da resazurina em
que a presenca da cor azul representa auséncia de crescimento e a cor rosa € interpretada

como presenga de crescimento bacteriano (Figura 26).
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Figura 25- llustracdo de uma placa de 96 pocos utilizada no experimento de microdiluicéo
apos adigdo de resazurina para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima das
bactérias aerdbicas

Fonte: ARAUJO; LONGO (2016).
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4.6.3 Determinacéo atividade antiflngica

Esta atividade foi realizada seguindo o protocolo da NCCLS M27-A3 (2008), pela
Universidade de Franca, S&o Paulo, para os 6leos volateis obtidos das folhas secas e frescas
no periodo de seca e no periodo de chuva.

Para o ensaio antifungico foram utilizados os fungos: Candida albicans (ATCC
28366), Candida tropicalis (ATCC 13803) e Candida glabata (ATCC 15126).
Primeiramente, os fungos foram cultivados em placas de Petri contendo o meio &gar
Sabouraud por 24 horas a 37 °C. Apés esse periodo, com o auxilio de alca de platina
esterilizada, algumas col6nias dos fungos foram transferidas para tubos contendo 2,0 mL de
solucdo salina 0,85%. A densidade dos tubos foi ajustada para 0,5 da escala de McFarland
(6x10%° UFC mL™). Em seguida, foram realizadas as diluicbes recomendadas pela NCCLS
M27-A em caldo RPMI (Roswell Park Memorial Institute Medium) até que o indculo
obtivesse 1,2x10® UFC mL L.

A técnica da determinacdo da CIM foi realizada por microdiluicdo em placas de 96
pocos com o caldo RPMI tamponado a pH 7,2. Foram feitas diluicdes seriadas das amostras
de OV em concentragbes de 3000 a 400 pg mL?, partindo de uma solugdo estoque
previamente preparada de cada amostra em DMSO. O volume final em cada pogo era de
200,00 pL.

Apdbs a montagem das microplacas, estas foram incubadas por 48 horas, a 37 °C.
Decorrido este periodo, foi determinada a CIM através do uso da resazurina. A leitura das
placas foi realizada observando-se a mudanca da coloracdo da resazurina, onde a presenca da
cor azul representa auséncia de crescimento, enquanto que a cor rosa é interpretada como
presenca de crescimento fungico.

Como controle positivo, foi utilizada a Anfotericina B, sendo diluida para obter a
concentragéo de 16,00 ug mL™* & 0,80 pg mL?, na microplaca de 96 pogos. Também foram
realizados outros controles como: de esterilidade do meio de cultura (caldo RPMI), controle
do in6culo, controle de esterilidade dos antifungicos, controle de esterilidade do 6leo volatil, e

controle do solvente (DMSO) que é o controle negativo.
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4.6.4 Determinacdo da atividade citotdxica

A analise citotoxica foi realizada no Instituto de Ciéncias Biomédicas, Laboratorio de
Tripanossomatideos, na Universidade Federal de Uberlandia, no campus Umuarama.

Foi realizada utilizando o método de diluigdo em microplaca. O meio Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) foi preparado de acordo com as instru¢des do fabricante.
O meio foi suplementado com 10% (v v!) de soro fetal bovino, L-glutamina (2,00 mM), D-
glicose (4.500 mg L), bicarbonato de sddio (2.000 mg L), HEPES (2.380 mg L), piruvato
de sodio (1.100 mg L™), penicilina (60,00 mg L?), gentamicina (40,00 mg L?) e
estreptomicina (10,00 mg L?).

As amostras foram dissolvidas em metanol e diluidas com DMEM suplementado, para
formar uma solucio estoque de 640,0 pg mL*. A concentracéo final de metanol da solugéo
estoque ndo excedeu 3% (v v?).

Para avaliacdo da citotoxidade, utilizou-se 0 método de microdiluicdo em placa 96
pocos. Na realizacio de cada teste foi preparada uma solucdo contendo 1x10° células em
10,00 mL de meio DMEM suplementado. Desta solugdo foram transferidos 100,00 pL para
cada poco da microplaca, e esta foi entdo incubada por 6 horas a 37°C com atmosfera imida e
5% de CO2, permitindo que as células aderissem ao fundo do pogo. Na sequéncia, 0 meio de
cultura de cada poco foi retirado e adicionado as solu¢des das amostras nas concentracdes
testadas (de 512 pg mL™ até 4 ug mL1). O volume final de cada poco foi de 100,00 pL e a
quantidade de células presentes em cada poco foi de 1x10% Foram preparados os controles de
crescimento celular, solvente (metanol 3% (v v1), negativo (0% de viabilidade celular), meio

DMEM suplementado e amostras.

4.6.5 Determinacdo da atividade antiprotozodrio

A analise antiprotozoaria foi realizada no Instituto de Ciéncias Biomédicas, Laboratorio

de Tripanossomatideos, Campus Umuarama, na UFU.
O meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) foi preparado de acordo com
as instrucdes do fabricante. O meio foi suplementado com 10% (v v'!) de soro fetal bovino, L-
glutamina (2,0 mM), D-glicose (4.500,00 mg L), bicarbonato de sodio (2.000,00 mg L™),
HEPES (2.380,00 mg L), piruvato de sodio (1.100,00 mg L), penicilina (60,00 mg L™),
gentamicina (40,00 mg L) e estreptomicina (10,00 mg L). O caldo Brain Heart Infusion
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(BHI) foi preparado de acordo com as instrucdes do fabricante, e suplementado com 5% de
soro fetal bovino e L-glutamina (2,00 mM). As amostras do protozoario Trypanossoma Cruzi
foram obtidas e mantidas em células Vero a 37°C com atmosfera umida 5% de CO2. As
amostras de Leishmania amazonensis da cepa PH8 foram cultivadas em BHI suplementado a
temperatura de 25 °C. Para o0 teste com Leishimania amazonensis, as amostras foram
dissolvidas em metanol e diluidos com BHI suplementado, formando uma solugéo estoque de
640,00 pug mL™* (composta por 1,00 mg do 6leo volatil, 46,50 pL de MeOH e 1.516,00 pL do
meio). A concentragdo final de metanol da solugdo estoque no excedeu 3% (v v'). Para os
testes com Tryponosoma cruzi, as amostras foram dissolvidas em metanol e diluidos com
DMEM, formando uma solucio estoque 640 pg mL™ (composta por 1,0 mg do 6leo volatil,
46,00 uL de MeOH e 1516,00 puL do meio). A concentracdo de metanol da solugdo estoque
ndo excedeu 3% (v v1).

A contagem das células foi realizada em uma cédmara Neubauer. Para realizar o
experimento, as células de protozoarios foram recolhidas (2,00 mL de meio) e contadas,

através da equacdo 2:

N° células = somatoria de células na cAmara de Neubauer x 10* x F, diluicdo x n° mLs
Equacdo 2
Cada poco das placas de 96 pogos, continha 7 x 108 de células de protozoarios.

O teste de viabilidade celular foi realizado por microdiluicdo em placa de 96 pocos
(Figura 27), a partir da solugdo mée 640,00 pug mL-1, as diluicBes em série foram feitas com o
BHI suplementado (para a Leishimania amazonensis), e a diluicdes em série foram feitas com
meio de cultura DMEM (Para a Trypanosoma cruzi).

As concentracdes testadas foram de 512,00 pg mL™* a 4,00 pug mL*. O volume final de
cada pogco foi de 100,00 pL, sendo 20,00 pL de indculo (solugdo com 7x107 parasitas em 2,00
mL) e 80,00 puL das solugbes (mae + meio). Também foram realizados os controles de
crescimento do indculo, solvente (metanol 3%), de inibicdo (DMSO 30%), meio de cultura e
das amostras. As placas de L. amazonensis e T. cruzi foram incubadas por 48 horas, a 25 °C.
Em seguida adicionada 2,00 pL em cada pogo de uma solucéo de resazurina a 3,00 MM em
tampdo fosfato salina (PBS) (ROLON et al., 2006) e novamente incubado nas mesmas
condicgdes por 24 horas. Em seguida, foi realizada a leitura da absorbéancia a 595 nm em um
espectrofotdmetro de microplaca.

63



Todos os ensaios foram realizados em triplicata e a partir dos valores das absorbancias,
a viabilidade celular foi calculada em fungdo do controle de crescimento. A partir desses
resultados, foi construido um grafico de dose-resposta com regressdao ndo linear utilizado no
calculo do ICso (concentragdo em que 50% dos parasitas foram inibidos) (CHIBALE et al.,
2007).

Figura 26-Placa de 96 pocos utilizada para os testes de Leishmania do éleo volatil

Fonte: A autora (2018).
4.6.6 Determinacéo da inibicdo das atividades enzimatica

As anélises de inibigdo glicosidicas foram realizadas no Instituto de Biotecnologia, na
Universidade Federal de Uberlandia, no campus Umuarama. Os 6leos volateis extraidos das
folhas Psidium myrtoides O. Berg foram analisados em relacdo a sua capacidade em inibir de
inibir as enzimas: a-amilase, a-glicosidase, e lipase.

A metodologia utilizada para determinacdo da inibicdo da o-amilase foi o método
GALG2CNP  modificado, utilizando o  substrato  o-(2-cloro-4-nitrofenil)p-1,4-
galactopiranosilmaltosideo (GAL-G2-a-CNP) e uma fracdo de saliva enriquecida da enzima
a-amilase (f-AS) (DA SILVA SANTOS et al., 2012; DE GOUVEIA et al., 2014). Para o
preparo da f-AS, saliva humana foi coletada pelo método de cuspe e armazenada a -20° C, por
48 h (parecer do comité de etica da UFU N. 407.597). Apos esse periodo, a saliva foi
descongelada e centrifugada a 12000 xg por 10 minutos a 20 °C. O sobrenadante foi
fracionado em uma coluna de Q-Sepharose, utilizando como fase mével um tampéao contendo
50,00 mmol L de Tris-HCI (pH 8,0), 10,00 mmol L™ de EDTA e 10,00 mmol L de EGTA.
O volume de exclusdo da coluna de Q-Sepharose foi dialisado em tampéo de bicarbonato de
aménio (50,00 mmol LY; pH 7,0), liofilizado e solubilizado em 50,00 mmol L de tamp&o

acido 2-(Nmorfolino)-etanossulfonico (MES), contendo 5,00 mmol L de cloreto de célcio,
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140,00 mmol L™ de tiocianato de potassio e 300,00 mmol L de cloreto de sddio (pH 6,0). As
amostras do 6leo volétil foram dissolvidas em DMSO e incubadas com a f-AS (proporcéao de
1:10), durante 30 minutos a 37° C. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 320,00 pL do
substrato GAL-G2-a-CNP (12 mmol L), e os valores de absorbancias foram medidos a 405
nm durante 3 minutos, com intervalo de 1 minuto a 37° C. O controle foi realizado
substituindo o 6leo volatil por tampdo MES. A acarbose foi utilizada como controle positivo.
Todos os ensaios foram realizados em triplicata e o resultado foi apresentado como
porcentagem de inibi¢do da a-amilase, calculado por meio da Equacéo 5. As Equacdes 3 e 4,
determinam a atividade da enzima em UmL™ e %, respectivamente, e foram utilizadas no

célculo da inibicdo (Equacéo 5).

- o U\ _ [ AdbsVf.Fd «
Atividade da a — amilase (m) [[—L”J: )] Equacdo 3
, . , __ (Amostra) .
Atividades & — amilase (%) = [r—r 100 Equacéo 4
Inibicio da a amilase (%) = 100 — (Atividade da a — amilase em %) Equacdo 5

Onde: AAbs/min = [(Abs3-Absl)/2] é a diferenca de absorbancia por minuto (Abs =
absorbancia; 1 e 3 = minutos); Vf é o volume total da reacdo (328 uL); Vs é o volume de
amostra (6leo volatil + enzima a-amilase, 8 pL); Fd é o fator de diluigdo da saliva (50); = é 0
coeficiente de absortividade do 2-cloro-p-nitrofenol; |1 é o comprimento do percurso da luz
(0,97); o controle ¢ a atividade da a-amilase e, a amostra ¢ a atividade da a-amilase na
presenca do 6leo volatil. Todas as andlises foram realizadas em triplicata com diferentes
concentracdes de cada amostra para a determinacdo dos valores de ICso.

A metodologia utilizada para determinagdo da inibi¢do a-glicosidase é descrita por
SHAN et al., (2016) e TOMA et al., (2014). Para verificagdo da capacidade de inibir a
atividade da enzima a-glicosidase foi utilizado o substrato 4-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo
(p-NPG) e uma fracao enriquecida da enzima a-glicosidase (f-AG). Foram usados 200 mg de
po de intestino de rato, para preparo da f-AG. A massa foi solubilizada em 3 mL de solugéo
aquosa de cloreto de sodio (0,9% m/v).

A solugcdo homogeneizada foi centrifugada a 12000 xg durante 30 minutos e o
sobrenadante (f-AG) foi usado no ensaio. As amostras de 6leos volateis foram solubilizadas
em DMSO, na concentragdo de 1,0 mg mL™? e incubadas com a f-AG e 1,5 mmol L de
glutationa reduzida (diluida em tampao fosfato a 50,0 mmol L™, pH 6,8), durante 20 minutos,

na temperatura de 37°C. A reacdo teve inicio com a adigdo do substrato p-NPG (4 mmol L%,
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em tampao fosfato de sddio a 50,0 mmol L?, pH 6,8). Os valores de absorbancia foram
medidos a 405 nm, a cada 5 minutos, no periodo de 30 minutos, na temperatura de 37 °C.
Para o controle negativo, a amostra foi substituida por tampé&o fosfato e para controle positivo,
foi utilizada a acarbose, ambos na concentragéo de 1,0 mg mL™.
Os testes foram feitos em triplicata e o resultado é dado em porcentagem de inibicdo da
a-glicosidase, calculado por meio da Equagéo 6.
Inibicdo da a — glicosidase % = [ASC cont.—ASC amost./ASC controle]x100
Equacéo 6

Onde: ASC cont. € a area sob a curva na auséncia da amostra e ASC amost. é a area sob

a curva na presenca da amostra.

A metodologia utilizada para determinacdo da inibicdo da lipase foi de Gupta e
colaboradores (GUPTA; RATHI; GUPTA, 2002). Para o teste foi utilizado como substrato o
palmitato de p-nitrofenil (p-NPP) e lipase pancreética suina (PL) (tipo I, Sigma). As amostras
foram previamente dissolvidas em DMSO até atingirem a concentragéo de 2,00 mg mL™? e em
seguida, incubadas durante 20 minutos, na temperatura de 37 °C, com uma concentracdo de
PL 10,00 g L* (diluida em 0,05 mol L* de Tris-HCI, pH 8,0, contendo 0,01 mol L* de CaCl,
e 0,025 mol L™ de NaCl). A reacéo teve inicio com a adigdo de 0,008 mol L p-NPP (diluido
em 0,50% Triton X-100). Os valores de absorbancia foram medidos em 410 nm, durante 30
minutos e na temperatura de 37 °C. Para controle positivo foi utilizado Orlistat e como
controle negativo foi empregado DMSO, ambos na concentragéo de 2,00 mg mL™. Os ensaios
foram realizados em triplicata e os resultados sdo demonstrados em percentagem de inibicéo

de lipase, calculada de acordo com a Equacéo 7.

Inibicdo da lipase (%) = [ASC cont.—ASC amost./ASC controle]x100
Equacdo 7

Onde: ASC cont. é a area sob a curva na auséncia da amostra e ASC amost. é a area sob

a curva na presenca da amostra.
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4.6.7 Docking molecular com as enzimas

4.6.7.1 Programas (softwares) utilizados

Para a realizacdo dos desenhos moleculares 3D dos ligantes foi utilizado o software
UCSF Chimera. O ancoramento foi realizado pelo ArgusLab 4.0.1 (THOMPSON MA,
2004). Todos os desenhos 3D das macromoléculas construidas utilizando o sistema
DISCOVERY STUDIO VISUALIZER SOFTWARE (2012).

No Protein Data Bank (PDB) é feita a sele¢do da enzima do estudo, e, através do banco
de dados, ha busca por uma série de enzimas de a-amilases. Na figura 28 esta a enzima a-
amilase de cddigo 1JXJ no PDB, que foi selecionada para o presente estudo.

Na figura 29 é mostrada a enzima selecionada da lipase pancreatica no PDB de codigo
1LPB.

Figura 27- Representacdo 3D do complexo alfa-amilase (1JXJ) com acarbose obtida no
Protein Bank

Legenda: O ion calcio e o ion cloreto (esferas pretas) sdo mostrados na vizinhaga do centro catalitico da enzima.

Fonte: Protein Data Bank (2019).
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Figura 28- Representacdo 3D do complexo de colipase pancreético lipase (LLBP) com um
ligante alquil fosfonato obtida no Protein Bank

Legenda: O ion calcio (esfera preta) e ligante acido metoximecosfosfinico (ligante representado por bola e bastéo
em preto e vermelho) sdo mostrados na vizinhaga do centro catalitico da enzima.
Fonte: Protein Data Bank (2019).

A escolha foi pela lipase pancreatica (1LBP) demonstrada na figura 29. As lipases
enzimas responsaveis pela hidrolise e conversdo de triacilglicerois a &cidos graxos livres e
glicerol.

No programa UCSF Chimera foi colocado o codigo SMILE! (Simplified Molecular
Input Line Entry System) para cada ligante obtido pelo site PUBCHEM. A estrutura
bidimensional de cada ligante foi gerada em 3D pelo programa Chimera e, salvo no
formato.pdb, para posteriormente, ser aberto como arquivo no Arguslab e ser realizado o
ancoramento ligante-enzima. A estrutura 2D e o codigo smiles dos ligantes estdo exibidos na
tabela 5 (Com excecdo do ligante cariofila — 4(12), 8(13)-dien-5-a-ol que foi desenhado no

software Chemdraw e gerado em 3D no Discovery Visualizer).

1O codigo SMILES é um sistema linear de notacdo quimica, desenvolvido especialmente para o uso
computacional, onde as estruturas moleculares sdo especificadas de forma precisa.
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Tabela 5-Estrutura bidimensional (2D) dos ligantes que sdo gerados em 3D pelo software

UCSF Chimera a partir do codigo SMILES

Cddigo SMILES Estrutura 2D Nome
B-cariofileno
C/C/1=C\CCC(=C)[C@H]2CC([C@@H]2C
Cl)(C)C
CCl=CC[C@@H](CCL)[C@@](C)(CcCcC=C ¢ OH a-bisabolol
(C)C)O
‘ CHs
CIC/1=C\CC(/C=C/C/C(=C/CC1)/C)(C)C a-humuleno

C[C@@]12CC[C@@H]3[C@H](CC3(C)C)
C(=C)CC[C@H]102

Oxido de cariofileno

C[C@@H]1CC[C@H]([C@H]2[C@]1(CCC
(=C2)C)0)C(C)C

Cubenol

C=C(C)C1CCC2(C)CCC=C(C)C2C10

C[C@@H]1CC[C@@H]2[C@@H]1[C@H]
3[C@H](C3(C)C)CC[C@@]2(C)O

|;|H
é;jf Globulol
H
H ‘s
HO CH,
CC(O)[C@@H]ICCIC@]2([C@H]3C1C2CCCa o (4-COpaeno
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Fonte: A autora (2019).
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Os célculos de energia de ligacdo obtidos através do docking molecular foi realizado
através do pacote computacional ArgusLab 4.0.1. A figura 30 mostra uma janela com a
penultima etapa, 0 ancoramento molecular, promovido entre o ligante e a enzima. A Ultima
etapa é manipulada através de outro software Discovery Studio Visualizer 2.0, através deste
programa € possivel obter outras informacBes com respeito ao complexo obtido. As
sequéncias das etapas do processo de docking realizada neste trabalho pode ser melhor

compreendida pelo esquema da figura 31.

Figura 29-Representagdo da janela de calculo de “Docking ” para o receptor-ligante
utilizando ArgusLab4.0

Pose 1: -0.68 kealjmol

8.94733 ave pop fitness = 6.50443¢+008 mean: 243403 std. dev. fitness: 1.26355¢+006
didates
ing the final population : 17 unique configurations

)y = -8.66241 kealimol
¢ = 34 seconds

Ho?g‘leuugea::,msav i ma e 2 @ 9 @

T

Fonte: A autora (2019).
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Figura 30-Diagrama das etapas seguidas do docking molecular

* Desenhe a estrutura do ligante ou através do codigo SMILES que pode ser
consultado no PUBCHEM, ou gere a estrutura 3D do ligante no software
Chimera, e exporte para o Arguslab. Otimize a estrutura utilizando PM3 e UFF.

* No Protein Databank (<http://www.rcsb.org/pdb/>) procurar a estrutura da
enzima 7TAA e abra no Arguslab (lembre-se que esta no formato .pdb).

+ Remova as moléculas de agua das enzimas. A estrutura dessa enzima contém
numerosos ligantes em Misc., remova-os. A partir disto, o ligante otimizado e a
enzima estao prontos para ser utilizados.

* O calculo de docking ¢ realizado do Arguslab 4.0. Para calcular a interagao,
clique em Calculation > Dock a Ligand. Apos o fim do calculo (Besz Ligand
Pose), anote a energia. O resultado da estrutura final do complexo enzima-
ligante € obtido. y,

Etapa 4

* Avisualizagao dos resultados pode ser feita com outro programa gratuito que A
dispde de mais recursos que o Arguslab para esse fim. Trata-se do Discovery
Studio Visualizer. O programa permite a visualizagao de ligagdes
intermoleculares entre o ligante e o receptor. y.

Fonte: A autora (2019).
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimentos das amostras de 6leo volatil

Para a determinacdo do rendimento do 6leo volatil das folhas frescas e secas & sombra
no periodo de setembro de 2017 (Periodo de seca), e aquele das folhas frescas e secas a
sombra no periodo de fevereiro de 2018 (Periodo de chuva), foi utilizada a equacao 1 descrita

na metodologia.

Figura 31-Fotografia do 6leo volétil obtido das folhas de Psidium myrtoides

Fonte: A autora (2018).

Tabela 6-Rendimento do dleo voléatil da P. myrtoides nos periodos de seca e chuva

Amostra Umidade folhas (%) Rendimento (%) + dp
OVFFt 50 1,08+0,04
OVFSt 16 0,77+0,01
OVFF2 55 1,4 +0,08
OVFS§? 15 1,14+0,02

Legenda: OVFF= QV folha fresca; OVFS= OV folha seca; * Periodo de seca; 2 Periodo de chuva. dp =
desvio padrdo para o experimento em triplicata.

Os oleos volateis extraidos das folhas frescas da Psidium myrtoides O. Berg
apresentaram os maiores rendimentos (1,08%;1,4%) em dois periodos do ano. Os 0leos
extraidos da folha seca apresentaram os menores rendimentos (0,77%;1,14%) nos dois
periodos do ano. Segundo relatos na literatura (GOBBO-NETO; LOPES, 2007), a diferenca
de rendimento pode ser atribuida as condi¢des climéticas, em que 0 més de fevereiro no Brasil
(verdo) ha maior precipitacdo de chuva, apresentando maior temperatura média e maior

umidade relativa do ar, ocasionando condicdes favoraveis para producdo de 6leo volatil. Esse
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fato estd de acordo com os resultados da tabela 6, pois 0 maior rendimento foi para o 6leo
volatil obtido no periodo de chuva.

FURTADO et al., (2014), estudando a variacdo sazonal do 6leo volatil de Inga Laurina
(Sw.) Willd, concluiram que o rendimento do O6leo volatil foi maior no periodo da seca
(0,00371%) do que do periodo de chuva (0,00307%). A influéncia da sazonalidade na
composi¢do quimica dos 6leos volateis também foi demonstrada por BOTREL et al., (2010)
com a espécie Hyptis marrubioides, e 0 maior rendimento em teor de 6leo obtido a partir da
massa seca foi obtido no periodo de maior precipitacdo de chuva (0,42%) e o menor
rendimento no periodo de menor precipitagdo de chuva (0,27%). J& os teores de dleo volatil
das folhas frescas de Cinnamodendron dinisii (LOURA, 2015) foram maiores no periodo de
inverno (0,33%), e 0 menor rendimento no periodo de verao (0,18%).

O teor de 6leo volatil produzido ndo depende apenas da espécie em questdo, mas
também do horério de coleta do material vegetal e da época do ano que este material vegetal é
coletado, pois a natureza dos constituintes ndo é constante durante todo ano, podendo
influenciar no metabolismo secundario das plantas, devido os fenémenos extrinsecos que
ocorrem (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; SILVA et al., 2016).
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5.2 Composigdo quimica do 6leo volatil de Psidium myrtoides O. Berg

O estudo sazonal com a espécie de P. myrtoides avaliou a variagdo da composi¢édo
quimica no periodo de seca (tabela 7-8) e chuva (tabela 9-10) e, também avaliou a
composicdo quimica pelo método de secagem das folhas a sombra por 72h nas duas estacdes

do ano.

Figura 32-Cromatogramas de CG-EM dos 6leos volateis de P. myrtoides da época de
seca
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Tabela 7-Composicdo quimica dos 6leos volateis obtidos das folhas frescas e folhas secas na

época de seca

Composto Al exp. Al exp. Al Area Area
Folha Folhaseca literatura relativa* relativa*
fresca (%) (%)
Folha Folha seca
fresca
1 0-copaeno 1383 1379 1377 8,92 6,97
2 trans- 1430 1423 1417 23,23 21,62
cariofileno
3 aromadandreno 1443 1442 1439 1,40 1,34
4 o-humuleno 1446 1458 1452 15,56 17,40
5 ishwarane 1464 1464 1465 0,78 0,93
6 d-selineno 1495 1499 1492 1,04 1,79
7 a-selineno 1495 1497 1498 1,06 2,70
8 d-cadineno 1499 1519 1513 2,82 0,76
9 trans-cadina-1,4- 1519 1528 1533 0,92 2,14
dieno
10 cadineno 1534 1539 1537 4,76 1,66
11 elemol 1544 1545 1548 1,49 1,75
12 trans-nerolidol 1551 1561 1561 1,99 2,28
13 (-)espatulenol 1566 1569 1577 2,51 1,20
14 oxido de 1574 1587 1582 7,69 13,59
cariofileno
15 globulol 1593 1607 1608 0,65 0,35
16 époxido de 160 1613 1608 2,61 6,09
humuleno 11
17 cubenol 1627 1634 1645 3,62 3,79
18 muurola-
4,10(14)dien-1- 1640 1639 1630 0,33 0,22
B-ol
19 cariofila- 1646 1643 1639 0,12 0,24
4(12),8(13)-dien-
5-a-ol
20 selina-3,11-dien- 1658 1651 1642 0,03 0,29
6-0-0l
21 muurolol < o> 1669 1653 1644 1,79 1,50
22 intermedeol 1672 1662 1658 1,33 1,17
<neo>
23 N.I
24 B-bisabolol 1687 1677 1674 0,89 2,23
25 a-bisabolol 1701 1693 1685 10,16 5,89
26 eudesm-7-(11)- 1712 1704 1700 0,79 0,73
em-4-ol
Total 96,49 98,63
N.1 0,51 1,30

Legenda: Alexp Indice de retengdo determinado em relacdo ao padréo n-alcanos Cs-Cspoem coluna OV-5 (30m X
0.25; 025um); Alii: Indice de retencdo da literatura (Adams, 2007); *Area relativa (%): Pico da area relativa
sobre a érea total no CG-FID, por trés replicatas. N.I = Nao-identificado.
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Tabela 8- Compostos quimicos dos 6leos volateis obtidos das folhas frescas e folhas secas no
periodo de seca identificados por CG-EM
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Os constituintes majoritarios do OV das folhas frescas, estdo no gréfico da figura 33,
apresentando o a-copaeno (8,92%), trans-carofileno (23,23%), a-humuleno (15,56%), 6xido
de cariofileno (7,69%), ¢ a-bisabolol (10,16%) como os constituintes mais abundantes no OV
da planta. A classe de terpenos com maior frequéncia sdo os sesquiterpenos hidrocarbonetos
com 60,49%, e em seguida, 0s sesquiterpenos oxigenados com 36%, e os nédo-identificados
(N.I) representam 0,51%, conforme mostrado na figura 33.

Figura 33-Constituintes majoritarios (a) e a classe de terpenos (b) das folhas frescas na da P.
myrtoides na época de seca

Compostos majoritarios P. myrtoides O. Berg

trans-

cariofileno;
23,23
QOutros; 34,44
a-copaeno; 8,92
a_
humuleno;
15,56
a-bisabolol; 10,16
oxido de

cariofileno; 7,69

(@)

Classe de terpenos P myrtoides O.Berg

0,51
36
60,49
Sesquiterpenos oxigenados Sesquiterpenos hidrocarbonetos m NI
(b)
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Os constituintes majoritarios do OV das folhas secas também estdo demonstrados no
grafico da figura 34, apresentando o a-copaeno (6,97%), trans-carofileno (21,62%), a-
humuleno (17,40%), 6xido de cariofileno (13,59%), epoxido de humuleno 11 (6,09 %), ¢ a-
bisabolol (10,16%) como os mais abundantes do OV da planta. A classe de terpenos com
maior frequéncia sdo os sesquiterpenos hidrocarbonetos que representam 57,31 %, e 0s
sesquiterpenos oxigenados aparecem com 41,32%, e os N.I representam 1,3%, conforme

mostrado no grafico da figura 34.

Figura 34-Constituintes majoritarios (a) e a classe de terpenos (b) das folhas secas na da P.
myrtoides na época de seca

Compostos majoritatios P myrtoides O. Berg

trans-
cariofileno;
21,62
Outros; 28,44
d-copaeno; 6,97
. o-humuleno;
a-bisabolol; 5,89 174
époxido de
humuleno II; 6,09
oxido de

cariofileno; 13,59
(@)

Classe de terpenos da P. myrtoides O. Berg

L3
41,32
57,31
Sesquiterpenos oxigenados Sesquiterpenos hidrocarbonetos = N.I
(b)
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Para os Gleos volateis obtidos das folhas coletadas no periodo chuvoso, conforme os
gréficos da figura 35 e a tabela 9, houve uma variacdo qualitativa e quantitativa nos
constituintes quimicos, porém, 0s compostos majoritarios, mantiveram-se inalterados. N&o
houve alteracdo desses constituintes quimicos quando foi realizado a secagem a sombra por
72 h. Neste periodo chuvoso foram identificados 22 compostos quimicos conforme

identificados na tabela 9 e 10.

Figura 35-Cromatogramas de CG-EM dos dleos volateis de P. myrtoides na época de chuva
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Tabela 9- Composicédo quimica dos 6leos volateis obtidos das folhas frescas e folhas secas no

17

18
19

20
21
22

Total
N.I

periodo de chuva

Composto Alexp.  Alexp. Al Area Area
Folha Folha literatura relativa* relativa*
fresca seca (%) (%)

Folha Folha
fresca seca

a-copaeno 1334 1382 1377 4,86 7,11

trans- 1375 1427 1417 18,02 27,38
cariofileno
trans-o- 1392 1443 1438 1,31 1,89
bergamoteno
Aromadandreno 1408 1446 1439 1,02 0,39
a-humuleno 1414 1462 1452 13,56 16,18

Ishwarane 1431 1465 1465 0,28 0,51

d-selineno 1440 1495 1492 1,29 1,97

a-selineno 1449 1500 1498 1,66 2,81

d-cadineno 1464 1515 1513 2,64 0,7

trans-cadina- 1465 1529 1533 1,3 1,88
1,4-dieno

a-cadineno 1477 1540 1537 1,13 1,97

elemol 1487 1547 1548 1,36 1,39
trans-nerolidol 1494 1563 1561 0,91 1,65
(-)espatulenol 1508 1570 1577 1,35 0,91

oxido de 1518 1590 1582 20,66 11,41
cariofileno

époxido de 1533 1617 1608 10,21 4,29

humuleno |1
muurola- 1557 1636 1630 1,17 1,39
4,10(14)dien-1-
p-ol
muurolol < o> 1577 1655 1644 1,18 0,98

Intermedeol 1590 1663 1658 4,56 4,16

<neo>

B-bisabolol 1601 1679 1674 2,65 2,18

a-bisabolol 1618 1694 1685 7,5 8,1

eudesm-7-(11)- 1633 1382 1439 0,79 0,75
em-4-ol
99,41 100
0 0

Alexo Indice de retencdo determinado em relagdo ao padrdo n-alcanos (Cs-Cso) em coluna OV-5 (30m X 0.25;
025um); Aliit: Indice de retencdo da literatura (Adams, 2007); *Area relativa (%): Pico da area relativa sobre a

area total no CG-FID, por trés replicatas. N.I = Nao-identificado.
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Tabela 10-Compostos quimicos dos 6leos volateis obtidos das folhas frescas e folhas secas na

época de chuva identificados por CG-EM
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Os constituintes majoritarios do 6leo volatil da folha fresca no periodo de chuva, estdo
no grafico da figura 36, apresentando o a-copaeno (4,86%), trans-carofileno (18,02%), a-
humuleno (13,56%), oxido de cariofileno (20,66%), epéxido de humuleno 1l (10,21%), ¢ o-
bisabolol (7,5%) como os mais abundantes do OV da planta. A classe de terpenos com maior
frequéncia s@o o0s sesquiterpenos hidrocarbonetos que representam 47,07% e, o0S
sesquiterpenos oxigenados representam 52,34%, conforme mostrado na figura 36.

Figura 36- Constituintes majoritarios (a) e a classe de terpenos (b) das folhas frescas na da P.
myrtoides na época de chuva

Compostos majoritarios da P. niyrtoides O. Berg

trans-
cariofileno;
18.02 .
Outros: 25,19 ag-copaeno; 4.86
a-humuleno;
a-bisabolol; 7.5 13.56
oxido de
cariofileno;
époxido de 20,66
humuleno II;
10.21
(a)

Classe de terpenos P. myrtoides O. Berg

47,07

Sesquiterpenos oxigenados Sesquiterpenos hidrocarbonetos

(b)

Fonte: A autora (2019).
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Os constituintes majoritarios do Oleo volatil da folha seca estdo demonstrados no
grafico da figura 37, apresentando o a-copaeno (4,86%), trans-carofileno (18,02%), a-
humuleno (13,56%), oxido de cariofileno (20,66%), epéxido de humuleno 1l (10,21%), ¢ o-
bisabolol (7,5%) como o0s constituintes mais abundantes no OV da planta. A classe de
terpenos presente sdo: Os sesquiterpenos hidrocarbonetos que representam 62,79%, e 0s
sesquiterpenos oxigenados representam 37,21%, conforme mostrado no gréfico da figura 37.

Figura 37-Constituintes majoritérios (2) e a classe de terpenos (b) das folhas secas na da P.
myrtoides na época de chuva

Compostos majoritarios P myrtoides O. Berg

trans-
cariofileno;
Outros; 25.53  27.38

a-bisabolol; 8.1

époxido de
humuleno II; 4,29

d-copaeno; 7,11

oxido de o-humuleno;
cariofileno; 11.41 16,18

(@)

Classe de terpenos P. myrtoides O.Berg

37,21

62,79

Sesquiterpenos oxigenados Sesquiterpenos hidrocarbonetos

(b)

Fonte: A autora (2019).
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Nos 6leos volateis das folhas de Psidium guajava e de outras espécies da familia
Myrtaceae, 0 trans-cariofileno, o a-humuleno, o B-bisabolol e o éxido de cariofileno séo
muito encontrados e sofrem variagdo da sua composi¢do quimica dependendo do cultivar?
(MENDES et al., 2017). Assim como fatores extrinsecos j& mencionados influenciam no teor
do dleo volatil, também influenciam na variabilidade da composi¢do do 6leo volatil, por
exemplo: temperatura, a umidade relativa, duracdo total de exposi¢cdo ao sol, e 0 regime de
ventos exercem influéncia direta, principalmente, sobre as espécies que possuem estruturas
histoldgicas de estocagem na superficie. Além do mais o grau de hidratagcdo do terreno e a
presenca de micronutrientes (N, P, K) também podem influenciar na composi¢do dos 6leos
volateis, contudo ndo se pode prever um padrdo, pois cada espécie reage de forma
diferenciada. (SIMOES et al., 2017).

O acesso ao banco de dados de 6leo voléatil chamado EssOilDB permite que seja feita
uma comparacdo dos resultados de composic¢dao quimica obtidos no presente trabalho com o
género Psidium e com a familia Myrtaceae utilizando o banco de dados.

Na figura 38 é mostrado 1,8 cineol ou eucaliptol (Figura 40) como é chamado,
corresponde a 34.7% como composto quimico que aparece com maior frequéncia obtido a
partir das folhas de Myrtaceae. O segundo composto mais abundante € o alfa-pineno (23.9%).
O 5° composto mais abundante é o trans-carofileno (6.3%) obtido a partir das folhas, ramo e
flores. Varios estudos foram realizados para comparar perfis de 6leo essencial sob diferentes
condicdes experimentais através do banco de dados EssOilDB (KUMARI et al., 2014). Com
uma busca de 17.982 registros obtemos a variacdo de compostos quimicos dentro da familia
Myrtaceae, conforme a figura 39. Os monoterpenos correspondem a 25,70% dos compostos

obtidos, seguidos de derivados de monoterpenos (23,30%), e sesquiterpenos (10,60%).

2 Segundo a Lei de Protecdo de Cultivares, Lei n.° 9.456/1997, cultivares sdo espécies de plantas que foram

melhoradas devido a alteracdo ou introducgdo, pelo homem, de uma caracteristica que antes ndo possuiam. Elas se

distinguem das outras variedades da mesma espécie de planta por sua homogeneidade, estabilidade e novidade.
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Figura 38-Representacao dos registros da familia Myrtaceae no EssoilDB: Compostos
quimicos mais frequentes e suas estruturas quimicas

Compostos quimicos (%) com maior frequéncia na familia Myrtaceae

B

6.3

u 1,8-cineol = Alfa-pineno = Limoneno Viridiflorol

Trans-cariofileno = Alfa-terpineol = Outros

Fonte: Adaptado de ESSOILDB (2018).

Figura 39- Classe de Compostos quimicos descritos da familia Myrtaceae

Classes de compostos quimicos na familia Myrtaceae (%)

Total de
registros =
sS4 17982
= Monoterpeno = Derivado de monoterpeno
= Sesquiterpeno Sesquiterpenol
= Alcool monoterpeno = Alcool
= OQutros

Fonte: Adaptado de ESSOILDB (2018).
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Figura 40-Compostos quimicos mais frequentes na familia Myrtaceae e suas estruturas

quimicas
CH3
i HiC—=CH,
1,8-cineol Alfa-pineno Limoneno (R)

HO CHs
CHj

HaC
3 H,C CHs

Alfa-terpineol Trans-cariofileno Viridroflorol

Fonte: A autora (2019).

Através de uma busca no banco de dados da EssOilDB também é possivel fazer o
levantamento dentro do género Psidium sobre as espécies que apresentam uma determinada
frequéncia de terpenos. As espécies mais frequentes do género sdo: Psidium guajava, Psidium
cattleianum, Psidium guineense e Psidium wrightii (EssOilDB, 2018). Conforme esta
representado nos quatros graficos da figura 41, o trans-cariofileno (36,7%) € o sesquiterpeno
cuja classe terpénica possui maior frequéncia dentro do género Psidium. Em seguida,
representado na figura 41, vem o alfa-pineno (12,9%), 1,8-cineol (12,3%), e o 6xido de
cariofileno com (12%) (Figura 43).

A frequéncia total dos sesquiterpenos no género Psidium é cerca de 36,29% (Figura 42),
trazendo uma boa representatividade para esta classe dentro do género e da familia

Myrtaceae.
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Figura 41-Representacdo dos registros do género Psidium no EssoilDB: Compostos quimicos
mais frequentes e suas estruturas quimicas

Compostos quimicos (%) com maior frequénciano genéro Psidium

3.5
3,83,?

K\

12

m Trans-cariofileno = Alfa-pineno = 1.8-cineol
Oxido de cariofileno = Limoneno = Alfa-humuleno
Tau-cadinol = Alfa-terpineol Delta-cadineno

= Beta-selineno

Fonte: Adaptado de ESSOILDB (2018).

Figura 42-Classe de Compostos quimicos descritos do género Psidium no EssoilDB

Classes de compostos quimicos no genéro Psidium (%)

2

3.44.61
= Monoterpeno = Derivado de monoterpeno
= Sesquiterpeno Sesquiterpenol
= Alcool monoterpeno = Alcool

= Qutros

Fonte: Adaptado de ESSOILDB (2018).
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Figura 43- Representacdo dos registros do género Psidium no EssoilDB: Espécies, compostos
quimicos e suas estruturas quimicas

CH3
C cn ;
s HaC—CH,
1,8-cineol Alfa-pineno Limoneno (R)
CH
HO CH, % CH,
CH;s CHj
=
H,;C \
HsC
Alfa-terpineol Trans-cariofileno Alfa-humuleno
Oxido de cariofileno Delta-cadineno Beta-selineno Tau-cadinol

Fonte: Adaptado de ESSOILDB (2018).

Dentro desse contexto, foi possivel verificar através do banco de dados da EssOilDB
que o trans-cariofileno € o primeiro composto quimico mais abudante presente no 6leo
volatil do género Psidium, e em concordancia com o presente trabalho, também da espécie P.
myrtoides O. Berg. Ainda no contexto das informacbes apresentadas no banco de dados, o
género Psidium apresenta o 0xido de cariofileno como quarto composto mais abundante, o
que corrobora com os resultados obtidos no presente trabalho para a espécie P. myrtoides.

Conforme reportado por CARNEIRO et al. (2010), que estudou a Plectranthus
amboinicus, deduziu que a maior concentragdo de trans-cariofileno (%) em funcdo das
condigdes experimentais ocorreu na condicdo de maior exposi¢do solar. O contrario foi
observado com os resultados demonstrados na tabela 8, de modo que o 6leo extraido da folha
fresca e seca no periodo seco (Periodo de menor exposi¢do solar), apresenta concentragdo

maior de trans-cariofileno (%).
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Outra observagdo importante € o aumento de 6xido de cariofileno na composic¢do do
6leo volatil da folha seca (13,59%) em relagdo ao 6leo extraido da folha fresca (7,69%), no
periodo seco. Segundo a revisdo feita por Turek e Stintzing (2013), o éxido de cariofileno é
um metabdlito secundario estavel resultante da auto-oxidacdo do trans-cariofileno. Embora, a
auto-oxidacdo tenha sido particularmente estudada no campo dos 6leos graxos, desempenha
um papel de grande importéncia para deterioracdo dos terpendides. A partir desta anélise feita
por Turek e Stintzing podemos sugerir que 0s componentes quimicos do o6leo volatil da P.
myrtoides, como trans-cariofileno, podem ter sofrido uma auto-oxidac¢do maior na folha fresca
durante o periodo de seca, gerando uma quantidade maior na composicdo de 6xido de
cariofileno. Fatores que influenciam a auto-oxidacdo dos 6leos volateis sdo: luz, temperatura,
acessibilidade ao oxigénio do ar, e impurezas também podem influenciar diretamente a
estabilidade do 6leo volatil (TUREK; STINTZING, 2013).

Entretanto, os resultados expressos na composi¢do do 6leo volétil dependem de um
conjunto de fatores, tanto abi6ticos como bidticos, ndo podendo ser atribuido apenas aos
fatores mencionados anteriormente, mas a uma rede complexa de fatores e/ou condicdes
ambientais (GOBBO-NETO, LOPES, 2007; SIMOES et al., 2017).

Este resultado também pode ter relagdo com as cavidades secretoras quando é realizada
a secagem das folhas, fazendo com que alguns compostos se evidenciem mais que 0s outros
em detrimento da disponibilidade destes na superficie ou no interior foliar, que esta associada
a producdo de metabdlitos secundarios mais fortemente de acordo com a época do ano.
Conforme foi reportado por PIMENTEL et al. (2012), pode ocorrer diminui¢do na quantidade
de volateis do material seco, que esta relacionada a perda dos compostos armazenados em
estruturas internas, como cavidades secretoras ou células oleiferas, que podem ser arrastadas
pelos vapores de dgua durante o processo de secagem, uma vez que a agua pode atuar como
solvente, e o vapor produzido durante a secagem das folhas se torna o agente carreador dos
compostos lipofilicos.

Dentro deste contexto, esta explicacdo da diminuicdo na quantidade de volateis do
material seco pode estar associada a perda significativa do 6xido de cariofileno (20,66%) para
(11,41%), respectivamente, do OV da folha fresca e OV da folha seca, relacionando o seu
armazenamento em estruturas internas. Também ha possibilidade de invés de diminuir, pode
aumentar o teor de Oleo volatil produzido, que pode ocasionar a ruptura de tecidos e,
consequentemente, de estruturas secretoras, resultando no extravasamento dos compostos

presentes no interior da folha, incluindo os constituintes volateis.
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5.3 Avaliacao da atividade antioxidante (ORAC) do 6leo volatil

Conforme descrito na literatura, os principais componentes dos 6leos volateis podem ser
classificados em duas familias estruturais em relacdo ao esqueleto de hidrocarbonetos, isto &,
terpenos oxigenados ou ndo oxigenados. Os terpendides podem ser formados pela
combinacdo de dois (monoterpenos), trés (sesquiterpeno), ou quatro (diterpeno) unidades de
isoprenos. De acordo com alguns resultados na literatura, foi demonstrado que a capacidade
antioxidante e antimicrobiana dos Oleos volateis esta diretamente ligada aos terpenos
oxigenados (AMORATI; FOTI; VALGIMIGLI, 2013). Conforme a figura 44, podemos
verificar o desempenho da atividade antioxidante pelo método ORAC dos 6leos volateis da
Psidium myrtoides produzidos em duas estaces do ano e tipos de secagem. Segundo
reportado por Amorati, Foti, e Valgimigli (2013), os 6leos volateis apresentam desempenhos
melhores quando estdo presentes na sua composicao terpendides oxigenados.

Conforme os resultados da figura 44, o oOleo volatil extraido no periodo de chuva
(OVFF?) apresentou maior presenca de sesquiterpenos oxigenados (52,34%) e, portanto,
maior potencial antioxidante. O menor desempenho foi para o (OVFF?) obtido no periodo de
seca da folha fresca. PGrem, o desempenho do OV ¢€ o resultado de uma complexa interacdo
entre 0s seus constituintes quimicos com os radicais livres. O 6leo volatil obtido no periodo
chuvoso extraido da folha seca (OVFS?) apresentou um menor percentual de sesquiterpenos
oxigenados. Porém, teve um desempenho antioxidante relativamente alto, isto é, ndo é
possivel inferir com precisdo que sejam apenas essa familia de hidrocarbonetos responsavel
pela acdo observada, pois o efeito antioxidante dos 6leos volateis, muitas vezes, decorre do
sinergismo existente entre todas as substancias presentes (CANDAN et al., 2003). A ordem
crescente de atividade antioxidante observada se da da seguinte maneira: OVFF<
OVFS'<OVFF<OVF&2,
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Figura 44-Atividade antioxidante (ORAC) do 6leo volatil de acordo com a sazonalidade

Atividade antioxidante (ORAC) do 6leo volatil de acordo com a
sazonalidade
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m Sesquiterpenos oxigenados 36 4132 52.34 3721 =
(%0) =
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Legenda: OVFF= OV folha fresca; OVFS= OV folha seca; * Periodo de seca; 2 Periodo de chuva.
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5.4 Avaliacdo da atividade antibacteriana

Baseado em um critério estabelecido por MACHADO et al. (2005), para classificar os
0.V’s sdo atribuidos valores de MIC dentro de uma escala. Os 6leos volateis que apresentam
excelente atividade antibacteriana; apresentam MIC menor que 10 pg mL™®. Valores de MIC
entre 10-100 pg mL™* sdo considerados bons; valores entre 100 e 500 pg mL™ sdo
considerados moderados; valores entre 500 e 1000 pg mL™ sdo considerados baixos, e para
valores de MIC acima de 1000 pg mL™, essas amostras sdo consideradas inativas.

Na tabela 11 estdo demonstradas as atividades antibacterianas para o 6leo volatil de P.
myrtoides. O Oleo volatil extraido do periodo de seca apresentou atividade moderada para as
bactérias Streptococcus sanguinis (200 ug mL?) e Streptococcus mutans (400 pg mL?) e foi
inativo para Streptococcus mitis dentro do intervalo das concentracfes testadas. O 6leo volatil
extraido no periodo apresentou atividade moderada apenas para S. sanguinis com MIC de 200
pg mL™. No estudo de Dias et al. (2018), o 6leo das folhas de P. myrtoides O. Berg indicou
atividade para estas mesmas bactérias com MIC’s entre 62,5 e 250 ug mL™. Com relacéo as
bactérias bucais anaerobias os OV’s do periodo de seca e periodo chuva ndo evidenciaram
nenhuma atividade relevante dentro do intrevalo testado (0,0139 — 400 pug mL™). O mesmo
ocorreu quando foram testadas as bactérias Streptococcus aureus, E. coli e Pseudomonas
aeruginosa.

Foi reportado por MARTINS et al. (2015), que a atividade antimicrobiana contra
patégenos humanos gram-positivos e gram-negativos pode ser explicada pela presenca de
metabdlitos secundarios como sesquiterpenos presentes em altas concentragcdes no 6leo
volatil. Numa revisdo realizada na literatura por LANG e BUCHBAUER (2012), foi
reportado a diferenca entre bactérias gram-positivas e gram-negativas. Bactérias gram-
negativas possui uma bicamada lipidica, e os constituintes do dleo como sdo hidrofdbicos
possuem maior dificuldade de penetrar e estabelecer um contato mais efetivo com a dupla
membrana das bactérias gram-negativas. As bactérias gram-positivas apresentam apenas uma
camada lipidica, isto reflete no desempenho dos 6leos volateis, e isto é em parte, justifica o
resultado para Streptococcus sanguinis ser moderado. Essa diferenca na atividade pode estar
relacionada também com variagfes qualitativas e quantitativas na composi¢do quimica dos
Oleos volateis. Isto ocorre provavelmente por muitos fatores que pode influenciar a

composi¢do quimica dos 6leos como: caracteristicas do solo, sazonalidade, intensidade da luz,
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condicBes climaticas, fatores genéticos e técnicas de extracdo (GOBBO-NETO, LOPES,
2007; SIMOES et al., 2017).
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Tabela 11- Resultados da atividade antibacteriana (CIM) in vitro dos 6leos volateis da
Psidium myrtoides

Concentracdo inibitoria minima (CIM pg mL™?) Controle
Microorganismo Amostra Clorexidina
pg mL™
Aerdbias Oxido de Trans OVFFt OVFS! OVFF?2 OVFS?
Cariofileno Cariofileno
Streptococcus mutans® >400 >400 >400 >400 >400  >400 0,922
(ATCC 25175)
Streptococcus mitis® >400 >400 >400 >400 >400  >400 3,688
(ATCC 49456)
Streptococcus >400 >400 200 200 200 200 0,922
sanguinis®
(ATCC 10556)
Aggregatibacter >400 >400 >400 >400 >400  >400 0,460
actinomycetemcomitans
(ATCC 43717)
Cloranfenicol
Mg mL™
Staphylococcus aureus >400 >400 >400 >400 - - 6,75
(ATCC 25923)
Escherichia coli >400 >400 >400 >400 - - 3,125
(ATCC 25922)
Pseudomonas >400 >400 >400 >400 - - 12,5
aeruginosa
(ATCC 27853)
Metronidazol
Anaerdbias pg mLt
Porphyromonas >400 >400 >400 >400 >400  >400
gingivalis®
(ATCC 33277) 0,0115a5,9
Fusobacterium >400 >400 >400 >400 >400  >400
nucleatum?
(ATCC 25586)
Actinomyces >400 >400 >400 >400 >400  >400
naeslundii®
(ATCC19039)

2 Gram-negativa; ® Gram-positiva. OVFF= OV folha fresca; OVFS= OV folha seca; * Periodo de seca; 2
Periodo de chuva.
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5.5 Avaliacéo da atividade antifungica

De acordo com a literatura, classificou-se a atividade antifingica dos 6leos essenciais
em forte (até 500 pg/mL), moderada (entre 500 e 1500 pg mL™), fraca (maior que 1500 pg
mL1) (SARTORATTO et al., 2004).

Analisando a tabela 12, podemos verificar que a atividade antifungica para C. glabrata
de acordo com a classificacdo foi forte para os volateis (folha fresca e seca no periodo seco)
com CIM respectivos, de 187,5 e de 46,87 pug mL™, com atividade moderada para éxido de
carofileno e, com atividade fraca para o trans-carofileno.

As atividades antifungicas para C. albicans, dos 6leos volateis (OVFSt e OVFF?), do
trans-carofileno, e do éxido de carofileno, apresentaram um efeito fangico fraco, com CIM
igual a (>3000 pg mL). As atividades antifingicas para C. tropicalis, apresentou-se entre
moderada e fraca, atividade para os 6leos volateis (OVFS! e OVFF!), com CIM igual a (1500
png mL7). Para o trans-carofileno apresentou atividade moderada (750 pug mL™), e para o
oOxido de carofileno CIM > 3000 pg mL™.

O resultado para C. glabrata (187,5 e 46,87 ug mL™) no presente estudo € importante e
expressivo visto que é uma levedura do ambiente hospitalar, a qual apresentou uma das
maiores resisténcias ao fluconazol (64,7%) segundo o estudo apontado por Furlaneto e
colaboradores (2011). Outras pesquisas ja apontam que cerca de 10% da C. glabrata
apresentam resisténcia ao fluconazol, e cerca de 52% sdo resistentes ao itraconazol, e também
podem ser mostrar resistentes a anfotericina B (DIEKEMA et al., 2002).

Os azdis (fluconazol, itraconazol, outros) que séo utilizados no tratamento convencional
para tratar os fungos, eles inibem a sintese de ergosterol dos fungos através da ligacdo com a
enzima lanosterol 14-a-demetilase, 0 que provoca alteracbes na membrana citoplasmatica
fangica, podendo reduzir ou desencadear 0 aumento da producdo da enzima. A anfotericina B
também é um fungicida/parasiticida que também atua se ligando preferencialmente ao
ergosterol da membrana celular de fungos e protozoarios, alterando a permeabilidade de

membrana e causando extravasamento dos componentes intracelulares (HAMILL, 2013).
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Tabela 12-Resultados de leveduras (CIM) in vitro dos 6leos essenciais da Psidium myrtoides

Concentracdo inibitdria minima (CIM, pg mL™)

Microorganismo

Amostra Candida albicans ~ Candida glabrata ~ Candida tropicalis
ATCC 28366 ATCC 15126 ATCC 13803
Oxido de >3000 750 >3000
Carofileno
Trans-Carofileno >3000 >3000 750

OVFF! 3000 187,5 1500
OVFSt 3000 46,9 1500
OVFF2? 1500 187,5 375
OVFS2 1500 375 750

OVFF= QV folha fresca; OVFS= OV folha seca; 1 Periodo de seca; 2 Periodo de chuva.

5.6 Avaliagdo da atividade antiprotozoario e citotoxicidade

Os dados da atividade leishmanicida e citotoxidade foram obtidos a partir dos graficos
de viabilidade celular. Os resultados obtidos para todos os OV’s foram correlacionados
através do célculo do indice de seletividade (IS) (Tabela 13).

Tabela 13-Resultados da atividade leishmanicidal e tripanossomicidas (Clso) in vitro,
citotoxidade (CCsp) e Indice de Seletividade (IS) dos 6leos essenciais da Psidium myrtoides

Espécie protozoario Concentracdo citotdxica
(Cls0) pg mL? (CCs0) pg mL™
Trypanosoma  Leishmania Vero

Amostra cruzi amazonensis 1S3
OVFF 796,3+ 8,93 Néo toxico 58,99 +10,41 -1,13 -
OVFSt 54,05 + 5,25 N&o toxico 71,77 6,41 0,12 -
OVFF2 Néo téxico 31,8x5,74 53,79 £ 6,55 - 0,23
OVFS&? N&o toxico 55,7+ 7,86 66,57 + 1,685 - 0,08

OVFF= 0V folha fresca; OVFS= OV folha seca;  Periodo de seca; 2 Periodo de chuva. 3 1S= indice

de seletividade.
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A partir dos ensaios in vitro é possivel calcular a concentragdo que determina 50% de
viabilidade celular (CCsp), e fazer a relagdo com valores de 1Cso para o calculo do indice de
seletividade (1S). O IS é calculado pelo logaritmo da razédo entre CCso e 0 valor de ICso (IS
=log [CCsp vero cells]/[ICso]). Quanto mais seletivo for o 6leo volétil da planta em relacéo a
equacdo, produzird um valor de Sl entre 2 e -2. Um valor positivo representa maior
seletividade contra microorganismos do que toxicidade celular, e um valor negativo, menor
seletividade pelos microorganismos e maior citotoxicidade (CASE et al., 2006).

De acordo com os resultados da tabela 13 no periodo de seca, 0 OVFS! apresentou
menor valor de ICsp para T. cruzi e 0 OVFF! apresentou maior I1Cso Isso significa que para
ensaio com OVFF! é preciso uma maior concentracdo para inibir 50% dos parasitas. Segundo
Case e colaboradores (2006), o OVFF! é mais toxico do que seletivo para o parasita, de
acordo com o valor negativo calculado do IS na tabela 13. Para os OVFF2 e OVFS? obtidos
no periodo de chuva ndo houve inibicdo contra T. cruzi na concentracao testada.

Para os resultados L. amazonensis as amostras OVFF' e OVFS! ndo apresentaram
inibicdo contra o parasita na concentracdo testada. J& as amostras OVFF2 e OVFS2
apresentaram baixos valores de 1Cso. Avaliando-se o IS para os 6leos do periodo de chuva, 0s
valores sdo positivos, demonstrando que, apesar do baixo valor de IS, s&o seletivos para inibir
o0 parasita. Dentro deste contexto o0 OVFS?, OVFF2, e OVFS? mostrou um carter promissor
para a busca de um fitoterapico que possa ser eficiente e que ndo apresentem efeitos colaterais
no tratamento da leishmaniose e doenca de chagas.

Outra perspectiva de discussdo é a composicdo quimica e a classe de compostos
presentes no 6leo volatil. Os terpenos possuem caracteristicas hidrofébicas. A lipofilicidade
de um composto depende de vérias caracteristicas, volume molecular, polaridade, etc. A
toxicidade dos 6leos volateis vai depender da classe de terpenos que o constituem, pois disto
determinaréa a interacdo que os 6leos volateis terdo com a membrana da célula do protozoario.
Desta acdo, poderd haver rompimento da membrana lipidica, causa da interacdo dos
componentes hidrofobicos com o microrganismo (SIKKEMA, 1995).

Estudos realizados por Da Silva e colaboradores (2018) avaliou a susceptibilidade in
vitro das formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis. Esses autores relataram que,
nos testes in vitro, 0s monoterpenos sao mais eficazes que os sesquiterpenos contra as formas
de L. amazonensis, porém no estudo desenvolvido, o o0leo volatil mais efetivo foi o que
continha 67 vezes menos monoterpenos (DA SILVA et al., 2018).

Ja outros estudos na literatura comprovam que a inibigdo dos protozoérios, provém dos

sesquiterpenos. Por exemplo, é 0 caso do componente quimico a-bisabolol, que existe a
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comprovacao da sua atividade leshimanicida e tripanossomicida realizada a partir de ensaios.
ROTTINI et al., (2015) relataram a inibi¢cdo de L. amazonensis a partir do a-bisabolol, que
ocorreu em 24h, alcangando um valor ICso igual a 8,07 pg mL™. Entretanto, ha outros 0leos
volateis pertencentes a familia Myrtaceae que possuem baixo percentual de a-bisabolol, e
possuem um efeito de inibicdo forte contra L. amazonensis (DA SILVA et al., 2018).

Soares e colaboradores (2013) apontaram que o0 trans-cariofileno (composto
majoritario), do 6leo de copaiba é o responsavel pela atividade anti-leshimanicida. Foram
estudadas 4 amostras de 0leos de copaiba diferentes e, dentre elas, as amostras C1 (44,2%) e
C4  (36,5%)foram as que mais apresentaram trans-carofileno na sua composicéo,
apresentando 1Cso iguais a 2,9 e 2,3 ug mL™, respectivamente. Ja o trans-carofileno na sua
forma isolada apresentou ICso igual a 1,3 pg mL* (SOARES et al., 2013).

5.7 Avaliagdo de inibicao enzimaética e estudo de docking molecular

No presente trabalho, os resultados do teste para verificar a inibicdo das amostras de
6leo volatil obtidas das folhas de P. myrtoides sobre a enzima a-amilase sdo expressos em
porcentagem de inibigdo enzimatica (%). A concentracdo das amostras testadas e do controle
positivo utilizado no teste foi 1 pug mL™.

Os resultados de atividade enzimatica da alfa-amilase estdo expostos na tabela 14. Os
maiores valores de porcentagem de inibi¢do enzimética indicam melhor atividade da amostra
em inibir a a-amilase. Porém, todos percentuais de inibi¢do enziméatico das amostras dos 6leos

volateis foram inferiores aqueles apresentados pelo controle positivo, a acarbose (99.9 + 1.2).

Tabela 14- Resultados de inibicdo enzimatica da alfa-amilase pelas amostras de 6leo volatil
das folhas frescas e secas a partir do estudo sazonal

Inibicdo de alfa-amilase (%0)

Amostra periodo seca periodo de chuva
OVFF! 173+28 -
OVFS$t 10,1+£39 -
Acarbose 999+1,2 999+1,2
OVFF 2 - 6,8+ 3,5
OVFS 2 - 47+30

OVFF= 0V folha fresca; OVFS= OV folha seca; * Periodo de seca (Setembro 2017); 2 Periodo de

chuva.
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Os resultados enzimaticos expressos na tabela 14 serdo discutidos por meio de dois
caminhos: Utilizando docking molecular e, a mudanga na composicao quimica do 6leo volatil
com a influéncia sazonal.

Primeiro, vamos abordar a discussdo com os resultados de docking molecular. Os
calculos de energia de ligacéo (kcal/mol) foram realizados através do software Arguslab 4.0, e
através da relagdo com a equacgdo da Energia Livre de Gibbs (AG), a constante de inibigdo
(Ki) foi obtida.

Os compostos majoritarios do Oleo volatil da P. myrtoides que foram identificados nas
duas épocas do ano para todos 6leos produzidos no presente trabalho, foram considerados
como candidatos a inibidores, sdo eles: trans-cariofileno, a-humuleno, éxido de cariofileno e
a-bisabolol ¢ a-copaeno (Conforme descrito na tabela 15).

Ja os componentes quimicos (ndo-majoritarios) que foram identificados apenas nos
6leos volateis obtidos na época de seca, também foram testados como candidatos a inibidores,
sdo eles: Cubenol, globulol, cariofila—4(12),8(13)-dien-5-a-ol, e selina-3,11-dien-6-a-ol
(Conforme descrito na tabela 13).

A partir desses constituintes quimicos do 6leo volatil da P. myrtoides mencionados e
apresentados na tabela 15, podemos discutir como esses resultados de energia de ligagédo
(kcal/mol) e de constante de inibicdo (Ki influenciam, ou ndo, na atividade enzimatica com a

alfa-amilase salivar.
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Tabela 15-Resultados de docking molecular e alguns ICso da a-amilase com os constituintes

quimicos do oleo volatil da P. myrtoides

Epoca Compostos Estrutura AGb! Ki2 In vitro
Quimicos (Ligantes) (kcal/mol) (UM) 1Cs0
(ug mL)
**trans- -6,46 18,4
cariofileno <1
-7,22 5,09 -
(x_
humuleno
(4]
]
(p)
- -COpaeno 7,19 5,4 -
3
e
@)
-4,13 9,38 x10?
**G3xido de <1
cariofileno
¢ -6,29 24,5
a-bisabolol
cubenol -7,32 4,30 -
-7,13 5,9 -
§ globulol
wn
-7,27 4,68

selina-
3,11-
dien-6-a- .
ol OH

100


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/53675?lang=pt&region=BR&gclid=Cj0KCQjwu-HoBRD5ARIsAPIPenfmPtCo2IRgJaPv61IsFXUudJEwGOwd1MpkIbFSDDshgej4pY8ckywaAhMCEALw_wcB

cariofila -7,48 3,29
—4(12),
8(13)-
dien-5-a-
ol
Controle acarbose - - - 0,05+0,01
positivo

Legenda: *Valores tedrico constante de inibicdo (Ki). “Padrdo Sigma-Aldrich. 'AGy é a energia livre de ligagdo;

2Ki ¢ a constante de inibigdo do ligante; AGb foi calculado pelo Arguslab 4.0.

O ligante trans-cariofileno (-6,46 kcal/mol), com constante de inibicdo (18,4uM),
apresentou ligacBes no sitio ativo com os seguintes residuos de aminoécidos: Interacfes do

tipo alquil com CYS-160 e LYS-142, conforme figura 45.

Figura 45-Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interacdes
intermoleculares entre o ligante trans-cariofileno e os principais aminoacidos, interagindo no

local de ligacéo da enzima 1JXJ

CYS
A:160 LYS
A:142

Interagbes

- Colisdo desfavordvel
|:| Pi-sigma

I:I Alguil

I:I Pi-alquil

I:I Van derwaals
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O docking com o ligante a-humuleno possui uma energia livre de ligacdo (-7,22
kcal/mol), com constante de inibicdo (5,09 uM), e apresentando liga¢des no sitio ativo com os
seguintes residuos de aminoéacidos: Interacdes do tipo alquil com LYS-142, conforme figura
46.

Figura 46-Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interacdes
intermoleculares entre o ligante a-humuleno e os principais aminoéacidos interagindo no local
de ligacédo da enzima 1JXJ

Interagbes —
B Colisio desfavaravel A:142
Pi-sigma
Alguil
Pi-alguil

Van der waals

O docking com o ligante 6xido de cariofileno possui uma energia livre de ligacéo (-
4,13kcal/mol), com constante de inibicdo (935,0uM), apresentando ligagcdes no sitio ativo
com 0s seguintes residuos de aminoéacidos: Interacdes do tipo colisdo desfavoravel com GLN-
156, GLU-149 e ASN-150, conforme figura 47.
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Figura 47-Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interagdes
intermoleculares entre o ligante 6xido de Cariofileno, e os principais aminoacidos interagindo

no local de ligacdo da enzima 1JXJ

Interagdes

- Colisdo desfavoravel
- Pi-sigma

|:| Alquil

I:I Pi-alquil

I:I Van der waals

O ligante alfa-bisabolol, apresentou uma energia de ligacdo -6,29 kcal/mol e constante
de inibicdo de 24,5 uM no sitio ativo da enzima alfa-amilase. Apresentando interacGes do tipo
alquil no residuo LYS-142 e CYS-160, e uma interacdo desfavoravel THR-155 conforme

figura 48.
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Figura 48-Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interacdes
intermoleculares entre o ligante alfa-bisabolol, e os principais aminoécidos interagindo no
local de ligacéo da enzima 1JXJ

Interagbes

I colisfo desfavoravel LYS cYs
[ ei-sigma LY lsP
I:l Alguil

I:l Pi-alquil

I:l Van der waals

A figura 49 mostra o globulol (-7,13 kcal/mol), com constante de inibi¢do (5,9 uM),
apresentando ligacBes no sitio ativo com os seguintes residuos de aminoacidos: Ligacdo do

tipo alquil com LYS-142 e ligacdo desfavoravel com GLN-156.
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Figura 49-Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interacdes
intermoleculares entre o ligante globulol, e os principais aminoéacidos interagindo no local de

ligacdo da enzima 1JXJ

LYS
A:142

Interagbes \C‘?
- Colis8o desfavordvel ‘.H
|:| Pi-sigma ,"
I:l Alguil '
I:I Pi-alguil @'!

I:l Van der waals

O cubenol com energia de ligacdo (-7,32 kcal/mol) e constante de inibicdo (4,30 uM),
apresentou ligagcdes no sitio ativo com os seguintes residuos de aminoacidos: Interacdo do
tipo alquil com CYS-141, CYS-160 e LYS-142 e uma ligagdo desfavoravel com ASP-153

conforme figura 50.
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Figura 50-Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interacdes
intermoleculares entre o ligante cubenol e os principais aminoacidos, e 0s principais
aminoéacidos interagindo no local de ligacdo da enzima 1JXJ

cYs
A141
BRI cYs
O~ A'160
LYS
A:142

Interagbes

- Colisdo desfavoravel

|:| Pi-sigma

I:l Alguil

I:I Pi-alquil

I:l Van der waals

A Selina-3,11-dien-6-a-ol apresentou uma energia de ligacdo -7,27 kcal/mol e constante

de inibicdo de 4,68 UM no sitio ativo da enzima alfa-amilase, apresentando interacdes do tipo

alquil LYS-412 e uma ligacéo desfavoravel com APS-153 conforme figura 51.
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Figura 51-Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interacdes
intermoleculares entre o ligante selina-3,11-dien-6-a-ol, e o0s principais aminoacidos

interagindo no local de ligacéo da enzima 1JXJ

Interagdes
- Colisdo desfavoravel LYS
A:142
|:| Pi-sigma
I:I Alguil
B ri-alquil Q .
"

I:l Van der waals

A Cariofila — 4(12), 8(13)-dien-5-a-ol (-7,48 kcal/mol), com constante de inibicdo (3,29
HUM), apresentou ligagBes no sitio ativo com os seguintes residuos de aminoécidos: Interacdo
do tipo alquil com LYS-142 e CYS-160, e desfavoravel com GLN-156 e ASP-153 conforme

figura 52.
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Figura 52-Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interacdes
intermoleculares entre o ligante Cariofila — 4(12), 8(13)-dien-5-a-ol, e 0s principais
aminoéacidos interagindo no local de ligacdo da enzima 1JXJ

Interagbes

- Colisdo desfavoravel
|:| Pi-sigma

I:I Alguil

I:I Pi-alquil

I:I Van der waals

LYS
A:142

CYS
A:160

O a-copaeno (-7, 19 kcal/mol), com constante de inibicdo (5,4 M), apresentou ligacdes
no sitio ativo com os seguintes residuos de aminoacidos: Interagdo do tipo alquil com LYS-

142 conforme figura 53.
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Figura 53-Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interagdes
intermoleculares entre o ligante a-copaeno, e 0s principais aminoacidos interagindo no local
de ligagéo da enzima 1JXJ

LYS
A:142

Interacoes

B Colisgo desfavoravel
Pi-sigma
Alquil
Pi-alquil

Van der waals

Para entendermos a queda na taxa de inibicdo da alfa-amilase (%), temos que o0s
constituintes quimicos presentes nos dois periodos do ano sdo: trans-cariofileno, 6xido de
cariofileno, a-humuleno, a-copaeno, e a-bisabolol. J& os constituintes quimicos presentes
apenas no periodo seco sdo: cubenol, globulol, e selina-3,11-dien-6-a-ol e cariofila — 4(12),
8(13)-dien-5-a-0l. Assim, ocorre que para 0s 6leos volateis obtidos no periodo de seca, a taxa
de inibicdo enzimatica é 17,3% e 10,1%, folha fresca e folha seca, respectivamente. Para 0s
oOleos volateis obtidos periodo de chuva, a taxa de inibicdo enzimatica € 6,8% e 4,7%, folha
fresca e folha seca, respectivamente. H4 um decréscimo ainda maior da taxa (%) enzimatica
guando os compostos quimicos globulol (0,65 %; 0,35%), cubenol (3,62%; 3,79%), selina-
3,11-dien-6-a-ol (0,03%; 029%) e cariofila — 4(12), 8(13)-dien-5-a-ol (0,12%;0,24%), folha
fresca e folha seca, respectivamente, desaparecem no periodo de chuva. A auséncia desses
sesquiterpenos oxigenados podem contribuir com a densidade eletrénica no sitio ativo por
serem compostos polares, e a auséncia deles pode influenciar a taxa de atividade enzimatica
(%).
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Ja o trans-cariofileno (-6,46 kcal/mol) e o 6xido de cariofileno (-4,13 kcal/mol) foram
testados in vitro com a alfa-amilase salivar, conforme a tabela 15 e, apresentaram (ICso = >1
ug mL™Y). Apesar de se mostrarem candidatos pelo docking de inibirem a enzima, ndo
inibiram efetivamente, apresentando o Oxido de cariofileno a maior constante de inibicéo
(935,0uM).

Avaliando pela perspectiva do docking, ha poucas interagdes intermoleculares entre o
complexo ligante-enzima, e nenhuma interacdo de ligacdo de hidrogénio, além de existirem
interacdes desfavoraveis que podem contribuir para ndo formar o complexo ligante-enzima.
Desta forma, justificando o resultado enzimatico tdo baixo para os compostos testados
isoladamente como trans-cariofileno 6xido de cariofileno.

Os resultados da analise de inibicdo da enzima a-glicosidase (tabela 16) sdo expressos
em porcentagem de inibicdo (%). A concentracdo das amostras do OV e do controle positivo

utilizado no teste foi 1 mg mL™.

Tabela 16-Inibi¢ao enzimatica da a -glicosidase pelas amostras de 6leo volatil

Amostra Inibicdo alfa-glicosidase (%0)
OVFFt 0,0
OVFS!t 0,0
Acarbose 87,4+48
OVFF 2 148+ 3,3
OVFS2 279+6,2

OVFF= 0V folha fresca; OVFS= OV folha seca; ! Periodo de seca (Setembro 2017); 2 Periodo de

chuva.

Pelos resultados obtidos, verifica-se que as amostras de 6leo volatil ndo apresentaram
resultados satisfatorios para inibi¢do da enzima a-glicosidase, sendo valores muito inferiores a
da acarbose. Os 0leos volateis obtidos na época de seca (OVFF! e OVFS?) ndo apresentaram
nenhuma inibi¢do. A maior inibicdo foi para o para OVFS? (27.9 £ 6.2). Uma revisdo da
literatura revelou que terpenos, alcaldides, flavonoides e fendis mostraram atividade inibitoria
potente em relagdo a a-glicosidase (YIN et al., 2015)

Ainda na literatura constam que as caracteristicas de terpenos como por exemplo,
posicdes e nimeros de ligacBes duplas, posi¢des de grupos adjacentes ou compostos ciclicos,
podem favorecer a inibicdo das hidrolases glicosidases (BASAK; CANDAN, 2010). Apesar
dessas caracteristicas que os componentes do Oleo essencial do P. myrtoides apresenta, 0s
resultados demonstram que ndo houve superacdo na acdo de inibicdo em comparagdo com o

controle positivo, a acarbose (Figura 54).
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Figura 54-Estrutura quimica da acarbose

/
o

Fonte: A autora (2019).

Os resultados da avaliacdo da inibicdo da enzima lipase (tabela 17) sdo expressos em
porcentagem de inibicdo (%). As amostras de 6leo volatil obtido das folhas secas e frescas e 0
controle positivo utilizado foram testados na concentragdo de 2 mg mL™.

Avaliando a taxa de inibicdo para lipase, os OV’s obtidos das folhas frescas e secas, no
periodo de seca, apresentaram, respectivamente, 39,8 e 34,4 (%) de inibicdo da lipase,

conforme pode ser visto na tabela 17.

Tabela 17-Inibicdo de lipase pelas amostras de 6leo volatil

Amostras Inibigao lipase (%0)

OVFF1! 39,8+3,0
OVFSt 344+25

Orlistate 100,0 +£0,0
OVFF2 20,8+2,2
OVFS? 240+£2,2

OVFF= 0V folha fresca; OVFS= OV folha seca; * Periodo de seca (Setembro 2017); 2 Periodo de
chuva.

Os resultados de docking com a lipase pancreatica (LLPB) estdo expostos na tabela 18.
Quanto menores os valores de Energia Livre Gibbs e as constantes de inibicdo (Ki) temos que

os ligantes séo potenciais candidatos para inibir a lipase.
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Tabela 18-Resultados de docking molecular e alguns ICso da lipase com os constituintes
quimicos do oleo volatil da P. myrtoides

Epoca Compostos Estrutura AGb! Ki2 In vitro
Quimicos  (Ligantes) (kcal/mol) (UM) 1Cs0
(hg mL™)
**trans- -8,08 1,18
cariofileno <1
CH, CH -8,12 1,10 -
a-humuleno CHa
C
Chuva e
6 seca o, -8,30 0,82 0.2092 +
**oxido de 0.02
cariofileno
-7,37 3,91 -
a-bisabolol
CHs
a-copaeno -7,30 4,45 -
cubenol 1,34 -
HO" H -8,0
-7,76 2,02 -
globulol
Seca
selina-3,11- -7,37 3,91 -
dien-6-a-ol
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https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/53675?lang=pt&region=BR&gclid=Cj0KCQjwu-HoBRD5ARIsAPIPenfmPtCo2IRgJaPv61IsFXUudJEwGOwd1MpkIbFSDDshgej4pY8ckywaAhMCEALw_wcB

cariofila — y 230
4(12), 8(13)' 3 H -8100 1a35
dien-5-a-ol "'OH

) -8,82 0,34
Controle Orlistate -

Legenda: *Valores tedrico constante de inibicdo (Ki). “Padrdo Sigma-Aldrich. 'AGy é a energia livre de ligacdo;

2Ki ¢ a constante de inibi¢do do ligante; AGb foi calculado pelo Arguslab 4.0.

O docking com o ligante trans-cariofileno resultou em uma energia livre de ligagéo (-
8,08 kcal/mol), com constante de inibicdo (1,18 uM), apresentando ligacGes no sitio ativo
com os seguintes residuos de aminoacidos: InteracGes do tipo alquil com LEU-18, LEU-16, e
LEU-36. Os residuos SER-35, SER-37, VAL-57, CYS-17, ARG-38. GLY-6, e LEU-327
apresentam contatos proximos com o ligante através das ligaces de Van der Waals, como
demonstrado na figura 55.

Figura 55- Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interagdes
intermoleculares entre o ligante trans-cariofileno e os principais aminoacidos interagindo do
local de ligacéo da enzima 1LPB

SER
ARG A:37

Interaghes %
Alguil

| | wan derwaals

LEU
A:18

O docking com o ligante a-humuleno possui uma energia livre de ligacdo (-8,12
kcal/mol), com constante de inibicdo (1,10 uM), apresentando liga¢6es no sitio ativo com 0s
seguintes residuos de aminoacidos: Interacdes do tipo alquil com LEU-18, e LEU-36. O

residuo LEU-16 apresenta interacdo desfavoravel como demonstrado na figura 56.
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Figura 56-Representagcdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interagdes
intermoleculares entre o ligante a-humuleno e os principais aminoacidos, interagindo do
local de ligacdo da enzima 1LPB

LEU
A:36

LEU
A:18

Interagbes

Alguil
B colisio desfavordvel

O docking com o ligante 6xido de cariofileno possui uma energia livre de ligacéo (-8,30
kcal/mol), com constante de inibicdo (0,82 uM), apresentando liga¢cdes no sitio ativo com 0s
seguintes residuos de aminoacidos: Interagdes do tipo alquil LEU-18, LEU-16, e LEU-36, e
LEU-327. Os residuos SER-35, VAL-57, CYS-17, ARG-38, CYS-28, GLY-6, HIS-30, e
VAL-331 apresentam contatos proximos com o ligante através das ligacdes de Van der Waals
e apresenta uma conformacdo desfavoravel com com o amonidcido SER-37, como

demonstrado na figura 57.
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Figura 57-Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interacdes

intermoleculares entre o ligante 6xido de cariofileno e os principais aminoacidos, interagindo
do local de ligacdo da enzima 1LPB

LEU
A:18

HIS
A:30

VAL Y
B:331
7] SER
" A:35
LEU i
A:16 v
A:36 A
ARG A7 CYs
Interagbes A:38 A:28
. . LEY VAL
B Colisio desfavoravel B:327 6Ly A57

Alguil

| | Van der waals

O docking com o ligante o-bisabolol possui uma energia livre de ligagédo (-
7,37kcal/mol), com constante de inibicdo (3,91 uM), apresentando ligacGes no sitio ativo com
0s seguintes residuos de aminoacidos: Interacdes do tipo alquil VAL-57, LEU-18 e LEU-36.

Com os aminoacidos SER-35 e SER-37 apresenta contato proximo através das ligacdes de
ligages de hidrogénio conforme a figura 58.
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Figura 58-Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interacdes
intermoleculares entre o ligante a-bisabolol e os principais aminoécidos, interagindo do local
de ligacdo da enzima 1LPB

LEU
A:36
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LEU
SER A:18
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SER
A:35
Interactes

Alguil

i

Ligacko de hidrogénio

O docking com o ligante globulol possui uma energia livre de ligagao (-7,76kcal/mol),
com constante de inibicdo (2,02 uM), apresentando ligacdes no sitio ativo com o0s seguintes
residuos de aminoacidos: Interacdes do tipo alquil LEU-16 e LEU-18. Com SER-35 apresenta
contato proximo através das ligacdes de Van der Waals. Com o0 amoniacido SER-37 apresenta
ligacGes de hidrogénio, e apresenta uma conformacéo desfavoravel com o aminoacido LEU-

36 conforme a figura 59.
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Figura 59- Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interacdes
intermoleculares entre o ligante globulol, e os principais aminoacidos, interagindo do local de
ligacdo da enzima 1LPB
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A:35
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| | van derwaals
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A figura 60 mostra 0 composto cubenol com baixa energia de ligacdo (-8,00 kcal/mol),
e uma constante de inibicdo (1,34 uM), apresentando ligacGes no sitio ativo com 0s seguintes
residuos de aminoacidos: Interacdo do tipo alquil LEU-18, LEU-16, VAL-57e HIS-30. Com o
amoniacido SER-35 apresenta ligacfes de hidrogénio, e apresenta uma conformacao
desfavoravel com o amoniécido SER-36.
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Figura 60- Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interacdes
intermoleculares entre o ligante cubenol, e os principais aminoacidos , interagindo do local
de ligacdo da enzima 1LPB
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A:le LEU
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A figura 61 mostra o ligante selina-3,11-dien-6-a-ol, que apresentou uma energia de
ligagdo -7,37 kcal/mol e constante de inibicdo de 2,48 UM no sitio ativo da enzima lipase,
apresentando interacGes do tipo ligacdes de hidrogénio com o aminoacido SER-35 e ILE-33.
Apresenta interacdes do tipo alquil VAL-57, HIS-30, LEU-18, LEU-36 e LEU-34.

Figura 61-Representagdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interagdes
intermoleculares entre o ligante selina-3,11-dien-6-a-0l, e 0s principais amino&cidos,
interagindo do local de ligacéo da enzima 1LPB
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A figura 62 mostra o ligante Cariofila — 4(12), 8(13)-dien-5-a-ol, que apresentou uma
energia de ligacdo -8,00 kcal/mol e constante de inibi¢do de 1,35 UM no sitio ativo da enzima
lipase. Os residuos SER-35, SER-37, e GLY-6 apresentam contatos préximos com o ligante
através das ligacbes de Van der Waals. Apresenta intera¢6es do tipo alquil ARG-38, e LEU-
18. Apresenta interaces desfavoraveis com os aminoacidos LEU-36, CYS-17 e LEU-16.

Figura 62-Representagdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interagdes
intermoleculares entre o ligante Cariofila — 4(12), 8(13)-dien-5-a-ol e o0s principais
amino&cidos , interagindo do local de ligag&o da enzima 1LPB

SER
A:35
SER

@

Interaghes ARG LEU

- A:38 A:18
| Alguil

B colisio desfavorivel GLY

Van derwaals

A figura 63 mostra o ligante a-copaeno que apresentou uma energia de ligacdo -7,30
kcal/mol e constante de inibicdo de 4,45 UM no sitio ativo da enzima lipase. Apresenta
interacOes do tipo alquil com LEU-36 e ILE-336. E apresenta uma ligacdo desfavoravel com
VAL-331.
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Figura 63- Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interacdes
intermoleculares entre o ligante a-copaeno e 0s principais aminoécidos, interagindo do local
de ligacdo da enzima 1LPB

ILE LEU

- B:336 A:36

A Orlistate (Figura 64) é um potente inibidor da enzima lipase pancreética isolada da
bactéria Streptomyces toxytricini. Este medicamento de prescricdo é projetado para tratar a
obesidade, diminuindo a digestdo lipidica e é produzido sob a nome comercial Xenical® da
Roche. (AMIN et al., 2016).

Figura 64-Estrutura quimica da orlistate

CH3

Fonte: A autora (2019).
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Esses resultados de inibicdo enzimatica (%) apresentados na tabela 17 comparados ao
controle Orlistate@, nao torna os OV’s da P. myrtoides um bom inibidor da enzima lipase.

Um estudo realizado por Jaradat e colaboradores (JARADAT et al., 2017) aponta que o
extrato aquoso e organico das folhas de Psidium guajava, também da familia Myrtaceae,
apresentam inibicdo da lipase pancredtica num intervalo de 87.1 e 64.6 ug mL7?
respectivamente para as amostras. Nesta familia estdo presentes compostos quimicos como
flavondides, taninos, triterpenos, sesquiterpenos, monoterpenos, 0s quais S&o responsaveis por
atividades hipoglicémicas, antiinflamatoria, inibicdo da redutase da aldose e da a-glucosidase
e também participam da inibicdo da enzima lipase (CASCAES et al., 2015; JARADAT et al.,
2017). Embora estejam presentes apenas sesquiterpenos hidrocarbonetos e oxigenados no O.V
da P. myrtoides, ndo foi observada uma inibicdo (%) expressiva da lipase pancreéatica pelos
oleos volateis.

Porém, os resultados (Tabela 18) demonstraram que todos 0s compostos presentes no
6leo volatil sdo candidatos a inibir a lipase pancreética. Destacando-se o éxido de cariofileno
(-8,30 kcal/mol) em termos de Energia Livre de Gibbs. O Oxido de cariofileno (-8,30
kcal/mol) inibiu a lipase em 0.2092 pg mL™?, aproximando-se muito do controle positivo
orlistate, que inibiu a lipase em 0,17 ug mL™. Ja o trans-cariofileno (8,08 kcal/mol)

apresentou inibicéo a lipase em >1 pg mL™.
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6. CONCLUSAO

O estudo da sazonalidade com Oleos volateis da P. myrtoides mostrou que os 6leos
apresentaram a mesma composi¢do quimica, com variacdes apenas nas quantitatidades dos
principais compostos identificados (sesquiterpenos hidrocabonetados e oxigenados),
demonstrando a estabilidade dos 6leos volateis desta espécie.

Os oleos volateis desempenharam propriedades bioldgicas. Aqueles que foram obtidos
no periodo chuvoso tiveram maior atividade antioxidante (método ORAC) e maior percentual
de sesquiterpenos oxigenados, o que esta de acordo com a literatura.

Todos os o6leos volateis da P. myrtoides testados no presente trabalho mostraram
atividade antibacteriana entre moderada e fraca, frente as bactérias aerObias e anaerdbias
bucais testadas. Os padrdes trans-carofileno e 6xido de carofileno apresentaram também baixa
atividade frente as bactérias aerdbias e anaerdbias bucais.

Os melhores desempenhos de atividade antifungica foi contra a Candida glabrata, com
CIM de 46,87 pug mL* para o 6leo volatil obtido da folha seca do periodo seco (setembro),
apresentando inibic&o fungica forte, de acordo com a classificacdo na literatura. Com excecao
do oleo volatil obtido das folhas frescas, no periodo chuvoso, testado contra a Candida
tropicalis (CIM de 375 pug mL™?), todos os outros resultados mostraram atividade entre fraca a
moderada. Seguindo o mesmo critério de inibicdo, todos os 6leos volateis apresentaram
atividade fraca contra o fungo Candida albicans. Os padrbes da Sigma-Aldrich testados trans-
carofileno e 6xido de carofileno apresentaram moderada atividade frente aos fungos Candida
glabrata (750 pg mL™?) e Candida tropicalis (750 pg mL™).

Para a atividade antiprotozoaria, apenas o 6leo volatil obtido da folha seca, no periodo
seco, teve atividade contra Tryponosoma cruzi, com o ICso de 54,05 ug mL™t. Apenas os
6leos volateis obtidos no periodo com chuva apresentaram atividade leishimanicida contra
Leishimania amazonensis, tendo o 6leo volatil da folha fresca o ICso de 31,8 pg mL™, e o
6leo volatil da folha seca o ICso de 55,7 ug mL™%. Pelo célculo de indice de seletividade,
constatou-se maior seletividade pelo Trypanosoma cruzi 1Cso (54,05 pg mL™Y) do que
toxicidade para as células Vero CCso (71,77 pug mL1), para o 6leo volatil testado a partir da
folha seca no periodo seco. Pelo célculo de indice de seletividade constatou-se maior

seletividade pela Leishmania amazonensis (ICso 31,8 pug mL™; 55,7 ug mL™?) do que
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toxicidade para as células Vero CCso (53,79 ug mL1; 66,57 pug mL™1), respectivamente, para
0 6leo volatil obtido da folha fresca e 6leo volatil obtido da folha seca, no periodo chuvoso.

Para a atividade enzimatica da a-amilase, todos os 6leos volateis apresentaram baixos
percentuais de inibicdo. Para atividade enzimatica da a-glicosidase, ndo houve inibicdo para
0s Oleos volateis obtidos no periodo seco, e houve baixa inibicdo para os 6leos volateis
obtidos no periodo com chuva. Para atividade enzimatica da lipase pancreética, todos os 6leos
volateis testados apresentaram baixa inibicao.

Os resultados de docking molecular (in silico) para as enzimas o-amilase e lipase
demonstraram que os principais compostos dos 6leos volateis sdo candidatos a inibir estas
enzimas, bem como os padrdes utilizados. Entretanto, os resultados in vitro (ICso) da enzima
alfa-amilase salivar humana com o 6xido de cariofileno e trans-cariofileno ndo apresentaram
inibicdo, isto é, ndo houve correspondéncia entre o teste in silico e o teste in vitro. A causa
para ndo ter acontecido a inibicdo enzimética in vitro pode ser as poucas interacdes
intermoleculares, o que faz com que ndo haja formacéo do complexo ligante-enzima.

Os resultados in vitro (ICso) da lipase pancreatica com o oxido de cariofileno e trans-
cariofileno demonstraram que o docking molecular é uma ferramenta que pode auxiliar e
prever o comportamento dos compostos quimicos no sitio ativo da enzima. Portanto, houve
correspondéncia do teste in vitro com o teste in silico, indicando que os ligantes podem ser
novos candidatos a farmacos para serem estudados no combate a obesidade.

Conclui-se que, os resultados evidenciam promissoras perspectivas com o estudo do
oleo volatil obtido da planta Psidium myrtoides O. Berg, comprovando atividades
antifungicas, antioxidantes e anti-leishimanicidas relevantes a partir dos testes biol6gicos
realizados.
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APENDICE B- Identificacdo dos componentes do 6leo volatil

Os constituintes quimicos do oleo volatil da P. myrtoides foram caracterizados
qualitativamente por cromatografia acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). A
identificacdo dos constituintes quimicos foi feita por comparagcdo dos espectros de massas
obtidos do experimento com 0s espectros de massas disponiveis no banco de dados do
equipamento (Biblioteca Adams), conforme esta demonstrado no exemplo com a figura 1 com
as moléculas de trans-cariofileno e dxido de cariofileno. A identificagdo também foi realizada
através do indice aritmético (IA) com relagdo a série de alcanos Cs-Czo (Adams, 2007). A

tabela 1 demonstrada, serve para determinar o indice aritmético (1A).
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Figura 1- Comparacao entre o espectro de massas obtido através do experimento e 0 espectro
de massas tedrico da biblioteca (método Adams)
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Nesta equacdo sdo considerados os tempos de retencdo do alcano anterior (Tr(Pz)) e
posterior (Tr (Pz +1)) ao tempo de retencdo dos compostos analisados (Tr(x)) e o himero de
carbono do alcano (C(Pz)) com tempo de retencédo anterior ao analisado. A tabela 1 mostra o
tempo de retencdo dos alcanos utilizados para o calculo do indice aritmético (1A).

Tabela 1-Tempos de retencdo dos alcanos utilizados para o célculo do indice aritmético na
anélise por CG-MS

NUmero de Tempo de NuUmero de Tempo de
carbonos retencao (min) carbonos retencdo (min)

C10 7,35 C20 42,15
Cl1 11,22 c21 45,45
C12 15,08 C22 48,48
Cl4 19,34 C23 51,50
C15 23,59 C24 54,29
C16 27,58 C25 57,07
C17 31,57 C26 59,66
C18 35,21 c27 62,24
C19 38,84 C28 65,44

C29

C30

O IA foi calculado através da equagdo 1, utilizando o tempo do composto analisado e
dos padrdes de alcanos (Cg-Cso) previamente injetados utilizando a mesma metodologia.

[Trix)-TriP=z))
Tr(Pz+1)-Tr (P=z)

14 (x) = 100C (pz) + 100 [( )1 Equagdo 1

Onde:

IA= Indice aritmético;

Tempo do alcano anterior (Tr(Pz)) = Tempo de retencdo do alcano de menor cadeia;

Tempo do alcano posterior (Tr (Pz +1)) = Tempo de retencdo do alcano de maior
cadeia;

Tempo do composto analisado (Tr(x)) = Tempo de retencdo do composto a ser
identificado;

Numero de carbono do alcano (C(Pz)) = Numero de carbono do alcano com tempo de
retencédo anterior ao identificado.

O 1A calculado é comparado com o de compostos isolados tabelados por Adams (2007).
Além disso, o IA calculado, também foi comparado com o NIST (2014), nas mesmas
condigdes utilizadas para a anélise em CG-EM.

A figura 2 mostra 0 espectro de massas do trans-cariofileno e uma proposta parcial de
fragmentagdo. O espectro de massa do trans-cariofileno com a uma similaridade obtida de
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93% pelo banco de dados da biblioteca Adams, apresentou um pico de ion molecular com m/z
204 [M]*, um pico com m/z 189 [M*-CH3], devido a eliminacdo do grupo metila (C17)
formando um carbocéation secundario. Partindo destes, novas fragmentacdes sdo observadas,
com um sinal de m/z = 147, eliminando uma molécula neutra, possivelmente, o propano
(CsHs de M = 42g/mol), e o fragmento com m/z = 133, originado possivelmente por

eliminacdo de um fragmento neutro, de isobutileno (CsHs, M = 56g/mol).

Figura 2 - Espectro de massas do trans-cariofileno (sesquiterpeno hidrocarboneto) e proposta
estrutural para alguns fragmentos
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Fonte: A autora (2019).

A Figura 3 apresenta o espectro de massa do éxido de cariofileno e descreve uma
proposicédo estrutural para os fragmentos gerados nas clivagens iniciais. O espectro de massa

do Oxido de cariofileno com a uma similaridade obtida de 92% (Figura 1) pelo banco de

dados da biblioteca Adams, apresentou um pico de ion molecular com m/z 220 [M]*

correspondendo a formula CisH240. A formagdo do fragmento com m/z = 205 [M*- CH3]

deveu-se a perda da metila ligada ao carbono C6 (na posigéo B ao heteroatomo), formando um
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carbocétion secundério. Partindo do ion/radical m/z = 205, outra possivel fragmentacdo pode

ocorrer com a clivagem do ciclo butano com eliminagdo do isobutileno (neutro) de M

=56g/mol com formacao do ion/radical de m/z = 149 (C1oH130%).

Figura 3- Espectro de massas do 6xido de cariofileno (sesquiterpeno oxigenado) e proposta
estrutural para alguns fragmentos.

Fonte: A autora (2019).
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