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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a atividade anti-inflamatdria de um composto
natural, o 6leo essencial de Psidium myrtoides O. Berg, extraido das folhas secas no periodo
de chuva e de seca, administrado como tratamento cronico a larvas no estadgio L3 de
Drosophila melanogaster transgénica, linhagem GMR-GAL4 > UAS-eiger, a qual
superexpressa o gene eiger nos olhos. O gene eiger codifica a proteina (Eiger) ortéloga ao
TNF-0 humano, uma citocina pré-inflamatoria que ativa a via de morte celular c-Jun N-
terminal quinase. Nessa linhagem, os olhos das moscas ndo se desenvolvem durante sua
metamorfose. O tratamento realizado foi capaz de recuperar parcialmente o desenvolvimento

dos olhos das moscas, sinalizando seu efeito potencial como anti-inflamatorio.

Palavras chave: Oleo essencial; Atividade anti-inflamatéria; Drosophila melanogaster
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento industrial e evolucao cientifica do século XXI tem se pautado nos
pilares da sustentabilidade. Tendo em vista o avango nos conhecimentos genéticos e de
praticas de biologia molecular, caminhamos em busca do conhecimento e bioprospeccao
daquilo que ha de mais interessante na nossa biodiversidade, em termos econdmicos, sociais €
ambientais, visando aplicar os potenciais bioldgicos que a natureza nos fornece afetando-a
minimamente, utilizando-nos de técnicas como por exemplo a de DNA recombinante.

Com isto em mente, a exploracao cientifica dos biomas e das espécies pertencentes a
esses ¢ crucial para a descoberta de novos produtos com aplicagdo em diferentes areas.
Portanto, os produtos naturais sdo parte da revolucao cientifico-industrial que vem ocorrendo
na nossa sociedade, e sendo assim, a tendéncia ¢ que cada vez mais tenhamos estudos

voltados a exploragao dos potenciais destes bioprodutos.

1.1. Produtos naturais e aplica¢cdes potenciais

O Brasil, sendo um pais tropical, apresenta uma extensa biodiversidade ainda pouco
explorada. O cerrado ¢ o segundo maior bioma brasileiro, ¢ apresenta a maior biodiversidade
dentre as savanas em todo o mundo (KLINK; MACHADO, 2005). A Mata Atlantica, apesar
de imensamente degradada, conserva um material genético de extrema relevancia devido a
diversidade existente nos locais preservados (CADAVAL et al.,, 2006). A exploragdao
cientifica de produtos naturais tem demonstrado que derivados de plantas apresentam
potenciais para utilizagdo na induastria alimenticia, de nutricdo animal, farmacéutica, de
cosméticos, entre outras (CLARDY; WALSH, 2004).

Oleos essenciais fazem parte da ampla variedade de produtos naturais com aplicacdes
vastas. Estes sdo misturas de compostos volateis, origindrios do metabolismo secundério de

plantas, e que apresentam diferentes atividades biologicas que podem ser aplicadas



terapeuticamente (TUREK; STINTZING, 2013). A presenca de terpenos, flavonoides,
carotenoides, dentre outras moléculas, fornece um amplo campo para busca de novos
compostos com capacidade farmacoldgica (RAUT; KARUPPAYIL, 2014), sendo essencial o
desenvolvimento de estudos que esclarecam tanto a composicdo destes produtos, como

também os mecanismos pelos quais estes agem in vivo.

1.2. Psidium myrtoides O. Berg

O género Psidium, da familia das Myrtaceae, ¢ amplamente distribuido no territorio
brasileiro, em especial no cerrado e mata atlantica. As espécies pertencentes a tal género tém
importancia social na alimentagdo e medicina popular das comunidades locais (FRANZON;
SOUSA-SILVA, 2009), tendo comprovadamente atividade terapéutica como anti-
inflamatoério, antioxidante, antimicrobiana, etc. (GUNN et al., 2016; ALVARENDA et al.,
2015), sendo assim um alvo para estudos da composicao fitoquimica e atividades bioldgicas
dos seus compostos.

Dentro desse contexto encontra-se o Araga-roxo (Psidium myrtoides O. Berg), espécie
endémica do Brasil, cuja distribuicdo vai desde a regido Nordeste até Sul, presente na
caatinga, cerrado e mata atlantica (REFLORA, 2018). No trabalho realizado por Dias (2019),
foi realizada a extracdo de dleo essencial desta espécie, utilizando material vegetal (folhas
secas) extraidas de um exemplar da planta presente no Jardim Indaia, na cidade de
Uberlandia, estado de Minas Gerais, Brasil, em setembro de 2017 (periodo de seca) e em
fevereiro de 2018 (periodo de chuva). Foi utilizado o método de hidrodestilagio em um
aparelho de Clevenger para a obtencdo do O6leo, e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massa para caracterizacao e analise dos compostos. A porcentagem relativa
dos compostos presentes nos oOleos essenciais extraidos em época chuvosa e seca sdo

apresentados na Tabela 1 e Tabela 2, a seguir.



Tabela 1 - Composi¢ao quimica do 6leo essencial obtido das folhas secas (OESC-FC30) de Psidium myrtoides
O. Berg no periodo de chuva. Adaptado de DIAS, 2019.

Composto % Relativa no é6leo essencial
1 a-Copaeno 7,11
2 Trans-cariofileno 27,38
3 Trans- a - bergamoteno 1,89
4 Aromadandreno 0,39
5 a-humuleno 16,18
6 Ishwarane 0,51
7 o- selineno 1,97
8 o- Selineno 2,81
9 d-cadineno 0,7
10 Trans-Cadina- 1,4-dieno 1,88
11 o-cadineno 1,97
12 Elemol 1,39
13 Trans-nerolidol 1,65
14 (-)-Espatulenol 0,91
15 Oxido de cariofileno 11,41
16 Epoéxido de Humuleno 1T 4,29
17 Muuorola — 4,10 (14) dien- 1- B-ol 1,39
18 Muurolol<o> 0,98
19 Intermedeol <neo> 4,16
20 B-Bisabolol 2,18
21 a-Bisabolol 8,1
22 Eudesm-7(11)- en-4-ol 0,75
Total 100




Tabela 2 - Composicao quimica do 6leo essencial obtido das folhas secas (OESS-FC22) de Psidium myrtoides

O. Berg no periodo de seca. Adaptado de DIAS, 2019.

Composto % Relativa no dleo essencial
1 a-Copaeno 6,97
2 Trans-cariofileno 21,62
3 Aromadandreno 1,34
4 a-humuleno 17,40
5 Ishwarane 0,93
6 o- selineno 1,79
7 o- Selineno 2,70
8 o-cadineno 0,76
9 Trans-Cadina- 1,4-dieno 2,14
10 o-cadineno 1,66
11 Elemol 1,75
12 Trans-nerolidol 2,28
13 (-)-Espatulenol 1,20
14 Oxido de cariofileno 13,59
15 Globulol 0,35
16 Epoxido de Humuleno II 6,09
17 Cubenol 3,79
18 Muuorola — 4,10 (14) dien- 1- B-ol 0,22
19 Cariofila — 4(12), 8(13)-dien-5-a-ol 0,24
20 Selina-3,11-dien-6-0-ol 0,29
21 Muurolol<a> 1,50
22 Intermedeol <neo> 1,17
23 Nao identificado 1,30
24 B-Bisabolol 2,23
25 o-Bisabolol 5,89
26 Eudesm-7(11)- en-4-ol 0,73
Total 99,93




O dleo volatil extraido de Aragd-roxo ¢ composto majoritariamente por trans-
cariofileno, a-humuleno, a-copaeno, 6xido de cariofileno e a-bisabolol (DIAS et al., 2018),
tais compostos sdo conhecidamente bioativos, o 6leo de Araca-roxo apresentou, em outros
estudos, atividade antifingica (FERNANDES et al., 2018) e antibittica (DIAS et al., 2018).
Estudos também mostraram a inibi¢cdo de bactérias patogénicas da microbiota bucal, sendo
este um fator que vem potencializar a utilizagdo deste 6leo ou derivados do mesmo em
produtos voltados a higiene bucal (DIAS et al., 2018). Desta forma, faz-se necessaria a
realizacdo de novos projetos em busca de esclarecer outras possiveis atividades que possam
enriquecer ainda mais o potencial deste produto, como atividade anti-inflamatéria por
exemplo.

Podemos observar que ha diferenga na composicao dos 6leos extraidos em diferentes
épocas do ano, principalmente quanto a propor¢do de cada molécula, conforme apresentado
nas tabelas 1 e 2. Como a potencial atividade bioldgica esta atrelada aos componentes do
6leo, ¢ possivel que o composto obtido no periodo chuvoso apresente também alguma
diferenga em relagdo ao obtido no periodo de seca no que se refere a atividades bioldgicas.

Os o6leos essenciais em geral contém moléculas que conferem poder antioxidante e
anti-inflamatério aos mesmos (MIGUEL, 2010). No 6leo obtido das folhas secas de Araga-
roxo observa-se a presenca de moléculas como o a-bisabolol, trans-cariofileno, a-humuleno,
entre outras, que apresentam atividade bioldgica como antioxidantes e anti-inflamatorios
(KAMATOU; VILJOEN, 2010; FERNANDES et al., 2007). Modelos para testes destes
compostos in vivo tradicionais utilizam mamiferos, normalmente roedores, para tais
experimentos. Entretanto, tem-se atualmente a visdo de reducdo de utilizacdo de mamiferos, e
modelos alternativos vem se estabelecendo desde a década de 90. Um destes modelos ¢ a
Drosophila melanogaster, um diptero com enorme potencial para a ciéncia devido a seu

genoma, que conserva semelhancas com mamiferos (ADAMS et al., 2000).



1.3. Drosophila melanogaster

A mosca-da-fruta (Drosophila melanogaster), um inseto holometdbolo pequeno
encontrado na natureza em frutas em decomposicdo, vem sendo amplamente utilizado nas
ciéncias biologicas desde que seu genoma foi sequenciado e foram observadas regides
conservadas homologas ao genoma humano. Isto a torna um organismo precioso para o
entendimento de diversas doengas humanas e mecanismos genéticos por trds destas, pois
cerca de 75% dos genes associados a doengas possuem ortdélogos funcionais nesse modelo
animal (KETCHUM et al., 2000).

A Drosophila possui um ciclo de vida rapido, levando cerca de 10 dias para ir da fase
embriondria até a fase adulta num ambiente controlado a 25°C. O estagio inicial de
desenvolvimento ocorre dentro dos ovos, que eclodem em larvas. O periodo larval se divide
em trés estagios (1°, 2°, 3°). Ocorre entdo uma fase intermedidria entre a fase larval e a fase
adulta da mosca, passando a formar uma pupa, que eclode num individuo adulto (Figura 1).
As moscas geram grande numero de descendentes em um unico cruzamento, além de serem

de facil manutengao e baixo custo (DUFFY, 2002).

female male

1st instar larva

prepupa-"?] - &

2nd instar larva

“;; =

R =

3rd instar larva

Figura 1: Ciclo de vida da Drosophila melanogaster
<http://drosophila-m.blogspot.com/2007/11/ciclo-de-vida.htmI>.



Existem atualmente bancos de estoque de Drosophila melanogaster, como o
Bloomington nos Estados Unidos, que mantém disponiveis linhagens de moscas transgénicas,
mantidas e classificadas conforme sua aplicagdo e construgdo génica (COOK et al., 2010).

A utilizacdo do sistema de expressdao génica GAL4/UAS possibilita a obtengdo de
organismos transgénicos que se aplicam a diferentes areas de estudo. Neste sistema, ¢ inserido
no genoma da mosca a sequéncia para producdo de GAL4, um fator de transcri¢do de
levedura, e uma sequéncia de ativagdo antecedente (UAS), que atua como regido promotora
de um gene de interesse. No individuo transgénico, ocorrera a expressdo de GAL4 em algum
tecido determinado por um gene repdrter, e entdo o fator de transcrigdo ira se ligar em UAS e

promover a expressao do gene de interesse (DUFFY, 2002).

1.4. Deteccao de atividade anti-inflamatoria em Drosophila melanogaster

Utilizando o sistema GAL4/UAS foi possivel desenvolver modelos para estudar as
mais diferentes condigdes fisiologicas e estabelecer testes de tratamentos farmacoldgicos.
Dentre as linhagens transgénicas disponiveis, encontra-se a Drosophila melanogaster GMR-
GAL4 > UAS-eiger. Esta mosca tem fenotipo de olho reduzido, devido ao nao
desenvolvimento da regido ocular ao longo da metamorfose da mosca (IGAKI et al., 2002).
Este fendtipo se da pela superexpressao de eiger na regido ocular devido a sequéncia reporter
GMR (Glass Multiple Reporter) (LI et al., 2012). Eiger ¢ uma citocina ortéloga ao TNF-a
humano, logo induz um processo de morte celular mediado pela via ortéloga a via c-Jun N-
terminal quinase (JNK) (BASLER, 2002).

A inflamagdo € a primeira resposta do organismo a um dano tecidual. Esta reacao tem
por objetivo destruir, remover ou isolar os estimulos lesivos e iniciar o reparo do local
afetado, portanto, ¢ um mecanismo de defesa. Citocinas inflamatdrias sdo necessarias para

que todo o processo ocorra, desde sua ativagdo até os reparos teciduais apds a inflamacao.



Estes mediadores podem ser controlados para ajudar no tratamento de doencgas onde essa
resposta esta exacerbada, aliviando sintomas como dor, calor e vermelhiddo, e possibilitando
que o organismo repare os danos gerados pela inflamagdo (ROBBINS, 2008).

O TNF-a (Fator de Necrose Tumoral) faz parte do conjunto de moléculas envolvidas
na resposta inflamatoria. Esta citocina é capaz de se ligar a receptores (TNF-R) presentes na
membrana da maioria das células do organismo, desencadeando vias bioquimicas, como a
JNK, mediando a morte celular (CHEN; GOEDDEL, 2002). No tecido inflamado, altos niveis
de TNF-a sdo encontrados devido a seus papéis centrais como mediador da atividade
inflamatoria e imunidade, ativando também a via NF-kB (PASPARAKIS et al., 1996).

Sendo assim, a linhagem transgénica de Drosophila melanogaster GMR-GAL4 >
UAS-eiger viabiliza-se para estudos de morte celular e inflamagdo, sendo um modelo para
testes de compostos anti-inflamatdrios, visualizando-se recuperagdo parcial da regido dos
olhos das moscas quando tratadas com alguma molécula anti-inflamatoria, indicando inibi¢ao
da ativacao da via JNK de morte celular (RODRIGUES, 2017).

A busca de novas moléculas com capacidade anti-inflamatéria em produtos naturais
deve ser explorada. Dado todo este contexto, levando em conta a composi¢ao quimica do 6leo
essencial de Psidium myrtoides O. Berg, torna-se necessario testar a atividade anti-
inflamatoria de tal 6leo in vivo, utilizando-se nesse estudo o modelo de Drosophila
melanogaster transgénica, caracterizando assim um estudo sobre a atividade biologica de um
composto natural, utilizando um modelo em acordo com os entendimentos atuais de reducao

de utilizacao de roedores.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito do 6leo essencial das folhas secas de Araca-roxo extraidas em periodo
de chuva e de seca, utilizando linhagem transgénica de Drosophila melanogaster GMR-
GAL4 > UAS-eiger como organismo modelo de inflamagdo, com superexpressdao do gene

eiger nos olhos.

2.2. Objetivos especificos

- Selecionar veiculo a ser utilizado para o tratamento da linhagem transgénica de
Drosophila melanogaster GMR-GAL4 > UAS-Eiger.

- Definir as concentragdes para o tratamento das moscas com O6leo essencial de
Psidium myrtoides O. Berg extraido em periodo de seca e de chuva;

- Verificar, por meio de teste de sobrevivéncia, a toxicidade do dleo essencial de
Psidium myrtoides O. Berg extraido em periodo de seca e de chuva, para a linhagem
transgénica de Drosophila melanogaster GMR-GAL4 > UAS-eiger;

- Avaliar a inibicdo da agdo apoptdtica de Eiger nos olhos das moscas tratadas, em

comparagdo com moscas nao tratadas, através de quantificacao da area dos olhos.

3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Genética (LABGEN) e no
Laboratorio de Bioquimica e Toxinas Animais (LABITOX) do Instituto de Biotecnologia da
Universidade Federal de Uberlandia.

O o6leo essencial de Psidium myrtoides O. Berg foi obtido por Dias (2019), extraido de
folhas secas coletadas em periodo de seca e de chuva no Jardim Indaia na cidade de
Uberlandia, Estado de Minas Gerais, Brasil, em setembro de 2017 as 11:00 a.m, € em

fevereiro de 2018 as 11:00 a.m.



3.1. Modelo experimental

Foi utilizado como modelo experimental a linhagem de Drosophila melanogaster
GMR-GAL4 > UAS-eiger, cedida gentilmente pelo professor Dr. Carlos Ueira do Laboratério
de Genética da Universidade Federal de Uberlandia. As moscas foram mantidas no
Laboratdrio de Genética em estufa BOD na temperatura de 25 °C com fotoperiodo de 12:12
horas de claro escuro.

As moscas permaneceram em frascos de vidro, autoclavados, contendo meio de
cultivo a base de fuba. O meio ¢ preparado aquecendo uma mistura de agua (150 mL),
levedura (2,7 g) farinha de soja (1,5 g), fuba (10,95 g), agar (0,9 g), xarope de glicose (11,55
g), e solucdo acida e solugdo de Nipagin com fun¢ao bactericida e fungicida, respectivamente.
Este meio serviu de substrato para alimentagdo, suporte e expansdo da linhagem. O preparo
foi realizado a cada 14 dias e as moscas transferidas para os frascos contendo novo meio no
dia posterior.

Para a realizagdo dos testes com o oleo essencial utilizou-se o modelo de tratamento
no qual as larvas na fase L3 sdo coletadas e entdo transferidas para um meio preparado com o
tratamento. O 6leo essencial utilizado foi extraido das folhas secas de Psidium myrtoides O.
Berg nos periodos de seca e de chuva por Dias (2019), como citado anteriormente, em
trabalho realizado no Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia. A Figura

2 demonstra a sequéncia de eventos do teste para detec¢do de atividade anti-inflamatoria.
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Método Para Detecgéao Da Fotografar e quantificar |
Atividade Anti-Inflamatoria: area dos olhos

Contagem
de pupas

Oviposigao

DIAS

Tratamento
das larvas

Preparo do meio de postura Coleta de

moscas adultas

Figura 2: Cronograma de eventos para tratamento e analise da linhagem transgénica de Drosophila melanogaster
GMR-GAL4 > UAS-eiger.

3.1.1. Preparo do meio de postura

O meio de postura foi preparado com fermento biolégico fresco suplementado com
sacarose. Foram utilizados frascos de vidro para sustentar o meio, nos quais foi preparada
uma base de agar 4%. O fermento foi aquecido a 42°C em banho-maria e agtcar refinado foi
adicionado até a mistura tornar-se liquida e homogénea. Uma colher de sopa desta mistura foi
colocada em cada frasco para oviposi¢do, e os mesmos foram guardados até o dia posterior.

Foram utilizados 3 frascos de oviposi¢ao em cada teste realizado.

3.1.2. Oviposicao
As moscas da linhagem modelo foram transferidas para os frascos de postura as 08:00

horas, e retiradas as 16:00 horas, portanto realizando 8 horas de oviposigao.

3.1.3. Tratamento das larvas L3

Ao atingir a fase L3, 72 horas apds a oviposi¢do, as moscas foram coletadas. Agua
destilada foi utilizada para solubilizar o meio de postura com as larvas, e coletou-se com
auxilio de uma peneira e pincel escolar. A diferenca no tempo de vida das larvas, decorrentes

das 8 horas de oviposi¢do, ¢ um periodo consideravel, dado o curto ciclo de vida destes
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organismos, por isso, o tratamento ¢ realizado as 12:00 h, sendo este o horario médio de
nascimento das moscas, portanto foram tratadas as larvas no estdgio L3 com diferenca no
tempo de vida de 4 horas para mais ou para menos.

O meio de tratamento foi preparado com 2g de puré de batata instantaneo Yoki,
dissolvido em 5 mL de solugdo contendo dgua ultrapura (MiliQ) + veiculo + solugdo de
tratamento, em Vials (frascos) de acrilico.

Inicialmente, foi testada a toxicidade nas moscas de diferentes solventes para o 6leo
essencial (Tween 80, dimetilsulféoxido ou DMSO e etanol) buscando verificar qual seria o
ideal para prosseguimento dos testes. As concentragdes de cada solvente foram determinadas
com base em outros estudos com Drosophila no qual utilizou-se cada um destes compostos.
Foram utilizadas as concentragdes de 0,2%; 0,1%; 0,05%; 0,025%; 0.0125% de Tween 80
(IDAOMAR et al., 2001), 20%; 10%; 5%; 2,5%; 1,25% de DMSO (CVETKOVIC et al.,
2016), e 10%; 5%:; 2,5%; 1,25%; 0,625% de etanol (GEER et al., 1988).

O teste com o 6leo essencial iniciou-se com a fragdo extraida em periodo de chuva.
Como n3o haviam testes anteriores com este Oleo em Drosophila melanogaster, as
concentragdes de tratamento foram determinadas com base em estudos que realizaram testes
de o6leos essenciais de outras plantas em outras linhagens de Drosophila melanogaster
(IDAOMAR et al., 2001). Desta forma, foram testadas as concentragdes de 1,6; 0,8; 0,4; 0,2;
0,1; 0,05; 0,025 mg/mL de meio. Apds a obtencdo dos resultados realizou-se o teste nas
mesmas concentragdes para a fragdo do 6leo essencial extraida no periodo de seca.

Foram utilizadas 40 larvas em cada tratamento, contadas e colocadas separadamente
em Vials contendo o composto teste, com volume total de 5 mL de meio de puré de batata.
Foram também preparados Vials controles, contendo apenas dgua, e um contendo agua +

Tween 80. Os recipientes foram tampados e guardados na estufa BOD.

3.1.4. Contagem das pupas
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As larvas que passaram para o estagio de pupa apds o tratamento foram contadas para
obteng¢do de dados de padrdo de sobrevivéncia das moscas, e este parametro permitiu definir o

veiculo utilizado e avaliar a toxicidade do tratamento.

3.1.5. Coleta de moscas adultas
Apos a eclosdao das moscas, as mesmas foram anestesiadas com éter etilico, contadas e
entdo fixadas em etanol 70%, conservando assim a morfologia do olho das moscas para serem

fotografados posteriormente.

3.1.6. Captura de imagem e mensuracio da area olhos

O olho direito e esquerdo de cada mosca foi fotografado com auxilio de um
microscopio estereoscopico (Nikon SMZ 800) com zoom de 3X, acoplado a uma camera
digital e utilizando o software IC Capture. As fotos foram utilizadas para mensurar a area dos
olhos das moscas, que foi quantificada utilizando-se o software ImagelJ. Para isso, definiu-se a
escala de tamanho no programa através da foto de uma lamina graduada, e entdo a area de
cada olho foi selecionada e mensurada. Apenas regides vermelhas foram consideradas como

olho, e, portanto, esta regido foi a selecionada.

3.2. Analise estatistica

O Graph Pad Prism foi o software utilizado para se obter os dados estatisticos do
trabalho. Testes de variancia e de comparacao multipla foram necessarios para a comparagao
entre o grupo controle nao tratado (dgua) e os demais tratamentos, para assim averiguar
diferenca estatistica que comprove atividade do composto utilizado (p < 0,05 teste Kruskal-

Wallis para multiplas comparacoes).

4. RESULTADOS
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4.1 Teste de veiculos
As moscas submetidas a tratamento com os veiculos Tween 80, DMSO e etanol,
foram contadas na fase de pupas e apos a eclosdo dos adultos. Foram tratadas 40 larvas no

terceiro estagio (L3). Os resultados sdo apresentados no Grafico 1.

GMR-Gal4 > UAS-eiger

Sobrevivéncia (%)
a
o

20 - m Pupas (%)
0 - | | o Adultos (%)

Veiculos

Grafico 1: Sobrevivéncia da linhagem transgénica de Drosophila melanogaster GMR-GAL4 > UAS-eiger
submetida a tratamento com diferentes op¢des de solventes para o dleo essencial de araga-roxo.

Pode ser observado que o tratamento com Tween 80 nas concentragdes utilizadas nao
interfere na sobrevivéncia das larvas e na formagao de pupas, porém a concentracdo de 0,2%
deste composto promoveu redugdo na quantidade total de moscas adultas. O composto DMSO
foi toxico para as larvas e pupas em todas as concentragdes utilizadas nesta linhagem durante
este estudo. O etanol foi letal na dose de 10%, afetou levemente a sobrevivéncia da linhagem

em 5%, e nao foi observado alteragdo no padrdo de sobrevivéncia em doses menores que

2,5%.

4.2 Tratamento com dleo essencial de Psidium myrtoides O. Berg
O tratamento com a fragdo de 6leo essencial extraido das folhas de Psidium myrtoides
O. Berg no periodo de chuva (FC 30) foi realizado com 40 larvas L3, e foi verificado o

parametro de sobrevivéncia das moscas, conforme o Grafico 2. O resultado de area dos olhos
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para esta mesma fracdo ¢ demonstrado no Grafico 3, que traz a analise estatistica de

comparag¢do entre o grupo controle (dgua) com os demais grupos com significancia p < 0,05.

Parametro de Sobrevivéncia
100 - FC 30

HPupas (%)
b o,
30 - O Adultos (%)

Sobrevivéncia (%)
[32]
o

CN Tween 0,025 0,05 0,1 0,2 0.4 0,8 1,6
(agua) 80
(0,025%)

Oleo essencial (ma/mL)

Grafico 2: Sobrevivéncia da linhagem transgénica de Drosophila melanogaster GMR-GAL4 > UAS-eiger
submetida a tratamento com 6leo essencial de Psidium myrtoides O. Berg extraido em periodo de chuva (FC 30)
em diferentes concentragdes e dos grupos controle (dgua e Tween 80).

Pode ser observado que, em comparacdo as moscas que ndo foram tratadas,
identificadas como controle negativo (dgua), ndo houve alteragdo no padrao de sobrevivéncia
das moscas tratadas com o 6leo essencial ou apenas com o veiculo.

Moscas tratadas apenas com o veiculo ndo apresentaram recuperagdo ocular,
comprovando que o mesmo nao interfere na via induzida a superexpressao nesta linhagem. Os
tratamentos nas concentracdes de 0,025 mg/mL, 0,05 mg/mL, e 0,1 mg/mL ndo foram
eficazes para uma recuperacdo visivel, j& as moscas tratadas com as concentracdes de 0,2
mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,8 mg/mL e 1,6 mg/mL apresentaram diferenca estatisticamente
significante (p < 0,05 teste Kruskal-Wallis para multiplas comparagdes) quando comparadas
as moscas do controle negativo, conforme apresentado no Grafico 3. O painel de imagens a

seguir (Figura 3) demonstra parte dos resultados obtidos.
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Figura 3: (A) Controle negativo — agua; (B) Controle negativo — dgua + veiculo;

(C) 0,025 mg/mL; (D) 1,6 mg/ml.

Teste éleo essencial FC 30

015 -
E‘ wERE
,_E_, 01— R owE%
W0
o
= wHE
=]
W0
o
T S
3 -
=l

(100 T T

& o u e 3 4 @
*"' ‘th h@ Q&’ 1] 1 [ & -
Olen essencial {mgvmL}

Grafico 3: Quantificacdo da area dos olhos de moscas tratadas com 6leo
essencial de Psidium myrtoides O. Berg extraido em periodo de chuva
(FC 30), tratadas com veiculo e ndo tratadas (controle negativo — water).
*** Diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05 teste Kruskal-
Wallis para multiplas comparagdes).

A outra fragdo utilizada (FC 22), extraida no periodo de seca, foi analisada da mesma

forma que a anterior, com o objetivo de se verificar possiveis diferengas nas atividades
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intrinsecas ao composto. O Grafico 4 demonstra o parametro de sobrevivéncia da linhagem,

enquanto o Grafico 5 refere-se a andlise da area dos olhos das moscas deste tratamento.

Parametro de Sobrevivéncia
100 - FC 22

m Pupas (%)

il h el

Tween 0,025 0,05 0,1 0,2 0,4 0,8 1,6
(agua) 80

(0,025%) Oleo essencial (mg/mL)

Sobrevivéncia (%)
(3]
o

Grafico 4: Sobrevivéncia da linhagem transgénica de Drosophila melanogaster GMR-GAL4 > UAS-eciger
submetida a tratamento com 6leo essencial de Psidium myrtoides O. Berg extraido em periodo de seca (FC 22)
em diferentes concentragdes e dos grupos controle (agua e Tween 80).

A sobrevivéncia das moscas tratadas comparadas ao controle negativo manteve-se
estavel, entretanto a linhagem como um todo teve menor sucesso para atingir a fase adulta,
indicando a possibilidade de interferéncia por contaminacdo do meio que pode fragilizar a

linhagem, portanto indica-se refazer este teste.
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Grifico 5: Quantificagdo da area dos olhos de moscas tratadas com 6leo
essencial de Psidium myrtoides O. Berg extraido em periodo de seca (FC
22), tratadas com veiculo e ndo tratadas (controle negativo — water).

*** Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05 teste Kruskal-Wallis
para multiplas comparagdes).
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A fracdo do 6leo essencial FC 22 apresentou um padrao de recuperagdo dos olhos das
moscas diferente do observado para a FC 30. Em todas as concentracdes de tratamento
utilizadas, foi observada diferenca significativa (p < 0,05 teste Kruskal-Wallis para multiplas
comparagdes) no tamanho dos olhos das moscas comparadas com o controle negativo.
Novamente foi testado apenas o veiculo para comprovar que o mesmo nao interferiu no teste,
e foi observado o esperado. A Figura 4 traz o painel de imagens das moscas tratadas com esta

fragdo do oleo essencial.

Figura 4: (A) Controle negativo — agua; (B) Controle negativo — dgua + veiculo;
(C) 0,025 mg/mL; (D) 1,6 mg/mL

5. DISCUSSAO

Diversos produtos naturais apresentam potenciais bioldgicos de interesse a utilizagdo
humana, o que torna este um extenso campo para pesquisa e aplicagdo biotecnoldgica. No
presente trabalho foi avaliada a potencial a¢do anti-inflamatéria do 6leo essencial de Psidium
myrtoides O. Berg, sendo esta atividade confirmada em teste com a utilizagdo de linhagem

transgénica de Drosophila melanogaster. A caracterizagdo quimica deste Oleo essencial
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demonstra que o mesmo possui moléculas com potencial anti-inflamatdrio, vindo este
trabalho confirmar tal atividade e somar aos resultados obtidos em diferentes trabalhos que
utilizaram o mesmo composto (FERNANDES et al., 2018).

A escolha de Tween 80 como veiculo padrio para tratamento da linhagem foi
realizada com base nos resultados obtidos do teste de sobrevivéncia da linhagem utilizada,
considerando também a capacidade do veiculo de solubilizar o o6leo essencial, sendo
confirmado nos testes posteriores ndo haver interferéncia do Tween 80 no desenvolvimento
da linhagem transgénica de Drosophila melanogaster GMR-GAL4 > UAS-eiger. Isto nos leva
a conclusdo de que os resultados apresentados para o tratamento desta linhagem com o 6leo
essencial devem-se ao fato de os metabolitos secundarios deste 6leo apresentarem potencial
anti-inflamatorio.

O oleo essencial de Psidium myrtoides O. Berg ndo apresentou toxicidade para a
linhagem transgénica de Drosophila melanogaster GMR-GAL4 > UAS-Eiger, verificado pelo
teste de sobrevivéncia da linhagem. Desta forma podemos afirmar que este ¢ um composto de
baixo risco e baixa toxicidade, sendo um 6timo produto para utilizagdo em estudos posteriores
e busca por novas moléculas terapéuticas.

Foi observada recuperacao parcial da area dos olhos nas moscas adultas tratadas com o
6leo essencial comparadas as moscas ndo tratadas, tanto para o 6leo extraido no periodo de
chuva como no de seca. Isto demonstra que a atividade de morte celular induzida pela
superexpressdo de Eiger nos olhos das moscas foi reduzida através da exposi¢do cronica das
larvas L3 ao o6leo essencial, sinalizando que o tratamento tem capacidade de inibir a ativacao
da via c-Jun N-terminal quinase induzida pela citocina.

Contudo, ndo foi observado o mesmo padrdo de recuperacao para as duas fragcdes de
oleo testadas. Trata-se de um produto natural, e existem varias moléculas constituintes dos

oleos volateis (BAKKALI et al., 2008). As alteragdes climaticas ao longo do ano interferem
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no metabolismo secundario das plantas, tornando a composi¢ao fitoquimica destas, diferente
no periodo chuvoso em relacao ao periodo de seca (CHAVES, 2012).

Conforme a Tabela 1 e Tabela 2 demonstram, a composi¢cdo quimica dos 6leos
essenciais extraidos no periodo de chuva e de seca ¢ diferente, tanto na quantidade de cada
metabdlito secundario quanto em sua composi¢do. A quantidade de a-bisabolol por exemplo
apresentou um aumento de 72% no periodo de chuva em relagdo ao periodo seco, enquanto a
muuorola-4,10(14)dien-1-B-ol teve um acréscimo de 84% nesse mesmo periodo. A presenga
das moléculas de globulol, cubenol, cariofila-4(12),8(13)-dien-5-a-ol, e selina-3,11-dien-6-a-
ol ocorrem exclusivamente durante o periodo de seca, sendo neste periodo também observado
um acréscimo de 70% na quantidade de aromadandreno. Estas diferencas na composi¢do dos
0leos extraidos em diferentes estacdes justifica as diferencas de perfil dos graficos de
recuperagdo dos olhos das moscas tratadas com o 6leo de diferentes épocas, indicando que as
moléculas cujas concentracdes diferem devem ser melhor analisadas para uma compreensao
mais apurada de suas atividades bioldgicas e possiveis aplicagdes terapéuticas anti-
inflamatorias.

Como existem moléculas sabidamente anti-inflamatorias presentes no composto
testado, e sabendo que o ortdlogo de Eiger, TNF, ¢ uma citocina pro-inflamatdria que ativa a
via NF-kB (IGAKI; MIURA, 2014) em mamiferos, podemos afirmar que a recuperacao
observada da regido ocular das moscas tratadas com 6leo essencial confirma o potencial anti-
inflamatorio deste produto, um fator importante a ser somado as demais descobertas recentes

sobre 0 mesmo 6leo essencial.

6. CONCLUSAO

A busca por novos compostos € moléculas com potencial terapéutico nos produtos

naturais € um dos campos de pesquisa mais amplos e importantes neste século, devido a
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imensa biodiversidade no nosso planeta, subutilizada e extremamente degradada. O dleo
essencial de Aragd-roxo tem demonstrado potencial para aplicagdo em produtos
industrializados por suas atividades antifungica (FERNANDES et al., 2018) e antibiotica
(DIAS et al., 2018), e este trabalho vem fomentar o potencial deste composto dando luz a
mais uma atividade bioldgica para o mesmo.

O tratamento com o6leo essencial de Psidium myrtoides O. Berg foi capaz de recuperar
parcialmente a area dos olhos da linhagem transgénica de Drosophila melanogaster GMR-
GAL4 > UAS-ciger em todas as concentracdes testadas para a fragdo extraida no periodo de
seca, e nas concentragdes acima de 0,2 mg/mL do 6leo extraido no periodo chuvoso do ano,
sendo assim, confirma-se a atividade anti-inflamatéria investigada neste trabalho.

No mais, o modelo de experimento utilizado, alternativo a experimentagdo com
mamiferos, demonstrou ser de ampla capacidade, barato, rapido, tornando este um modelo
crucial para o desenvolvimento cientifico.

Desta forma, tem-se a perspectiva de aprofundamento das pesquisas a partir dos
resultados apresentados no presente trabalho, devendo-se realizar testes posteriores em
modelos mais apurados para comprovagdo do potencial anti-inflamatorio do 6leo essencial de

Psidium myrtoides O. Berg em mamiferos, além de avaliacdo da atividade das moléculas

deste Oleo isoladamente.
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