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RESUMO
SILVA, FLAVIA FERNANDA ALVES. Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e

Tecnologia Goiano — Campus Rio Verde — GO, agosto de 2019. Composicdo Quimica e
Atividades Bioldgicas dos 6leos essenciais das folhas, frutos verdes e maduros de Murraya
paniculata (L) Jack.Orientadora: Dr.2 Cassia Cristina Fernandes Alves. Coorientador Dr.
Mayker L. Dantas Miranda.

A espécie Murraya Paniculata (L) Jack € conhecida popularmente como murta de
cheiro e possuei grande poténcial terapéutico descrito na literatura. Suas principais
atividades biologicas sdo conferidas a presenca de terpenos em sua composi¢do
quimica. Com isto, objetivou-se nesse estudo, determinar a composicdo quimica e
atividades bioldgicas dos 6leos essenciais extraidos das folhas, frutos verdes e maduros
deM. paniculata. Os OEs foram obtidos, através da técnica convencional de
hidrodestilacdo em aparelho do tipo Clevenger. E, a identificagio dos compostos
presentes nos OEs foi realizada através de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM). A atividade anticariogénica dos OEs dos frutos
(Verdes e Maduros) foi avaliada contra patdgenos orais: Streptococcus mutans, S. mitis,
S. sanguinis, S. sobrinus e S. salivarius. Como resultados, os OEs exibiram moderada
atividade com valores de CIM entre 100 e 400 pg/mL. Em relacdo a atividade
antimicobacteriana, os OEs se mostraram ativos diante de Mycobacterium kansasii
(CIM = 250 pg/mL), moderadamente ativos diante de M. tuberculosis (CIM = 500
pg/mL) e inativos contra M. avium (CIM = 2000 pg/mL). Ja a atividade antifungica do
OE das folhas, foi ivestigado pela metodologia de difusdo em disco, contra os fungos
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.). Foram utilizadas diferentes concentraces do OE
diluido em DMSO. De modo que, observou-se que na dose de 300 pL do OE exibiu
91,2% de inibicdo do crescimento micelial do fungo. Para a atividade antioxidante,
utilizou-se o método da capacidade sequestrante do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazina
(DPPH). O ensaio exibiu valores de 1Csp= 932.55 pg/mL 1123.72 pug/mL e 716.72
pg/mL para os OEs das folhas e frutos (Maduros e Verdes), respectivamente. Por fim,
para avaliar a atividade leishmanicida, utilizou-se as formas promastigotas de
Leishmania amazonenses. Como resultado, observou-se que, os OEs das folhas
apresentaram alta atividade leishmanicida, com ICsy = 7.33+2.07 pg/mL. Enquanto, o0s
OEs dos frutos (Maduros e Verdes) apresentaram valores de 1Csp = 13.04+£1.64 e
30.7742.07 pg/mL, respectivamente. Este trabalho descreve pela primeira vez a
composigdo quimica, bem como as atividades biologicas de diferentes partes do 0leo
essencial de Murraya Paniculata (L) Jack coletadas no Brasil.

PALAVRAS-CHAVES: Produtos naturais; murta de cheiro; Oleo essencial;
composi¢do quimica; atividades biologicas.



ABSTRACT

The Murraya Paniculata (L) Jack species is popularly known as myrtle scent and has a
great therapeutic potential described in the literature. Its main biological activities are
conferred by its terpenes presence in their chemical composition. The objective of this
study was to determine the chemical composition and biological activities of the
essential oils extracted from the leaves, green and ripe fruits of M. paniculata. The SOs
was obtained by the conventional hydrodistillation technique in Clevenger type
apparatus. And the identification of the compounds present in the OEs was performed
by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). The anticariogenic
activity of fruit (Green and Ripe) OEs was evaluated against oral pathogens:
Streptococcus mutans, S. mitis, S. sanguinis, S. sobrinus and S. salivarius. As a result,
the SOEs exhibited moderate activity with MIC values between 100 and 400 pg / mL.
Regarding antimicobacterial activity, SOEs were active against Mycobacterium kansasii
(MIC = 250 pg / mL), moderately active against M. tuberculosis (MIC = 500 pg / mL)
and inactive against M. avium (MIC = 2000 pg / ml). The leaf EO antifungal activity
was investigated by the disk diffusion methodology against the fungi Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.). Different concentrations of diluted EO in DMSO were used. Thus,
it was observed that at the 300 pL dose of EO showed 91.2% inhibition of fungal
mycelial growth. For antioxidant activity, the method of sequestering capacity of the
2,2-diphenyl-1-picrilhydrazine (DPPH) radical was used. The assay showed 1C50
values = 932.55 pug / mL 1123.72 pg / mL and 716.72 pg / mL for leaf and fruit OEs
(Ripe and Green), respectively. Finally, to evaluate the leishmanicidal activity, the
promastigote forms of Leishmania amazonenses were used. As a result, it was observed
that the leaf OEs showed high leishmanicidal activity, with IC50 = 7.33 + 2.07 ug / mL.
Meanwhile, the fruit OEs (Ripe and Green) presented 1C50 values = 13.04 + 1.64 and
30.77 £ 2.07 pg / mL, respectively. This paper describes for the first time the chemical
composition as well as the biological activities of different parts of Murraya Paniculata

(L) Jack essential oil collected in Brazil.

KEY WORDS: Natural products; smell myrtle; essential oils; chemical composition;
biological activities.



1. INTRODUCAO

1.1 Familia Rutaceae

A familia Rutaceae apresenta cerca de 160 géneros e 1.900 espécies, distribuidas
em regides tropicais, subtropicais e temperadas do mundo, sendo mais abundante na
América tropical, Sul da Africa e Australia (EPIFANO et al., 2015). No Brasil, a familia
Rutaceae esta representada por aproximadamente 29 géneros e 182 espécies, com
algumas de importancia medicinal, ecoldgica e econdmica, apresentando centro de
diversidade em regides do cerrado brasileiro (CAMPELO et al.,2013).

A diversidade de seus metabdlitos secundarios, assim como seu potencial
biotecnologico e farmacéutico, vem despertando interesse em estudos da familia
Rutaceae entre os pesquisadores do mundo. Dentre suas caracteristicas, uma delas inclui
a producdo de 6leos essenciais. No Brasil, 0 género Citrus um dos principais da familia
Rutaceae, vem destacando-se economicamente. Seus 6leos essenciais sdo usados como
subprodutos em industrias de suco, levando o Brasil a ficar em posicdo de destaque
como o pais com a maior producdo de 6leos essenciais de Citrusdomundo (ESTEVAM
et al.,2017).

De modo geral, a familia Rutaceae pertence a um dos maiores grupos de
metabolitos secundarios proveniente de plantas, com alto potencial em atividades
biolégicas. Estudos de extratos e OEs com plantas pertencentes a essa familia,
constantemente tém sido desenvolvidos, visto a grande variedade de espécies (NEBO et
al.,2014).

Neste contexto, dentre os metabdlitos secundarios presente na familia, destacam-
se, os alcaloides biologicamente derivados do &cido antranilico, inmeras cumarinas,
incluindo muitas cumarinas substituidas por isopreno, e nortriterpenos do tipo
limonoide. Estes compostos apresentam elevado potencial biolégico, como por
exemplo, atividade antimicrobiana, anti-inflamatéria, antioxidante, inseticida,
antifungica e entre outros (SHIVAKUMAR et al., 2017;APPELHANS et al.,2018;
ALLEVATO et al.,2019).

Dentre 0s géneros que constitui a familia Rutaceae, o género Murraya, é

conhecido pela grande variedade de espécies e também por possuir moléculas


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1055790316304201#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1055790317309120#!

biologicamente ativas. Este tem chamado a atengé@o de pesquisadores de todo o mundo,
isso porque, possui grande biodiversidade. Varias de suas espéecies foram introduzidas
no Brasil, e sdo usadas para arborizacdo, bem como, pela populagdo na medicina
popular (SILVA et al., 2018).

1.2 Género Murraya

O género Murraya, destaca-se por seu grande potencial econdmico, refletido por
seu uso alimentar e farmacoldgico. Compreende cerca de 35 espécies de plantas com
flores, sdo nativas do Sudeste Asiatico, embora tenha ampla distribuicdo pelo mundo
(CAMPAELDO, et al., 2013).

O género consiste principalmente de pequenos arbustos e ervas que foi
introduzido no Brasil para arborizacdo. Como exemplos de espécies pertencentes a este
género, podendo citar: M. euchrestifolia, M. koenigii (L.) Spreng, M. paniculata (L.)
Jack, M. sumatrana, M. amoena, M. omphalocarpa Hayata, M. alata Drake, M
Caloxylon Ridl, M. crenulata (Turcz.) Oliv, M. brevifolia, M. burmanni, M. alternans e
M. siamensis (MARTINS etal., 2011; RAHAMAN et al., 2010).

Neste contexto, M. paniculata (L.) Jacké a espécie deste género mais difundida
no Brasil, por possuir valor ornamental. A espécie tem caracteristicas marcantes,
proveniente de sua folhagem verde intenso, alem de, um amplo aglomerado de flores
perfumadas, muito utilizadas em jardins. (MARQUICA et al.,2008)

Na medicina popular as folhas de M. paniculata (L.) Jack sdo muito utilizadas
para diferentes fins. Varias de suas acdes farmacoldgicas ja foram exibidas por seus
extratos vegetais e descritas nas literaturas, como por exemplo, é considerada
adstringente e estimulante para o tratamento de reumatismo, tosse, diarreia, disturbios
mentais, dor de dente e entre outros (SHIVAKUMAREet al., 2017, OLAWARE et al.,
2016; SAQBI et al., 2015; SOUZA et al., 2008).

1.3 Murraya paniculata (L.) Jack

A espécie M. paniculata (L.) Jack (Rutaceae) (figura 1) € uma arvore nativa da
india, introduzida no Brasil para arborizacdo utilizada como ornamentacio de jardins,
por causa de sua resisténcia ao clima e tolerancia ao solo. Conhecida popularmente no
Brasil como murta de cheiro ou dama da noite, em varias regides do mundo tem sido
considerada medicinal ( DOSOKYet al., 2016) .
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Figura 1. Folhas e frutos verdes de M. Paniculata (L.) Jack (A). Folhas e frutos

maduros de M. paniculata (L.) Jack (B).

Estudos a fim de investigar, desvendar e comprovar 0s mecanismos de acdo da
espécie M. paniculata, afirmam que, diversas partes da espécie possuem acdes
farmacoldgicas. Estudada em diferentes partes mundo esta espécie possui resultados
promissores, quanto ao seu potencial bioldgico. Por exemplo, sua decoccdo tem sido
administrada para tratar Glcera bucal e o furinculo dorsal na india. A pasta de folha
quente é aplicada para promover a cicatrizacdo de 0ssos quebrados no sul da China. E
na provincia de Fujian, na China, as folhas sdo usadas para aliviar dores reumaticas em
adultos e enfisema em criangas (ZOUet al., 2014).

Diante de sua importancia medicinal, estudos identificam que a atividade
bioldgica conferida aos extratos da espécie pode estar relacionada a presenca de
compostos majoritarios como: os alcaloides inddlicos, flavonoides e cumarinas. Estes
sdo componentes ativos, podendo possuir a¢ao isolada ou em sinergismo para as mais
variadas atividades bioldgicas, entre elas, antimicobacteriana, anticariogénica,
antioxidantes e antifingicas (WANG et al 2019; SAYAR et al., 2014; RAHMAN et al.,
2010; MESQUITA et al., 2008).

Entretanto, em relacdo aos estudos da composicdo quimica e atividades
bioldgicas dos OEs extraidos de M. paniculata, poucos trabalhos sdo encontrados na
literatura. Destaca-se entre os trabalhos ja reportados, estudos de Oleos essenciais
obtidos de espécimes ocorrentes em outros paises como Nigéria, Bangladesh, Nepal e
Cuba (KISUMA et al., 2017; NETA et al., 2017; FASAL et al., 2017; OSOKY et al.,
2016; ZHU et al., 2015; RODRIGUEZ et al., 2012; SHARKER et al., 2009;
CHOWDHURY et al., 2008; SOUZA et al., 2008)
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Assim, o estudo em questdo, exibiu resultados preliminares e inéditos a respeito
da composi¢do quimica de M. paniculata (L.) Jack, bem como, evidenciou suas

atividades biologicas.

1.4 Metabolismo Especial e Oleos Essenciais

As plantas, através de reagdes quimicas sdo capazes de produzir, transformar e
acumular substéncias. Estas sdo capazes de garantir a sobrevivéncia, adaptacdo e
perpetuacdo das espécies nos mais variados ecossistemas. Os OEs sdo um conjunto de
reacfes quimicas, que exercem fungdes importantes nas plantas contra patdgenos e
herbivoros, além de, colaborem para a atragdo dos polinizadores e disseminadores de
sementes. Esses sdo provenientes dos metabolitos secundarios (MAHDIEHet al.,2018;
DUDAREVA et al., 2013; MAFFEI et al., 2011).

Os OEs podem ser classificados como uma mistura complexa que contém
hidrocarbonetos saturados e insaturados (alcool, aldeidos, ésteres, éteres, cetonas,
oxidos, fenois), além de, apresentarem alta volatilidade. Estes podem ser obtidos por
diferentes partes da planta (caule, flor, raizes, folhas e frutos), através de diferentes
técnicas, como por exemplo, a destilagdo por arraste a vapor d’agua. Assim, a eficiéncia
dos Oleos essenciais, depende da composicdo e orientacdo de seus grupos funcionais
(MAHDIEHet al.,2018; DONSI e FERRARI., 2016; MAIA et al., 2015; SANTANA et
al, 2013)

Dentre as principais classes de substancias que constituem os OEs, destacam-se
os terpenos e os fenilpropanoides, esses sdo classificados como o maior grupo de
compostos em produtos naturais, com mais de 15.000 compostos, que sdo sintetizados a
partir da rota do acido mevalénico (Figura 2) (XAVIER et al.,2015; JAWDAT et al.,
2016) .

A sintese dos terpenos pode produzir muitos produtos a partir de um Unico
substrato. Isto porque, sdo formados por unidades basicas de isopreno. Esses sdo
classificados de acordo com namero de unidades isoprénicas em, monoterpenos com 10
carbonos,  sesquiterpenos com 15 carbonos e  diterpenos com 20
carbonos (MAHDIEH et al.,208; DUDAREVA et al., 2013;DEGENHARDT et al.,
2009).
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Figura 2 — Biossintese simplificada de terpenos. Fonte: ZEIGER (2006)

Entretanto, vale ressaltar que, os OEs podem sofrer variacbes em sua
composicao quimica. Isso ocorre, atraves dos diferentes estimulos ambientais recebidos
pelas plantas, tais como: temperatura, técnica de extracdo, radiacdo ultravioleta,
nutrientes, ataque de patégenos, desenvolvimento da planta e a sazonalidade. Por isso,
se faz necessario um estudo preliminar, a respeito do ambiente em que a planta esta
localizada. De modo que, a coleta do material em estudo, deve ser exclusiva de um
mesmo ambiente, para que, com isso, se tenha a melhor obtencdo de substéncias

especificas e maior quantidade de dleo essencial (MATIAS et al., 2016).

1.5 Aplicacdes dos Oleos Essenciais
Nos ultimos anos, varias pesquisas com produtos naturais, tendo a utilizacao dos

OEs como matérias-primas foram desenvolvidas. Segundo dados da organizagdo
mundial de saude (OMS, 2010), 80% das pessoas dos paises em desenvolvimento
dependem da medicina tradicional para suas necessidades basicas, sendo considerados

em alguns paises, como fonte de unico recurso terapéutico (SCHENKEL, 2000).



Os OEs possuem varias aplicacfes nas industrias, como por exemplo,
farmacéuticas, cosméticas, agricultura no combate contra pragas e doengas agricolas,
entre outras (PINTO et al., 2002; BUTLER, 2008). Neste sentido, pesquisas com OEs
tém como finalidade, evidenciar as espécies nativas de cada regido, que fazem parte da
medicina popular, a fim de investigar e desvendar seus mecanismos de a¢ao que confere
a cada espécie de planta uma especifica atividade biologica e com isto desenvolver
fontes alternativas para novas moléculas bioativas a base de produtos naturais
(ESTEVAM et al.,2017).

Diante do exposto, a fim de evidenciar a espécie brasileira M. paniculata (L.)
Jack, espécie produtora de OEs, localizada em regies do cerrado brasileiro, o estudo
em questdo abordou, pela primeira vez na literatura, a composicdo quimica de diferente
parte da espécie, bem como, algumas de suas principais atividades biologicas, como,
por exemplo, as atividades bioldgicas: anticariogénica, antimicobacteriana, antifungicas,

antioxidante e leishmanicida.

1.5.1 Atividade biol6gica Anticariogénica e Antimicobacteriana
A carie dentaria é uma doenga provocada principalmente por bactérias do

género Streptococcus. Assim, a cérie é considerada fonte de infec¢do decorrente de
acumulo de bactérias na superficie dentaria. O biofilme é a primeira etapa para a
formagao das lesdes de caries, sua formagdo depende da interagdo dos microrganismos
com o dente e dos microrganismos entre si. Diante disto, as bactérias Streptococcus
mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis, Streptococcus sobrinus e
Streptococcus salivarius, sdo as principais responsaveis pela cérie dental, considerada
um problema de salde publica, podendo levar a outras doencas como a bacteremia,
endocardite e meningite (SILVA et al., 2018; DI VITO et al., 2019; DELORME et al.,
2015).

Segundo Harkat-madouri et al. (2015), as atividades biolégicas contra bactérias
periodontopatogénicas, sdo conferidas a presenga de monoterpenos oxigenados presente
na composicdo quimica das plantas. Ele avaliou o OE das folhas de Eucalyptus
globulus. E concluiu que, a utilizagdo de produtos naturais pode ser eficaz e uma fonte
alternativa, aos tratamentos convencionais.

Ainda em relacdo a saude bucal Filogonio et al. (2011), observou que, os OEs,
gque possuem em sua composicdo quimica composto como timol, eucaliptol, metil

salicilato e mentol, estes sdo propicios a demonstrarem alta capacidade de reduzir o



biofilme pré-formado e retardar o desenvolvimento do biofilme existente. Assim,
enxaguatdrios bucais contendo 0,7 %dos OEs em sua formulacdo, quando aplicados
diariamente, reduziram efetivamente a inflamacdo gengival podendo afetar
moderadamente a microbiota subgengival, reduzindo as proporcGes de patdgenos
periodontais.

Como visto, os produtos naturais tém se destacado como alternativas para o
tratamento e prevencdo da céarie dental e doencas periodontal. Neste sentido, os OEs
estdo associados a efeitos anti-inflamatorios, no entanto, ainda é recente o0 seu uso no
tratamento da salde bucal. Por isso, mais estudos nesse sentido se fazem necessarios
(SILVA et al., 2018).

Em relacdo a atividade antimicobacteriana, pesquisas que visam a utilizacao de
OEs, como possivel alternativa aos tratamentos convencionais, cujas bactérias tém se
tornado cada dia mais resistente, vém sendo continuamente desenvolvidas. As doencas
causadas por microbactérias sdo consideradas como negligenciadas, causando mortes
anuais significativas em paises subdesenvolvidos (MIRANDA et al 2010).

A tuberculose € uma doenca infecciosa causada por bactérias do género
Mycobacterium. E uma doenca endémica que abrange varios paises subdesenvolvidos.
O Brasil ocupa a 14° posicao entre 0s 22 paises que sdo responsaveis por 80% do total
de casos de tuberculose no mundo. Mycobacterium tuberculosisé a espécie responsavel
pelo maior nimero de casos de morbidade e mortalidade entre a populacdo
(FERNANDES et al 2017).

Alguns pesquisadores conferem a presenca de compostos quimicos como o f3-
cariofileno, germacreno D, o-humuleno, o-copaeno presente nos OEs, a agéo
antimicrobianas, os compostos ja sdo bem descritas na literatura, e podem agir em
sinergismo ou isoladamente (DIAS et al, 2017; MATINS et al 2015; MOREIRA et al
2014).

Em concordancia, Silva et al (2013) em seus estudos, obtiveram resultados
promissores ao estudar a acdo do OE dos frutos de Pterodon emarginatus diante das
bactérias do género Mycobacterium, foram encontrados em sua composi¢do quimica,
compostos como:a-cubebeno, a-copaeno, o-ilangeno, a-gurjuneno, B-cariofileno, y-
humuleno, entre outros, responsaveis pela acao bioldgica.

Assim, fontes alternativas que visam melhor condicdo de vida para a populagéo

de paises subdesenvolvidos se fazem necessérias. As utilizacdes de produtos naturais



10

nesse sentido vém se mostrando promissora. Porém, ainda sdo necessarios estudos a fim

de identificar e isolar as moléculas responsaveis pela a¢do biologica nos OEs.

1.5.2 Atividade biologica antifungicas contra Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De
Bary.
Atualmente pesquisadores de todo mundo vém despertando interesse, nos

impactos ambientais, provocados pelo uso excessivo de agrotoxicos que tém
prejudicado, principalmente, a salde da populacdo. No entanto, fontes alternativas, a
fim de controlar fungos fitopatogénicos por contato direto com 6leos essenciais in vitro
e in vivo, ttm sido pouco investigadas (REIS et al., 2011).

O fungo Sclerotinia sclerotiorum, é o causador da doenca conhecida como
mofo branco, pertence a familia Sclerotiniaceae na ordem Helotiales no filo
Ascomycota (Bolton et al. 2006). E um agente fitopatogénico do solo que infecta mais
de 600 espécies de plantas em todo mundo, incluindo culturas de importancia comercial
como a soja, o feijao entre outras (Boland & Hall, 1994; Bolton et al., 2006; ETHUR et
al., 2004).

O processo de contaminacgdo do fungo S. sclerotiorum ao solo se da, através de
disseminacdo a partir das sementes ao solo a temperaturas de (20-25°C). Esse fungo
espalha-se rapidamente através de esporos, frequentemente em forma de esclerédios, de
modo, a contaminar os caules, as flores e as folhas (Figura 3). Os esclerddios podem
residir no solo por varios anos, desde que se tenham condicBes favoraveis, tais como,
temperatura, umidade do solo, e profundidade em que o esclerddio se encontra no solo,
fazendo com que a populacio da doenca aumente a cada plantio. (SABATE et al.,
2018).

Por isso, estudos que visam combater esse fungo, tendo como base produtos
naturais, em especial a utilizacdo de OEs, faz-se necessario, a fim de evitar perdas
anuais significativas entre nas culturas. Valadares et al (2018), em seus estudos,
observaram a inibicdo do OEs extraido das folhas e inflorescéncias de Piper aduncum,
diante do fungo fitopatogénico sclerotiorum. As atividades antifungicas in vitro dos
OEs diante dos fungos demonstraram que acima de 30 uL. de OEs houve inibigdo dos
esclerodios de 100% para a inflorescéncia, enquanto as folhas com 50 uL do OEs
inibiram 98,74%. Podendo assim, mostrar a eficiéncia dos OEs no combate a doengas

fitopatogénicas.
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Figura 3 — Sintomas tipicos provocados pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum. (A)
Desenvolvimento inicial da lesdo na haste; (B) (D) Expansdo gradual da leséo e
cobre toda a planta; (E) Causou a morte da planta; (F) Esclerddio desenvolvido
dentro da haste morta. Fonte: KAMAL et al., 2016.

Varios pesquisadores justificam a promissora atividade dos OEs diante do fungo
Sclerotinia sclerotiorum, a sua acdo sinérgica entre 0s compostos, que podem ser
conferida a presenca de compostos comop-cariofileno, a-zingibereno e f-cubebeno, no
Oleo essencial (VALADARES et al., 2018; PEREIRA et al., 2017; XAVIER et aL.,
2016).

1.5.3 Atividades antioxidantes
Os OEs tém sido ainda amplamente estudados quanto ao seu potencial de

inibicdo de radicais livres. Isso porque, substancias antioxidantes sdo aquelas que
inibem ou diminuem os efeitos desencadeados pelos radicais livres, uma vez que 0s
radicais estdo envolvidos em varias doengas correlacionados com o estresse oxidativo,
como, por exemplo, cancer, enfisema, arteriosclerose e artrite. (CHIRAGJet al., 2013).

No teste utilizando o radical DPPH, o ECsg(Concentragdo inibitoria de 50%)
reflete o nivel de descoloracdo por meio da capacidade de doacdo de hidrogénio de um
composto. Quando a forma de radicais DPPH é eliminada por um antioxidante para
formar uma molécula de DPPH estavel. Isto leva a mudanga de cor de purpura para
amarelo e a diminuicdo na absorbancia, demonstrando sua atividade antioxidante
(MIRANDA 2016).
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Carneiro et al (2016) , em sua pesquisa, evidenciando a espécie Eugenia klotzschiana,
obtiveram resultados promissores. As atividades antioxidantes dos OEs foram avaliadas
pelos métodos DPPH e ABTS. E Concluiu-se que, esta atividade pode estar
correlacionada a presenca de compostos majoritarios como o [B-elemeno e D-

germacreno na espécie.

Neste sentido, a fim de se identificar novas moléculas com substancias
antioxidantes, pesquisadores intensificam pesquisas para desvendar e isolar 0s

mecanismos de acdo dos compostos presentes nos OEs.

1.5.4 Atividade Leishmancida
A leishmaniose é uma doenca tropical causada por um parasita intracelular, um

protozoario do género Leishmania, cujo vetor é flebotomineo, um pequeno inseto
pertencente a ordem Diptera. No Brasil, esse mosquito é chamado de mosquito palha. A
Organizacdo Mundial da Salde (OMS) estima que a leishmaniose seja a segunda
doenca transmitida por insetos que mata grande quantidade de pessoas em todo mundo
(Blanco et al., 2017).

No Brasil, a doenca é causada pelas seguintes espécies: Leishmania brasiliensis,
L. guyanensis, L. amazonensis. A L.amazonensis possui um alto potencial patogénico,
tendo sido relatado que estd espécie em questdo ja teve registros de lesbes cutaneas,
difusas e viscerais (SILVA et al., 2016).

Alguns compostos sintéticos ja sao fontes utilizadas no tratamento da
leishmaniose, como, por exemplo, antimoniais, anfotericina B e miltefosina. No
entanto, esses medicamentos tém efeitos secunddrios téxicos para o corpo humano.
Diante da falta de vacinas eficazes, o surgimento de resisténcia aos farmacos existentes
e a auséncia de tratamentos menos téxicos e acessiveis e se faz necessario uma
alternativa eficaz a partir de produtos naturais (ANTINARELLI et al., 2015;
FIGUEIREDO et al., 2017)

Alguns OEs tém se apresentados efetivos também contra leishmaniose. Segundo
Kauffmann et al. (2017), a atividade leishmanicida observada em produtos naturais, em
especial, nos OEs, podem ser atribuida a mistura de constituintes sesquiterpénicos que
podem agir isoladamente ou em sinergismo.

Portanto, os estudos quimicos de plantas, a extracdo de OEs constituem-se numa
estratégia economicamente importante para o futuro das inddstrias de perfumarias,

medicamentos, defensivos agricolas, entre outros (MIRANDA et al., 2010). Diante



13

disso, estudos preliminares a fim de se obter o reconhecimento e o isolamento de
composto presente nas plantas medicinais, principalmente quando a planta é de
conhecimento popular produtora de OEs, é de grande importancia para pesquisas e

desenvolvimento de novas moléculas bioativas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral
O objetivo deste trabalho foi avaliar a composi¢cdo quimica dos OEs de M.

paniculata (L.) Jack, bem como determinar suas atividades biologicas.

2.2 Especificos

e Identificar os constituintes dos OEs extraido das folhas, frutos verdes e maduros
in natura de M. paniculata;

e Auvaliar as atividades anticariogénica in vitro dos OEs das folhas e frutos de M.
paniculata contra Streptococcus salivarius, S. sobrinus, S. mutans, S. mitis e S.
sanguinis;

e Auvaliar a atividade antimicobacteriana dos OEs das folhas e frutos de M.
paniculata, contra Mycobacterium kansasii,M. tuberculosis e M. avium.

e Determinar a atividade antifingica dos OEs das folhas e frutos de M. paniculata
contra Sclerotinia sclerotiorum;

e Determinar a atividade antioxidante dos OEs das folhas e frutos, bem como,

analisar seu potencial leishmanicida.
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3. CAPITULO |
(Normas de acordo com a revista Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences)

Composicdo quimica e atividade antibactériana in vitro do oOleo
essencial de frutos (Maduros e Verdes) de Murraya paniculata contra

géneros bactérianos Mycobacterium e Streptococcu

Resumo: Os 6leos essenciais foram obtidos pelo processo de hidrodestilagdo, dos frutos
(Verdes e Maduros) de Murraya paniculata coletados em area de Cerrado, no municipio
de Rio Verde, regido sudoeste do estado de Goias, Brasil. Os OEs foram analisados,
utilizando cromatografia gasosa, com detector por ionizacdo de chama (CG-DIC) e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Os frutos verdes e
maduros apresentaram predominancia de sesquiterpenos, classe de compostos mais
abundante nos 6leos. Os componentes majoritarios do OE extraido dos frutos maduros
(OE-FM) foram: B-cariofileno (21,3%), a-Ylangeno (13,3%), germacreno-D (10,9%) e
a-zingibereno (9,7%). No OE dos frutos verdes (OE-FV) os constituintes majoritarios
identificados foram: sesquiterpenos (25,0%), a-zingibereno (18,2%), germacreno-D
(13,1%) e o-copaeno (12,7%). Ambos os OEs investigados exibiram moderada
atividade anticariogénica contra as bactérias Streptococcus mutans, S. mitis, S.
sanguinis, S. sobrinus e S. salivarius, com valores de CIM entre 100 e 400 pg/mL. Em
relacdo a atividade antimicobacteriana, os 6leos essenciais dos frutos (Verdes e
Maduros) de M. paniculata foram ativos frente a Mycobacterium kansasii (CIM = 250
pug/mL), moderadamente ativos diante da M. tuberculosis (CIM =500 pg/mL) e inativos
contra M. avium (CIM = 2000 pg/mL). Este trabalho revelou pela primeira vez perfil
quimico dos OEs extraidos dos frutos verdes e maduros de M. paniculata e descreveu

também suas atividades antimicobacteriana e anticariogénica.

Palavras-chave: Murraya paniculata; 6leos essenciais; sesquiterpenos; atividade

anticariogénica; atividade antimicobacteriana; Mycobacterium kansasii.
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3.1 Introducgéo
3.2 Experimental
3.2.1 Material Vegetal
3.2.2 Extracdo de 0Oleos essenciais
3.2.3 ldentificacdo da composic¢do quimica dos 6leos essenciais
3.2.4 Atividade Anticariogénica
3.2.5 Atividade antimicobacteriana
3.3 Resultados e discussao

3.4 Conclusédo

3.1 INTRODUCAO

A carie dental € uma patologia localizada nos tecidos duros dos dentes, resultado
do acumulo bacteriano e de seu metabolismo nas superficies dentérias, o que leva a
formagéo do chamado biofilme.> A cérie dental é sobretudo considerada um importante
problema de saude publica, e sabe-se ainda que na cavidade oral existem mais de 700
espécies de bactérias e que algumas delas sdo responsaveis por esta patologia e outras
doencas periodontais.’

A tuberculose é uma doenca infecciosa causada por micobactérias do género
Mycobacterium, no entanto, a espécie responsavel pelo maior nimero de casos de
morbidade e mortalidade é o Mycobacterium tuberculosis.®> Em 2015, a Organizacéo
Mundial da Saude apontou 9,6 milhdes de novos casos no mundo e 1.5 milhdes de
mortes causadas pela doenca.®> Em adicdo, existe aumento significativo no nimero de
micobactérias ndo tuberculosas, tais como Mycobacterium kansasii e M. avium, que
também afetam os pulmdes, linfa, pele e articulacBes, provocando sequelas graves se
ndo tratadas a tempo.” Devido a estas duas doencas, a carie e a tuberculose, acredita-se
ser de suma importancia a busca de novos compostos bioativos advindos de produtos
naturais que exibam, sobretudo, acdo efetiva contra as micobactérias e as bactérias
cariogénicas.

Murraya paniculata, conhecida popularmente no Brasil como murta de cheiro, é
pertencente a familia Rutaceae, uma familia botanica que apresenta cerca de 150
géneros e 1.600 espécies, distribuidas em regides tropicais, subtropicais e temperadas
do mundo, sendo mais abundante na América tropical, sul da Africa e Australia.> No
Brasil, a familia Rutaceae esta representada por aproximadamente 29 géneros e 182

espécies, com algumas de importancia medicinal, ecolégica e econdmica.’
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O género Murraya compreende cerca de 35 espécies de plantas com flores, sdo
nativas do sudeste Asiatico, embora tenha uma ampla distribuicio pelo mundo.® Como
exemplos de espécies pertencentes a este género, podendo citar: Murraya euchrestifolia,
M. koenigii (L.) Spreng, M. paniculata, M. sumatrana, M. amoena, M. omphalocarpa
Hayata, M. alata Drake, M Caloxylon Ridl, M. crenulata (Turcz.) Oliv, M. brevifolia,
M. burmanni, M. alternans e M. siamensis.

Especificamente, a espécie M. paniculata (L.) Jack é uma arvore nativa da India
que foi introduzida no Brasil para arborizacdo e utilizacdo como ornamentacdo de
jardins.” Em regides tropicais e subtropicais da Asia e também na China e Indonésia,
esta espécie é considerada medicinal sendo empregada no tratamento de problemas
intestinais, reumatismo e tosse.’

Muitas outras acfes farmacoldgicas exibidas pelos extratos vegetais de M.
paniculata séo descritas na literatura, como por exemplo, sua aplicacdo no tratamento

%10 analgésico,*

de diarreia, asma e hipertensdo.® Seus potenciais antifiingico
citotoxico' e antioxidante'? também sdo conhecidos, inclusive sua aplicacdo para dor
de dente.’* Em relacdo a estudos de composicdo quimica e atividades bioldgicas de
6leos essenciais extraidos de M. paniculata, poucos estudos sdo encontrados na
literatura.!* Destaca-se entre os trabalhos ja reportados, estudos de 6leos essenciais
obtidos de espécimes de M. paniculata ocorrentes em outros paises como Nigéria™,
Bangladesh®®, Nepal*’ e Cuba.'®

Com destaque a M. paniculata ocorrente no Brasil, um estudo recente descreve a
composi¢do quimica do 6leo essencial das folhas desta espécie coletadas no estado do
Espirito Santo e suas propriedades citotoxica, fungicida e bactericida.** Entretanto, é
digno de nota mencionar que o0 nosso objetivo foi descrever pela primeira vez os perfis
quimicos e as atividades antimicobacteriana e anticariogénica in vitro dos oéleos
essenciais dos frutos verdes e maduros de M. paniculata (Figura 1) coletados em area de

Cerrado no interior do estado de Goias, Brazil.
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* ‘.’ f , - t\o :
Figura 1. Folhas e frutos verdes de M. paniculata(A). Folhas e frutos maduros de M.

paniculata (B).

3.2 EXPERIMENTAL

3.2.1. Material Vegetal

Os Frutos de M. paniculata verde (OE-FV) e maduros (OE-FM) foram coletados
na regido do Cerrado, em Rio Verde, Goids, em outubro de 2017. A planta foi
identificada pela botanica Erika Amaral e uma amostra foi depositada no Herbario

Jataiense Professor Germano Guarim Neto no niimero exsicata HJ 28760/MP.

3.2.2. Extracdo de 6leos essenciais
As amostras de frutos (Verdes e Maduros) de M. paniculata foram submetidas

ao processo de hidrodestilacdo por 3 horas, por aparelho tipo Clevenger. Para realizar a
analise, 300 g de material vegetal foram divididos em trés amostras de 100 g e 500 mL
de agua destilada foram adicionados a cada amostra. Apds a coleta manual das amostras
de OEs, os vestigios de agua remanescente nos dleos foram removidos com sulfato de
sodio anidro, que foi seguido por filtragdo. O procedimento de extracdo foi feito em
triplicata. O 0leo isolado foi armazenado sob refrigeragdo até a analise e testes. Os
rendimentos (p/p) foram calculados a partir do peso de frutos verdes e maduros e

expressos como a média das analises em triplicado.
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3.2.3. Identificacdo da composicdo quimica dos 0leos essenciais
As andlises para a identificacdo dos OEs foram feitas por cromatografia gasosa

(CG) que foram realizadas por um cromatografo a gas Shimadzu GC2010 Plus
equipado com um amostrador automatico AOC-20 com um detector de ionizacdo de
chama (FID) e um processador de manipulacdo de dados. Uma coluna capilar de silica
fundida Rtx-5 (Restek Co., Bellefonte, PA, EUA) (30 m x 0,25 mm d.i.; espessura de
filme de 0,25 pm) foi empregada. As condi¢cdes de operagdo foram as seguintes:
temperatura da coluna programada para subir de 60 a 240°C a 3°C/min e depois manter
a 240°C durante 5 min; gas transportador = He (99,999%), a 1,0 mL/min; modo de
injecdo; volume de injecdo, 0,1 pL (razdo de separacdo de 1:10); e temperaturas de
injetor e detector = 240 e 280°C, respectivamente. As ConcentracOes relativas de
componentes foram obtidas pela normalizacdo da area do pico (%). Por fim, as areas
relativas foram a média de analises tri-compostas de CG-DIC.

As anélises de CG-MS foram realizadas por um sistema Shimadzu QP2010 Plus
(Shimadzu Corporation, Quioto, Jap) equipado com um amostrador automéatico AOC-
20i. A coluna utilizada foi uma silica fundida de um sio fundido RTX-5MS (Restek Co.,
Bellefonte, PA, EUA) (30 m x 0,25 mm d.i. x 0,25 de espessura de filme). O modo de
ionizacdo de elétrons ocorreu a 70 eV. O hélio (99,999%) foi empregado como gas
carreador a um fluxo constante de 1,0 mL/min. O volume de injegdo foi de 0,1 pL
(razdo de divisdo de 1:10). As temperaturas do injetor e da fonte de ions foram ajustadas
em 240 e 280°C, respectivamente. O programa de temperatura do forno foi 0 mesmo
utilizado para o CG. Os espectros de massa foram tirados com um intervalo de
varredura de 0,5 s, na faixa de massa de 40 a 600 Da.

A identificacdo de componentes volateis de frutos verdes e maduros de M.
paniculata (Tabela 1) foi baseada em seus indices de retencdo em coluna capilar RTX-
5MS nas mesmas condicBes operacionais encontradas no CG, em relacdo a uma série
homdloga de n-alcanos (Cs-Cy0). As Estruturas foram computadorizadas com as
bibliotecas de espectros Wiley 7, NIST 08 e FFNSC 1.2 e seus padrdes de fragmentacéo

foram comparados com dados da literatura.*®

3.2.4 Atividade Anticariogénica
A atividade anticariogénica in vitro dos OEs dos frutos verdes e maduros de M.

paniculata foi determinada por ensaios de concentragdo inibitéria minima (CIM)

baseada no método de microdiluicdo em caldo.?® As cepas utilizadas nos ensaios foram,
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Streptococcus salivarius (ATCC 25975), Streptococcus sobrinus (ATCC 33478),
Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus mitis (ATCC 49456) e
Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).

Inicialmente, as bactérias foram transferidas para agar sangue (Difco Labs,
Detroit, MI, EUA), e col6nias individuais de 24 horas foram suspensas em 10,0 mL de
caldo de soja triptica (Difco). Para a analise um espectrofotémetro (Femto, Séo Paulo,
SP, Brasil) com comprimento de onda [(A) 625 nm] foi utilizado para padronizar as
suspensdes de cada microrganismo, de modo, a corresponder a transmitancia de 81 A,
comprimento de onda ideal, equivalente a 0,5 na escala de McFarland (1,5 x 10°
CFU/mL).

A diluicdo da suspensdo padronizada gerou a concentracdo final de 5 x 10°
UFC/mL e os oleos essenciais foram dissolvidos em DMSO (Merck, Darmstadt,
Germany) a 16,0 mg/mL. Foram feitas concentragGes variando de 4000 a 3,9 pg/mL
que foram obtidas apds diluicdo de 6leos essenciais em caldo triptico de soja (Difco).
Ap6bs as diluicBes, as concentracbes de DMSO ficaram entre 4% e 0,0039% (v/v).

Para controles negativos, utilizaram-se trés pocos inoculados com DMSO em
concentragOes variando de 4% a 1% e um pogo ndo inoculado, livre de qualquer agente
antimicrobiano. Um poco inoculado ajudou a testar se o caldo era adequado para o
crescimento de microrganismos. O controle positivo foi o dicloridrato de cloro-hexidina
(CHD) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em concentracBGes variando de 5,9 a
0,115 pg/mL, diluido em meio triptico de soja (Difco).

Por fim, microplacas de 96 pocos foram seladas com parafina e incubadas a
37°C por 24 h. Em seguida, 30 mL de solu¢do com solucdo aquosa de 0,02% (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em uma microplaca foram utilizadas para indicar a
viabilidade do microrganismo. O crescimento (valor de CIM) foi determinado como
sendo as menores concentragdes de 6leos essenciais dos frutos verdes e maduros de M.
paniculata, que foram capazes de impedir que uma solucdo de sangue alterasse sua

cor.?* Todos os dados foram feitos em triplicata.

3.2.5. Atividade antimicobacteriana
Para os testes foram utilizadas as microbactérias Mycobacterium tuberculosis

H37Rv (ATCC 27294), M. kansasii (ATCC 12478) e M. avium (ATCC 25291), que
foram obtidas da American Type Collection (ATCC) e mantidas a -80°C. A atividade

antimicobacteriana dos 0leos essenciais de frutos verdes e maduros de M.
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paniculataforam avaliada pelo método de microdiluicio em caldo, realizado em
microplacas, A resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido) corante azul, foi
empregada para revelar crescimento de micobactérias usando o método do Resazurin
Microtiter Assay (REMA).?* Os OEs foram diluidos em série (duplo) com meio de
cultura Middlebrook 7H9 (DifcoTM, Detroit, MI, EUA). O in6culo de micobactéria foi
entdo adicionado para obter concentracdes variando de 250 a 2000 pg/mL. O antibiotico
isoniazida foi usado como controle positivo em concentracfes que variaram de 0,06 a
1,0 pg/mL, enquanto o meio de cultura Middlebrook 7H9 e o in6culo foram usados

como solvente, como controle negativo, respectivamente.

3.3 Resultados e Discusséo

As extracOes dos 6leos essenciais dos frutos (Verdes e Maduros) de Murraya
paniculata forneceram rendimentos de 0,5% e 0,6%, respectivamente. Por CG-EM
foram identificados 28 constituintes quimicos no éleo essencial dos frutos maduros
(total de 95,9%) e 15 constituintes quimicos no 6éleo essencial dos frutos verdes (total de
96,1%). Os tempos de retencdo, compostos identificados, indices de retencdo e a
porcentagem relativa (%) estdo apresentados na Tabela 1. Os componentes majoritarios
no oOleo essencial extraido dos frutos maduros (OE-FM) foram: B-cariofileno (1)
(21,3%), a-ilangeno (2) (13,3%), germacreno-D (3) (10,9%) e a-zingibereno (4) (9,7%)
(Figura 2). No oleo essencial dos frutos verdes (OE-FV) os constituintes majoritarios
identificados foram: sesquisterpeno (5) (25,0%), a-zingibereno (4) (18,2%),
germacreno-D (3) (13,1%) e a-copaeno (6) (12,7%) (Figura 2).

Relatos anteriores sobre o OE das folhas obtidos de outros espécimes de M.
paniculata indicaram que os terpenos predominam no 6leo essencial em estudo, e que a
composicdo quimica do 6leo essencial varia significativamente dependendo da origem
da planta. Por exemplo, o OE de folhas cultivadas em Bangladesh mostrou-se como 0s
sete principais constituintes, oxido de cariofileno, PB-cariofileno, espathulenol, [-
elemeno, germacreno D, cicloocteno e 4-metileno-6- (1-propenilideno)*®. Enquanto o
OE recolhido no Nepal forneceu palmitato de metilo, isospatulenol, (E, E) -geranil-
linalol, benzoato de benzilo, selin-6-en-4-ol, B-cariofileno, germacreno B, germacreno
D e y-elemeno como principais constituintes'’ . Nas montanhas do centro de Cuba os
OEs das folhas tiveram como principal constituinte o p-cariofileno®. Por outro lado, na

Nigéria, o OE das folhas apresentou sete constituintes principais, B-ciclo- citral,
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salicilato de metila, trans-nerolidol, a-cubebeno, (-) - cubenol, B-cubebeno e

isogermacreno *°.

Tabela 1. Composicdo quimica do 6leo essencial dos frutos maduros (OE-FM) e frutos

verdes (OE-FV) de Murraya paniculata (Rutaceae).

%RA
RT (min) Compostos Rlexo  Rliit FM FV
27.30 Bicycloelemeno 1334 1336 0.3 1.4
27.75 Isdmero elemeno 1341 1344 2.7
28.28 a-Cubebeno 1351 1352 0.9 6.1
29.51 a-Copaeno 1379 1377 6.1 12.7
30.21 a-Ylangeno 1405 1406 13.3 1.1
30.81 Sesquiterpeno 1415 1417 0.4 25.0
30.94 a-Gurjuneno 1419 1419 0.1
31.59 B-Carifoleno 1425 1423 21.3 1.1
31.77 Isogermacreno D 1437 1439 0.8
31.91 B-Guriuneno 1439 1440 0.7
32.36 y-Muuroleno 1448 1449 0.4 6.4
32.81 a-Humuleno 1456 1455 5.3 1.0
33.06 Aromadendreno 1465 1463 1.1
34.02 Germacreno D 1480 1480 10.9 13.1
34.50 a-Zingibereno 1499 1496 9.7 18.2
34.61 Biciclogermacreno 1503 1501 5.3 0.5
34.89 B-Bisaboleno 1508 1506 0.8 1.7
35.58 B-Cadineno 1528 1527 55 5.6
35.92 Cadina-1.4-dieno 1534 1533 0.3
37.62 Germacreno-D-4-ol 1576 1574 1.0 1.0
37.94 Oxido cariofileno 1590 1589 1.2 1.1
38.72 Acetato de laurilo 1608 1606 0.2
39.57 2-metilbutanoato de octil 1624 1623 0.2
39.71 Acido isovalérico éster decilico 1657 1659 0.1
40.12 t-Muurolol 1659 1660 0.5
40.59 a-Cadinol 1662 1663 0.3
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42.80  Seneciato de decilo 1720 1719 4.0

46.73  Acido isovalérico éster dodecilico 1844 1845 2.5
Sequiterpenos de hidrocarbonetos 85.9 94.0
Sequiterpenos oxigenados 3.0 2.1
Outras 7.0
Total identificado 95.9 96.1

Rlexp: Indice de retencdo determinado em relagdo aos n-alcanos (Cs — Cy) na coluna Rtx-5MS. RIlit: indice de

Retencdo da Literatura.

= =
H Yy
1 = 2 3
H % H ?
4 5 6

Figura 2. Estruturas quimicas dos constituintes majoritarios identificados nos 06leos
essenciais dos frutos (Verdes e Maduros) de Murraya paniculata: p-cariofilleno (1), a-

Ylangeno (2), germacreno-D (3), a-zingibereno (4), sesquithujeno (5) e a-copaeno (6).

Em particular, Olawore e colaboradores (2005)* relatam que os componentes
majoritarios identificados no OE dos frutos de M. paniculata foram B-cariofilleno
(43.4%), (-)-zingibereno (18.9%), germacreno D (8.3%), a-copaeno (5.5%) e a-
humuleno (5.1%), entretanto, ndo especificaram quais eram as condi¢des dos frutos
coletados. Por este motivo, os autores do presente trabalho decidiram analisar pela
primeira vez os perfis quimicos entre os OEs extraidos dos frutos (Verdes e Maduros)
de M. paniculata coletados em area de Cerrado no interior do estado de Goias, Brasil.
Em comparacdo com a composi¢do quimica reportada anteriormente para os frutos de
M. paniculata™ as composicdes agora obtidas para OE-FM e OE-FV ambos, exibem
como constituintes majoritarios a-copaene, pB-cariofileno, germacreno D, a-zingibereno

e a-humuleno, porém em diferentes concentragdes. E importante destacar que os outros
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dois constituintes majoritarios de OE-FM e OE-FM, a-ylangeno (13.3%) e
sesquiserpenos (25.0%), ndo foram identificados no 6leo essencial dos frutos coletados
na Nigéria.

A atividade anticariogénica dos OEs dos frutos (Verdes e Maduros) de M.
paniculata foi determinada com a finalidade de verificar sua atividade diante de alguns
patdgenos orais (Tabela 2).

Tabela 2. Atividade anticariogénica in vitro de oOleos essenciais dos frutos verdes e

maduros de M. paniculata contra bactérias orais em estudo.

CIM CIM CIM

Bactéria Frutos verdes Frutos maduros CHD*
Streptococcus mutans 250 250 0.922
S. mitis 200 100 1.844
S. sanguinis 200 200 0.922
S. sobrinus 400 400 0.922
S. salivarius 200 250 0.922

MIC: concentracdo inibitéria minima (ug/mL); * CHD: Dicloridrato de Clorexidina

(controle positivo).

Os OEs dos frutos (Verdes e Maduros) de M. paniculata apresentaram moderada
atividade inibitdria diante de todas as bactérias testadas. E reportado na literatura® que
amostras que exibiram valores de MIC inferiores a 100 pg/mL tiveram atividade
antibacteriana considerada boa; de 100 a 500 pg/mL moderada; de 500 a 1000 pg/mL
fraca e acima de 1000 pg/mL inativa.

Streptococcus mitis, S. mutans, S. sanguinis, S. salivarius e S. sobrinus sao
bactérias que apresentam patogenicidade diante do esmalte dos dentes e tecido gengival
estando diretamente ligadas a carie e doencas periodentais.?* A placa bacteriana é
definida como um biofilme de micro-organismos, contidos em matriz organica formada
por substancias da saliva e da dieta do hospedeiro e por polimeros bacterianos.?*

Os OEs dos frutos (Verdes e Maduros) de M. paniculata apresentaram em sua
composicdo quimica alguns constituintes que j& possuem suas atividades
antimicrobianas bem descritas na literatura, sdo eles: p-cariofileno,”® germacreno D,?
a-humuleno®, o-copaeno®” e o o-zingibereno, também identificado como constituinte

majoritario no OE de Guarea kunthiana®.Este é um fato que pode justificar a moderada
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atividade antibacteriana apresentada pelos Oleos estudados. Em suma, as plantas
continuam sendo promissores alvos de estudos na busca de compostos que possuam
atividade anticaries, tendo como enfoque a possibilidade de producdo de novos agentes
para higiene oral.?

A atividade antibacteriana dos OEs tem sido associada a lipofilicidade de seus
constituintes quimicos, principalmente monoterpenos e sesquiterpenos, que Sao
frequentemente os principais quimicos dos mesmos®’. A lipofilia permite que os 6leos
essenciais se difundam facilmente pelas membranas celulares e, em seguida, matam os
microrganismos afetando sua atividade vias metabélica ou organelas®".

Em relacdo a atividade antimicobacteriana, poucos trabalhos na literatura
reportam & aplicacdo de OE no combate as micobactérias,® por esta razdo os autores
deste trabalho também julgaram pertinente a realizacdo desta atividade bioldgica in
vitro. Foi investigada a atividade antimicobacteriana dos Oleos essenciais dos frutos
verdes e maduros de M. paniculata contra Mycobaterium tuberculosis, M. kansasii ¢ M.
aviumpara determinar as suas concentrac@es inibitorias minimas (CIMs, Tabela 3).

A literatura relata que OE com valores de CIM de 500 pg/mL e 250 pg/mL séo
considerados moderadamente ativos e ativos, respectivamente, e 1000 a 2000 pg/mL

pouCO ativos contra as micobactérias™.

Tabela 3. Atividade antimicobacteriana in vitro dos OEs de frutos (Verdes e Maduros)

de M. paniculata (CIM = pg/mL) contra Mycobacterium tuberculosis, M. kansasii e M.

Avium,

M. tuberculosis M. kansasii M. avium
EO-Frutos verdes 500 2000 250
EO-Frutos maduros 500 2000 250
Isoniazida* 0.06 1 >1

EO - 6leo essencial; * Controle positivo.

As plantas tém se destacado como uma fonte potencial de novos agentes
antimicobacterianos® e, neste cenario, os 6leos essenciais dos frutos verdes e maduros
de M. paniculata s&o dignos de nota, pois apresentaram-se ativos diante do M. avium,
moderadamente ativos contra M. tuberculosis(Tabela 3). Os resultados deste estudo sdo

importantes tendo em vista a resisténcia desenvolvida pelas bactérias ao uso de
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antibioticos e as drogas convencionais empregados no tratamento de doencas como a
propria tuberculose.®

A atividade antimicobacteriana apresentada pelos OEs dos frutos verdes e
maduros de M. paniculata diante de M. avium e M. tuberculosis pode estar relacionada
com a presenca de alguns constituintes quimicos no 6leo, como o a-cubebeno, a-
copaeno, a-ylangeno, a-gurjuneno, B-cariofileno, y-humuleno, bicyclogermacreno e
oxido cariofileno que ja foram anteriormente identificados no OE dos frutos de
Pterodon emarginatus® e que quando testado exibiu promissora atividade contra
bactérias do género Mycobacterium.*” Além disso, estudos mostraram o efeito sinérgico
de quaisquer dois ou mais constituintes dos Oleos essenciais contra varios patdgenos

humanos 3.

3.4.Concluséo

Os resultados do presente trabalho demostraram que os OEs dos frutos (Verdes e
Maduros) de Murraya paniculataapresentaram em sua composicdo quimica uma
concentracdo elevada de sesquiterpenos, sendo que 0s constituintes majoritarios foram
[-cariofileno, a-Ylangeno, germacreno-D, o-zingibereno, sesquisterpeno ¢ a-COpaeno.
Este foi o primeiro relato do perfil quimico realizado para os 6leos essenciais frutos
verdes e maduros de M. paniculata, demonstrando similaridade entre os dois. Em
adicdo, quando os 0leos essenciais foram testados biologicamente, estes demonstraram
moderada atividade antibacteriana diante das bactérias do género Streptococcus
responsaveis pela carie dentaria e outras doencas periodentais. OE-FM e OE-FV
também foram ativos contra Mycobacterium avium e moderadamente ativos contra
Mycobacterium tuberculosis. As atividades anticariogénica e antimicobacterina
realizadas para OE-FM e OE-FV também foram descritas pela primeira vez na
literatura. Estes resultados sugerem que moléculas bioativas presentes nos o6leos
essenciais dos frutos verdes e maduros de M. paniculata podem ser utilizadas como
protétipos para o desenvolvimento de novos farmacos e/ou como fonte de matérias-
primas farmacéuticas com atividade antibacteriana. Em suma, sdo necessarios mais

estudos para identificar os constituintes quimicos ativos de OE-FM e OE-FV.
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4 CAPITULO 11

(Normas de acordo com a revista Food Science and Technology)

Composicdo quimica do 6leo essencial das folhas de Murraya
paniculata (L) Jack e sua aplicacdo no controle bioldgico in vitro do

fungo Sclerotinia sclerotiorum.

Resumo: Além do valor como recurso terapéutico, as plantas medicinais também
possuem potencial para serem utilizadas como fonte de principios ativos contra
fitopatdgenos. Em particular, a presenca e o crescimento de fungos podem causar
deterioracdo, resultando reducdo da qualidade e da quantidade de alimentos. Este
trabalho objetivou avaliar o efeito do 6leo essencial de folhas de Murraya paniculata
(ML-OE) sobre o crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum, fungos o com alto
potencial de danos para as culturas principalmente da soja. O dleo essencial de folhas de
M. paniculata foi obtido por hidrodestilacdo por aparelho tipo Clevenger, enquanto sua
composicdo quimica foi analisada por cromatografia gasosa acoplada a detector de
ionizacdo por chama (CG-DIC) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM). Os compostos B-cariofileno (23,8%), a-zingibereno (21,0%) ¢ B-
cubebeno (10,2%) foram os principais constituintes encontrados na ML-OE. A
atividade antifingica in vitro mostrou que o0 ML-EO na dose de 300 pL exibiu 91,2% de
inibicdo do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum. Este é o primeiro relato da
atividade antifingica com o6leo essencial de M.paniculatacontra S. sclerotiorume 0s
resultados sugerem que o OE avaliado tem bom potencial para controlar este fungo

fitopatogénico.

Palavras-chave: Murraya paniculata, 6leo essencial, soja, Sclerotinia sclerotiorum,

controle alternativo, doenca de plantas.
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4.1 Introducéo

No contexto mundial e nacional, o cultivo da soja esta entre as atividades
produtivas mais expressivas economicamente e isso pode estar relacionado aos diversos
fatores, como o desenvolvimento de cultivares mais produtivas, fazendo com que o
Brasil se torne atualmente, o segundo maior produtor e exportador mundial. Entretanto,
entre os fatores que contribuem negativamente para a variagdo desta produtividade,
estdo as doencas de plantas, sendo o mofo branco uma das principais que incidem nesta
cultura (Pereira et al., 2012).

O fungo Sclerotinia sclerotiorum, € o agente causador da doenca conhecida
como mofo branco, estd entre os principais fatores que limitam a obtengdo de altos
rendimentos na cultura da soja (Glycine max (L.) Merrill) entre outras (Dildey et al.,
2014). O mofo branco é disseminado a partir de sementes infectadas, porque o patdégeno
sobrevive no solo por um longo periodo, por meio de estruturas denominadas
esclerddios, desde que se tenham condi¢cdes ambientais favoraveis, tais como,
temperatura, umidade do solo e profundidade em que o esclerddio encontra-se no solo,
fazendo com que a populacdo do patdégeno aumente a cada plantio com culturas da
mesma espécie hospedeira (Dildey et al., 2014).

O alto indice de doencas causadas por fitopatogenos faz o Brasil ser responsavel
por consumir a cerca de 50% da quantidade de defensivos agricolas utilizados na
América Latina. Por este motivo, € considerado um dos maiores consumidor do mundo
gastando anualmente cerca de 2,5 milhdes de doélares com a aquisi¢do destes produtos
(Fonseca et al., 2015). O uso de defensivos agricolas acarreta consequéncias graves
como o desequilibrio ambiental e principalmente a contaminacgdo de alimentos, animais
e reservas hidricas, ocasionando reducdo na qualidade e na expectativa de vida da
populacdo (Fonseca et al., 2015).

Pesquisas visando ao controle alternativo de pragas e doencas, principalmente
daquelas que provocam danos econdmicos a agricultura, através do emprego de OEs
extraidos de plantas tém aumentado consideravelmente nos ultimos anos e revelado
potencial promissor no controle de fitopatdgenos como, por exemplo, do préprio fungo
Sclerotinia sclerotiorum (Alam et al., 2017; Silva et al., 2018).

Murraya paniculata é pertencente a familia Rutaceae, uma arvore nativa da
india que foi introduzida no Brasil, e é largamente utilizada em arborizago e em jardins
da cidade de Sdo Paulo. Esta espécie é considerada medicinal nas regides tropicais e

subtropicais da Asia e também na China e Indonésia. Nesses paises, as folhas e raizes
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sdo utilizadas para o tratamento de problemas intestinais, de reumatismo e tosse
(Mesquita et al., 2008). Em adicdo, esta é a primeira vez que se avalia a atividade in
vitro anti-Sclerotinia sclerotiorum do 6leo essencial das folhas de M. paniculata.
Estudos realizados por este grupo de pesquisa tém como objetivo analisar a
composi¢do quimica e as atividades bioldgicas de Oleos essenciais (Estevam et al.,
2017; Estevam et al., 2018), e este, especificamente, aborda a composicao quimica e a

atividade antifungica das folhas in vitro do OE de M. paniculatacontra S. sclerotiorum.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Material vegetal

As folhas de M. paniculata foram coletadas em junho de 2017 as 8h, em Rio
Verde, Goias, Brasil, no campus do Instituto Federal Goiano - Rio Verde. A planta foi
identificada pela botanica Erika Amaral e uma amostra foi depositada no Herbario

Jataiense Professor Germano Guarim Neto no niimero exsicata HJ 28760/MP.

4.2.2Extracao de 6leo essencial
Amostras de folhas de M. paniculata foram submetidas ao processo de

hidrodestilacdo por 3 horas por aparelho tipo Clevenger. Para realizar a anélise, 300 g
de material vegetal foram divididos em trés amostras de 100 g, e 500 mL de agua
destilada foram adicionados a cada amostra. Apos a coleta manual das amostras de éleo
essencial, os vestigios de dgua remanescente nos 6leos foram removidos com sulfato de
sodio anidro e, em seguida, seguidos por filtracdo. O procedimento de extracao foi feito
em triplicata. Os Oleos isolados foram armazenados sob refrigeracdo até a analise e
teste. Os rendimentos (p/p) foram calculados a partir do peso de folhas frescas e

inflorescéncias e expressos como a média de analises em triplicado.

4.2.3ldentificacdo da composicdo quimica do 6leo essencial
Para analises dos constituintes quimicos, foi utilizado Cromatografia de gas

(CG), as andlises foram realizadas por um cromatografo a gas Shimadzu GC2010 Plus
equipado com um amostrador automatico AOC-20s e equipado com DIC e um
processador de manipulacdo de dados. Uma coluna capilar de silica fundida Rtx-5
(Restek Co., Bellefonte, PA, EUA) (30 m x 0,25 mm d.i.; espessura de filme de 0,25

pum) foi empregada. As condicdes de operacdo foram as seguintes: temperatura da
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coluna programada para subir de 60 a 240°C a 3°C/min e, em seguida, manter a 240°C
por 5 min; gés transportador = He (99,999%), a 1,0 mL/min; modo de injecdo; volume
de injecdo, 0,1 pL (razdo de separacdo de 1:10); e temperaturas de injetor e detector =
240 e 280°C, respectivamente. Concentracdes relativas de componentes foram obtidas
pela normalizagdo da area do pico (%). Areas relativas foram a média de analises tri-
compostas de CG-DIC

As analises de CG-EM foram realizadas por um sistema Shimadzu QP2010 Plus
(Shimadzu Corporation, Quioto, Jap) equipado com um amostrador automatico AOC-
20i. A coluna era capilar de sica fundida RTX-5MS (Restek Co., Bellefonte, PA, EUA)
(30 m x 0,25 mm d.i. x 0,25 de espessura de filme). O modo de ionizacdo de elétrons
ocorreu a 70 eV. O hélio (99,999%) foi empregado como gas carreador a um fluxo
constante de 1,0 mL/min. O volume de injecdo foi de 0,1 pL (razéo de divisdo de 1:10).
As temperaturas do injetor e da fonte de ions foram ajustadas em 240 e 280°C,
respectivamente. O programa de temperatura do forno foi o0 mesmo utilizado para o CG.
Os espectros de massa foram tirados com um intervalo de varredura de 0,5 s, na faixa de
massa de 40 a 600 Da.

A identificacdo de componentes volateis de folhas de M. paniculata (Tabela I)
foi baseada em seus indices de retencdo em uma coluna capilar Rtx-5MS sob as mesmas
condi¢des operacionais que no caso de CG em relacdo a uma série homdloga de n-
alcanos (Cg -Cy). As estruturas foram computadorizadas com as bibliotecas de
espectros Wiley 7, NIST 08 e FFNSC 1.2 e seus padrdes de fragmentacdo foram
comparados com dados da literatura (Adams 2007).

4.2.4 Atividade antifangica in vitro de 6leos essenciais das folhas de M. paniculata
contra o fitopatdgeno S. sclerotiorum
O isolado deS. sclerotiorum Ss12 (BRM 29673) foi fornecido pela Embrapa

Arroz e Feijdo, cuja sede é em Santo Antbnio de Goias, GO, Brasil. Os ensaios foram
realizados no laboratério de microbiologia agricola do IF Goiano - Campus Rio Verde e
a atividade antifingica do 6leo essencial de folhas de M. paniculata foi avaliada de
acordo com o método de disco-difusdo descrito por Xavier et al., (2016), As doses de
oleo essencial foram de 12,5 a 300 pL para ML-OE. Controles negativos foram postos
sem adicdo de OE (testemunha) enquanto o controle positivo foi o fungicida Frowncide
500 SC, a 10 pg/mL do principio ativo. Placas de Petri foram esterilizadas e preparadas

com meio de cultura BDA. Apos a solidificagdo do meio, 0s 0leos essenciais, em doses
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previamente mencionadas, foram adicionados e untados na superficie do prato com a
ajuda de uma espatula de Drigalski. Posteriormente, discos de meio BDA de 5 mm de
diametro com micélio com 10 dias de idade foram colocados no centro das placas. Em
seguida, eles foram incubados a 28 + 2°C e o crescimento micelial foram medidos
diariamente, até o crescimento total do fungo nas placas de controle.

O tratamento foi realizado em quadruplicado e o delineamento experimental foi
inteiramente ao acaso. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
as medias dos tratamentos foram avaliadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia pelo software ASSISTAT.

A percentagem de inibi¢do do crescimento micelial (ICM) foi calculada pela
seguinte férmula:

(controle do crescimento — tratamento do crescimento)
ICM (%) = - x100
controle do crescimento

4.3.Resultados e Discusdo

A extracdo do OE das folhas de Murraya paniculata (ML-OE) forneceu
rendimento de 0.6%. Por CG-EM e CG-DIC foram identificados 16 constituintes
quimicos no 6leo essencial das folhas, correspondendo ao total de 97.7%. Os tempos de
retencdo, compostos identificados, indices de retencdo e a porcentagem relativa (%)
estdo apresentados na Tabela I. Os componentes majoritarios identificados no ML-EO
foram: B-carariofileno (1) (23.8%), a-zingibereno (2) (21.0%) e B-cubebeno (3) (10.2%)
(Figure 1).

Tabela I- Composicao quimica do 6leo essencial de folhas de M. paniculata coletadas

em Rio Verde, Goias, Brasil

Compostos Rlexp Rljit RA % Identificacéo
a-Ylangeno 1365 1372 5.6 RL MS
a-Copaeno 1375 1376 1.6 RL MS
- Bourboneno 1377 1384 0.6 RL MS
B-Cubebeno 1385 1390 10.2 RL MS
p-Cariofileno 1415 1418 23.8 RL MS
B-Humuleno 1446 1440 6.4 RL MS
Aromadendreno 1461 1464 1.8 RL MS

Germacreno D 1476 1480 9.8 RL MS
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a-Zingibereno 1492 1495 21.0 RL MS
-Bisaboleno 1501 1509 1.2 RL MS
trans-Nerolidol 1557 1565 1.4 RL MS
Spathulenol 1576 1576 2.5 RL MS
Oxido cariofileno 1581 1581 1.5 RL MS
t-Cadinol 1634 1640 0.4 RL MS
10-epi-a-Muurolol 1640 1641 2.6 RL MS
a-Cadinol 1654 1653 1.0 RL MS
Sesquiterpeno de hidrocarbonetos 88.3

Sesquiterpenos oxigenados 94

Total 97.7

RT: tempo de retencdo; Rlexp: Indice de retencdo determinado em relagdo aos n-alcanos (Cs — Cx) na
coluna Rtx-5MS; RIlit: indice de retengéo da literatura (Adams, 2007); RA%: area relativa (4rea do pico
em relagdo a &rea total do pico no cromatograma CG-DIC), média de trés repeti¢gdes; RL: comparagédo do
Rlexp com a literatura (Adams, 2007); CG-EM: comparacdo dos espectros de massa com os das
bibliotecas Wiley 7. NIST 08. e FFNSC 12, bem como com as da literatura (Adams, 2007).

-
=
=

""“”/I

1 2 3

Figura 1 — Estruturas quimicas dos principais constituintes identificados no 6leo
essencial de folhas de M. paniculata: p-cariofileno (1), a-zingibereno (2) e B-cubebeno
(3).

Relatos anteriores sobre o OE das folhas obtidas de outros espécimes de M.
paniculata indicaram que os terpenos predominam no 6leo, e que a composi¢do quimica
do OE varia significativamente dependendo da origem da planta. Por exemplo, o OE das
folhas cultivadas em Bangladesh mostrou como os sete constituintes principais, 6xido
de cariofileno, B-cariofileno, espatulenol, B-elemeno, germacreno D, cicloocteno e 4-
metileno-6- (1-propenilideno) (Chowdhury et al., 2008), enquanto o dleo essencial
coletado no Nepal forneceu palmitato de metila, isospatulenol, (E, E) -geranil linalol,

benzoato de benzila, selin-6-en-4-ol, B-cariofileno, germacreno B, germacreno D e v-
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elemento como constituintes principais (Dosoky et al., 2016), e o das montanhas do
centro de Cuba mostrou como o principal constituinte o B-cariofileno (Rodriguez et al.,
2012).

Por outro lado, na Nigéria, o0 OE de folhas apresentou sete constituintes
principais, B-ciclocitério, salicilato de metila, trans-nerolidol, a-cubebeno, (-) - cubenol,
[-cubebeno e isogermacreno (Olawore et al., 2005). Especificamente no Brasil, o OE
das folhas de M. paniculata coletadas no estado do Espirito Santo, exibiu como
constituintes majoritarios os terpenos B-caryophyllene e a-zingiberene (Neta et al.,
2017).

A composicéo quimica obtida para o OE das folhas de M. paniculata ocorrente

no estado de Goias foi semelhante a relatada anteriormente por Neta et al., (2017),
diferindo apenas pela presenca do B-cubebene (10.2 %) identificado como terceiro
componente majoritario do ML-OE e ausente no OE das folhas do espécime ocorrente
no estado do Espirito Santo.
O potencial antifungico dos OE contra fitopatdgenos tem despertado cada vez mais o
interesse de pesquisadores em todo o mundo (Silva et al., 2018; Romagnoli et al., 2010),
uma vez que esses 6leos podem atuar como biofungicidas, tornando uma alternativa aos
fungicidas quimicos. Por este motivo, avaliou-se a atividade antifingica in vitro do 6leo
essencial de ML-OE contra o fungo fitopatogénico Sclerotinia sclerotiorum. O ML-EO
inibiu o crescimento micelial de S. sclerotiorum de maneira dose-dependente. As
porcentagens de inibicdo do crescimento micelial (ICM) do OE das folhas de M.
paniculata s&o mostradas no gréfico I.

Os resultados da andlise de inibicdo do crescimento micelial mostraram o
promissor potencial antifdngico in vitro do OE extraido das folhas de M. paniculata. O
estudo das médias encontradas pelo teste de Scott-Knott revelou que doses acima de
12,5 uL do OE das folhas diferem estatisticamente do fungicida comercial Frowncide
500 SC, que foi utilizado como controle positivo (Gréfico I). O ML-OE das doses 100,
200 e 300 pL resultou em 78,4%, 81,3% e 91,2% de inibicdo do crescimento micelial,
respectivamente. Isto demonstrou a toxicidade deste éleo essencial a uma dose acima de

100 pL contra S. sclerotiorum.
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sclerotiorum em diferentes doses de 6leo essencial de folhas de M. paniculata (ML-

EO). Meios seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott.

A promissora atividade antiflngica in vitro do OE das folhas de M. paniculata pode ser
justificada pela presenca dos constituintes quimicos majoritarios o B-cariofileno
(23.8%), a-zingibereno (21.0%), and B-cubebeno (10.2%) no oleo. Este fato é relevante,
tendo em vista que estes trés constituintes majoritarios ja possuem sua agdo antifungica
reportada na literatura (Pereira et al., 2017; Yamamoto-Ribeiro et al., 2013; Xavier et
al., 2016). Outros fatores determinantes que justificam a boa atividade antifingica
exibida pelo ML-OE sdo composicdo, grupos funcionais presentes nos componentes
ativos e suas interac@es sinérgicas (Chouhan et al., 2017).

Os OEs sdo conhecidos pelo carater hidrofébico, facilitando sua interagdo com
estruturas lipidicas, aumentando a permeabilidade celular, provocando danos
irreversiveis a célula e consequentemente aos microrganismos (Almeida et al., 2012).
Este mecanismo de acdo justifica também os resultados satisfatorios do OE das folhas
de M. paniculata diante do fungo fitopatogénico S. sclerotiorum. Além disso, o OE das
folhas de M. paniculata foi mais ativo que os OEs de Cardiopetalum calophyllum e
Psidium guajava, outra espécie encontrada no Cerrado em Goias, i. e., 300 deste ultimo
inibiram o crescimento micelial de S. sclerotiorum em 87,6% e 90,0%, respectivamente
(Xavier et al. 2016; Silva et al., 2018).
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4.4 Conclusao

Em resumo, este estudo mostra que o OE de folhas de M. paniculata possui atividade
antiflngica satisfatoria in vitro contra S. sclerotiorum, um fungo patogénico que causa
danos a muitas plantas de interesse econémico. Os resultados, desta pesquisa revelam
que, existe uma boa perspectiva de usar esse OE experimentalmente para controle de
fitopatdgenos tanto em condi¢fes de estufa como em condi¢BGes de campo. Em termos
de composicdo quimica, os principais constituintes do ML-OE foram o B-cariofileno, o
a-zingibereno e o [B-cubebeno. Em conclusdo, a atividade biologica contra S.
sclerotiorum do ML-OE provavelmente se origina do sinergismo dos compostos que

constituem o 6leo.
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5. CAPITULO Il

(De acordo com as normas da revista Australian Journal of Crop Science)

Atividade leishmanicida e antioxidante in vitro de éleos essenciais de
diferentes partes de Murraya paniculata (L.) Jack: uma espécie de

Rutaceae ocorrente no cerrado brasileiro.

Resumo - Na medicina popular brasileira, a espécie Murraya paniculata tem sido usada
no tratamento de distUrbios intestinais, reumatismo e tosse. Este trabalho tem como
objetivo investigar as atividades leishmanicida e antioxidante in vitro dos O6leos
essenciais (OEs) de folhas de M. paniculata e frutos (maduros e verdes). Os
antioxidantes naturais podem ser muito benéficos para melhorar a qualidade de vida,
pois sdo capazes de proteger o corpo contra 0s danos causados pelos radicais livres e,
consequentemente, impedir ou adiar o inicio de seus ciclos de muitas doencas. Uma das
técnicas que tém sido amplamente utilizado para a detec¢do de compostos antioxidantes
é 0 metodo baseado na eliminacéo do radical livre estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazila
(DPPH). Sendo considerado facil, preciso, rapido, simples, econébmico e apropriado
para determinar a atividade antioxidante de substancias puras e misturas complexas,
como os OEs. Assim, o potencial antioxidante dos OEs foi avaliado pelo método do
radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). OEs de folhas e frutos de M.
paniculata apresentaram baixo potencial antioxidante, uma vez que os valores de ECs
foram superiores a 700 pg/mL. Varios estudos afirmam que OEs de plantas apresentam
promissora atividade leishmanicida contra formas promastigotas de Leishmania
amazonenses. Em relacdo a esta atividade, os OEs das folhas foi altamente ativo (ICs =
7,33 £ 2,07 pg/mL) enquanto Oleos dos frutos maduros e verdes foram ativos, com
valores de I1Cso = 30,77 = 2,07 pg/mL e 13,04 £ 1,64 pg/mL, respectivamente. As
analises revelaram que os principais componentes presente nos OEs de M. paniculata
foram sesquiterpenos (25,0%), trans-p-cariofileno (23,8%), a-zingibereno (21,0%), o-
ylangeno( 13,3%), germacreno D (13,1%), a-copaeno (12,7%) e p-cubebeno (10,2%).
As atividades leishmanicida e antoxidante in vitro do OEs de M. paniculataforam
descritas pela primeira vez na literatura.

Palavras-chave: Murraya paniculata, 6leos essenciais, Leishmania amazonensis, DPPH

«.Cerrado
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5.1 Introducao
Em virtude da grande diversidade, o Cerrado brasileiro é considerado a savana

de maior riqueza biolégica mundial e ocupa o segundo lugar na lista de biomas
brasileiros. Esforcos fortes e importantes foram feitos para preservar esse patriménio
natural, j& que se estende por mais de 25% do territdrio brasileiro e € o segundo maior
bioma da América do Sul (a Mata Atlantica ocupa o primeiro lugar). Compreende 4.400
plantas endémicas que correspondem a 1,5% da flora endémica global e 11.806 espécies
de plantas que representam 5% da biodiversidade mundial (Gongalves et al., 2016).

Vale ressaltar que mais estudos sdo necessarios para desenvolver o setor que
produz OEs, associando a preservacdo do Cerrado, exploracdo sustentavel de produtos
florestais e inclusédo social de populagdes que dependem da produgdo e exploragédo
florestal.

Grande numero de plantas encontradas no bioma Cerrado é responsavel pela
sintese de metabolitos secundarios antioxidantes que absorvem na faixa de 300 a 400
nm. E significativamente aumentada pela radiacio UV e fornece alto nivel de protecio
contra oxidantes nocivos gerados pelo calor ou pela luz (Morais et al., 2006). Além
disso, plantas medicinais tém sido amplamente utilizadas como antioxidantes na
medicina tradicional. Suas caracteristicas terapéuticas sao principalmente apoiadas por
sua capacidade de eliminacdo de radicais livres, uma vez que os radicais podem estar
envolvidos em vérias doencas (Chiraget al., 2013). Cancer, enfisema, arteriosclerose e
artrite ttm sido correlacionados com o estresse oxidativo. Em geral, organismos tém
sido protegidos contra danos causados por radicais livres de enzimas, como 0
superoxido dismutase e catalase, e por alguns compostos, como &cido ascorbico,
tocoferol e glutationa (Meena et al., 2012).

Quando mecanismos de protecdo antioxidante se tornam ineficientes como
resultado da idade, pode ocorrer deterioracdo das funcbes fisioldgicas, levando a
doencas e aceleracdo do processo de envelhecimento. No entanto, suplementos
alimentares antioxidantes podem ser usados para ajudar o corpo a mitigar o dano
oxidativo (Yang et al., 2000). Antioxidantes tém sido normalmente aplicados a 6leos e
alimentos gordurosos para retardar sua autoxidacdo. Alguns antioxidantes sintéticos,
como o0 BHA, o BHT, o TBHQ e 0 PG, séo tdxicos em altas doses, embora tenham sido
frequentemente aplicados & comida. Como resultado, pesquisas sobre antioxidantes

naturais aumentaram muito ultimamente (Andrade et al., 2013).
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Essas vantagens justificam o crescente interesse dos pesquisadores no
desenvolvimento de substancias antioxidantes, principalmente de produtos naturais,
como as plantas. Uma das técnicas utilizadas para detectar a capacidade antioxidante de
varios compostos € 0 método baseado na eliminacéo do radical livre estavel 2,2-difenil-
1-picrilhidrazil (DPPH). A molécula DPPH ¢ tem sido bem conhecida como um radical
livre orgénico estavel, que apresenta muitas vantagens, como boa estabilidade na
auséncia de luz, aplicabilidade, simplicidade e viabilidade. O método DPPH e tem sido
utilizado a cerca de 90% dos estudos preliminares que visam avaliar a atividade
antioxidante de substancias puras, bem como misturas e matrizes complexas. Apesar de
possibilitar a avaliacdo da capacidade antioxidante, esta ndo deve ser a Unica
metodologia utilizada para esse fim; outros métodos sdo necessarios para caracterizar
completamente um composto como antioxidante (Oliveira, 2015).

Como os radicais livres sdo moléculas com elétrons desemparelhados, eles sdo
instaveis e bastante reativos, mas o DPPH e, pela sua estrutura quimica, € um radical
livre estavel com trés anéis aromaticos que confere o efeito de ressonancia importante
para estabilizar sua carga eletrénica. A estabilizacdo do DPPH também tem sido
atribuida ao deslocamento de elétrons ndo pareados nele, atraidos por trés grupos de
NO, e por dois atomos de nitrogénio, que também permitem que os elétrons se
desloquem (Oliveira, 2015).

DPPH - ¢ roxo ou violeta pela localizagdo do elétron livre em sua molécula; A
absorcéo ocorre em solugdes de etanol ou metanol a um comprimento de onda de 515-
520 nm. Qualquer substancia antioxidante pode doar um &tomo de hidrogénio ou
transferir um elétron para uma molécula receptiva, como o DPPH, que aceita um atomo
de hidrogénio para se tornar uma molécula diamagnética estavel e originar a forma
reduzida do DPPH-H. Nesta forma, a solucdo violeta se transforma em amarelo-palido
ou violeta-claro depois de algum tempo. Alteracdes na cor do escuro ao violeta-claro ,
resultado da diminui¢do da absorbancia do DPPH e, podem ser monitoradas por um
espectrofotbmetro UV-visivel para determinar a capacidade antioxidante. Esse
monitoramento deve ser sempre realizado no escuro, pois a luz é um fator que interfere
diretamente na reagdo do DDPH ¢ com determinada substancia e leva a diminui¢cdo da

absorbancia e, consequentemente, afeta os resultados finais (Oliveira, 2015).
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A leishmaniose é uma doenca tropical causada por um parasita intracelular, um
protozoario do género Leishmania, cujo vetor é flebotomineo, um inseto pertencente a
ordem Diptera. No Brasil, esse mosquito ¢ chamado de mosquito palha (Blanco et al.,
2017). A apresentacdo clinica da doenca depende da complexidade da interacdo entre o
sistema imunoldgico do hospedeiro e o tipo de protozoario. Existem trés formas
diferentes de leishmaniose: cutdnea, mucocutanea e visceral (a mais séria) (Andrade et
al., 2016).

A Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) estima que seja a segunda doenca
transmitida por insetos que mata o maior nimero de pessoas no mundo. Em relagdo a
sua ocorréncia geogréfica, a leishmaniose é classificada em dois tipos: o “velho mundo”
ocorre na Asia, Africa, regido do Mediterraneo e Oriente Médio, e a leishmaniose do
“novo mundo” ¢ encontrada na América Central, América do Sul e no sul. Texas
(Blanco et al., 2017).

Neste contexto, as plantas sdo fontes valiosas para manter a sade humana. Seu
uso tem sido enfatizado ultimamente, uma vez que varios estudos de produtos
terapéuticos de plantas medicinais foram realizados. A Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) afirma que as plantas medicinais sdo as melhores fontes de uma grande
variedade de medicamentos e que 80% da populagcdo mundial usa a medicina tradicional
na busca de alivio de alguns sintomas dolorosos ou desagradaveis (Dutra et al., 2009).
Vale ressaltar que a selecdo de plantas que produzem OEs tem sido foco de estudos
relevantes, uma vez que esses Oleos tém demonstrado promissora atividade in vitro
contra Leishmania amazonensis (Andrade et al., 2016).

Oleos essenciais extraidos de diferentes espécies de plantas sdo naturalmente
volateis e constituem uma mistura complexa de monoterpenos, sesquiterpenos e
fenilpropanoides, que sdo responsaveis pelo forte odor dos 6leos. Sua extracdo pode ser
realizada por diversos métodos, como destilacdo a vapor e hidrodestilacdo, que tém sido
frequentemente utilizados em laboratérios de produtos naturais (Pandey e Singh, 2017).
Os 6leos essenciais sdo metabolitos secundarios extraidos de partes distintas de plantas;
eles tém composi¢do quimica complexa e fornecem vantagens adaptativas as plantas em
seu ambiente. A composi¢cdo quimica dos 0leos volateis varia entre espécies e partes de
plantas, uma vez que qualquer espécie pode ser afetada por seu local de cultivo,
condicGes de colheita, estabilizagdo e armazenamento, além de fatores bioticos e
abioticos (Miranda et al., 2016).
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Murraya paniculata, pertencente a familia Rutaceae, é uma arvore nativa da
india que foi trazida para o Brasil, onde tem sido amplamente utilizada para arborizagio
urbana em S&o Paulo, SP. Esta espécie é considerada medicinal em regides tropicais e
subtropicais asiaticas, como a China e a Indonésia. Nesses paises, suas folhas e raizes
tém sido usadas para tratar desordens intestinais, reumatismo e tosse (Mesquita et al.,
2008). Portanto, este trabalho teve por objetivo determinar, pela primeira vez, as
atividades, antioxidante e a leishmanicidain vitro de OEs de folhas e frutos (maduros e

verdes) de M. paniculata (fig. 1).

5.2 Resultados e Discusséo
Para obtencdo dos Constituintes quimicos dos OEs das folhas, frutos maduros e

verdes de M. paniculata coletada em Rio Verde, Goias, Brasil, utilizou-se um processo
de hidrodetilacdo em que foram obtidos com rendimento de 0,7, 0,5 e 0,6% (p/p),
respectivamente.

Os compostos volateis foram identificados por cromatografia gasosa - detector
de ionizagdo por chama (CG-DIC) - espectrometria de massa (CG-EM). Os trés
principais compostos identificados no dleo essencial das folhas s&o trans-p-cariofileno
(23.8%, 1), o-zingibereno (21.0%, 2), e pB-cubebeno (10.2%, 3). Os principais
componentes dos OEs de frutos verdes sdo sesquiterpeno (25.0%, 4), a-zingibereno
(18.2%), germacreno D (13.1%, 5), e a-copaeno (12.7%, 6). Enquanto os OEs dos frutos
maduros sdo compostos principalmente por trans-B-cariofilene (23.1%), a-ylangeno
(13.3%, 7), germacreno D (10.9%), e a-zingibereno (9.7%) (Tabela 1 e Fig. 2).

Relatos anteriores mostram que o OE das folhas de M. paniculata de outros
espécimes, indicaram a predominéncia dos terpenos em sua composi¢do e que sua
composi¢cdo quimica varia significativamente, dependendo da origem da planta. Por
exemplo, o OE de folhas de plantas cultivadas em Bangladesh tinha os seguintes sete
constituintes principais: oxido cariofileno, pB-cariofileno, spathulenol, B-elemeno,
germacreno D, cicloocteno e 4-metileno-6-(1-propenilideno) (Chowdhury et al., 2008),
Considerando que o OE recolhido no Nepal forneceu: metil palmitate, isospathulenol,
(E,E)-linalol de geranil, benzoato de benzil, selin-6-eno-4-ol, B-cariofileno, germacreno
B, germacreno D Ey-elemeno como seu principal constituents(Dosoky et al., 2016).

Enquanto, o OE de folhas de montanhas no centro de Cuba continha, em sua
composicao: B-cariofiloencontrado como unico principal constituinte (Rodriguez et al.,

2012). No entanto, na Nigéria, o OE das folhas, tinham sete componentes principais: -
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ciclocitral, salicilato de metila, trans-nerolidol, a-cubebeno, (-)-cubenol, B-cubebeno
and isogermacreno (Olawore et al., 2005). Especificamente, Olawore e collaborators
(2005) relataram que os principais componentes, encontrados nos OEs de frutos de M.
paniculata:p-cariofileno (43.4%), (-)-zingibereno (18.9%), germacreno D (8.3%), a-
copaeno (5.5%) e a-humuleno (5.1%), embora ndo mencionassem as condi¢fes de
maturagdo dos frutos.

Portanto, o estudo descrito por este trabalho é pioneiro na analise de perfis
quimicos de OE extraidos de M. paniculata frutos (Maduros e Verdes) coletados no
Cerrado do estado de Goiés, Brasil. Em comparacdo com a composicdo quimica
previamente descrita de frutos de M. paniculata, as composi¢fes de OE de frutos
maduros e verdes de M. paniculata encontradas neste estudo foram semelhantes, uma
Vez (ue seus principais constituintes também foram encontrados: a-copaene, B-
cariofileno, germacreno D, a-zingibereno e a-humuleno, embora as concentragdes
fossem diferentes (Olawore et al., 2005).

Vale ressaltar que a-ylangeno (13,3%) e sesquiterpeno (25,0%), outros
constituintes majoritarios dos OEs de frutos (Maduros e Verdes), ndo foram
encontrados no OE de frutas coletadas na Nigéria (Olawore et al., 2005).

No Brasil, ambos os terpenos B-cariofileno e a-zingibereno foram os principais
constituintes do OE de folhas de M. paniculata coletadas no estado do Espirito Santo
(Neta et al., 2017). A composicdo quimica do OE das folhas de M. paniculata coletadas
no estado de Goiés foi semelhante & relatada por Neta et al. (2017), mas difere em
relagdo ao B-cubebeno (10,2%), que foi identificado como o terceiro maior componente

do OE das folhas, embora nédo tenha sido encontrado no 6leo extraido no Espirito Santo.

5.2.1 Atividade antioxidante de 6leos essenciais de folhas, frutos maduros e verdes
de M. Paniculata.
A atividade de eliminacdo de DPPH é usualmente apresentada por um valor de

ECso, definido como a concentracdo do antioxidante necessaria para eliminar 50% do
DPPH presente na solucdo de teste. Acredita-se que, o efeito de antioxidantes na
eliminacdo de radicais DPPH seja pela sua capacidade de doacdo de hidrogénio ou
atividade de remocao de radicais livres. A presenca de antioxidantes em uma amostra,
leva ao desaparecimento dos cromogénicos do radical DPPH, que podem ser detectados
espectrofotometricamente a 515 nm. De forma que, um valor mais baixo de ECsp indica

maior atividade antioxidante (Medini et al., 2011).
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O ensaio de verificagdo do sequestro do radical livre DPPH exibiu valores de
ECso= 932.55 pg/mL 1123.72 pg/mL e 716.72 pg/mLpara OE das folhas, frutos
maduros e verdes de M. paniculata, respectivamente. Comparando-se o valor de ECsg
obtido para os OEs em estudo com o padrdo BHT (ECso= 85,20 pg/mL). A partir dos
resultados obtidos, comprova-se o baixo potencial antioxidante destes Gleos. Estes
dados demonstraram que o potencial antioxidante do OE das folhas de M. paniculata
ocorrente no Brasil é diferente do potencial do OE das folhas de M. paniculata
encontrada nas montanhas de Cuba (Rodriguez et al., 2012). Essa diferenca observada
no potencial antioxidante do OE de uma mesma parte da planta e de uma mesma
espécie pode ser justificada com base nas diferencas de composicdo quimica. As
variacdes nas concentracGes dos constituintes quimicos de OE podem ser justificadas
levando-se em consideracdo varios fatores como sazonalidade, ritmo circadiano, estagio
de desenvolvimento e idade, temperatura, horario de coleta, disponibilidade de agua,
radiacdo UV, os nutrientes do solo, altitude, composi¢do atmosférica e dano tecidual, ja
que todos atuam no metabolismo secundario, influenciando na quantidade total de
metabolitos produzidos e também em suas proporc¢des relativas (Andrade et al., 2013).
A atividade antioxidante dos OE dos frutos verdes e maduros estd sendo investigada
pela primeira vez neste trabalho.

O potencial antioxidante de OE é amplamente investigado por pesquisadores do
mundo inteiro (Morshedlooet al., 2017), e a baixa atividade antioxidante demonstrada
pelos 6leos essenciais de M. paniculata pode ser explicada pela baixa concentracdo de
compostos com este potencial. O mesmo ndo possui em sua composi¢do compostos com
reconhecida atividade antioxidante em quantidades significativas, exceto a presenca de
trans-p-cariofileno que associado com compostos fendlicos tém seu potencial

antioxidante aumentado através do efeito sinérgico (Shahidi et al., 1992).

5.2.2 Atividade leishmanicida dos 6leos essenciais das folhas, frutos maduros e
verdes M. paniculata.
Na busca por novos agentes leishmanicidas, foi avaliado em culturas de

promastigota de Leishmania amazonensis o efeito dos Oleos essenciais extraidos das
folhas, frutos verdes e maduros de M. paniculata (Rutaceae).
O potencial leishmanicida dos OEs tem sido bem estudado (Cardoso et al. 2015),

e 0 OE de folhas de M. paniculata apresentou alta atividade leishmanicida quando
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testado contra formas promastigotas de L. amazonensis. O aumento da lise parasitaria
foi observado com o aumento da concentragdo de OE, com ICso = 7.33+£2.07 pg/mL
(Tabela 2). Os OE dos frutos (Verdes e Maduros), apesar de terem exibido valores de
ICso maior, ainda assim foram ativos contra o parasita. O 6leo dos frutos (Maduros e
Verdes) apresentaram valores de I1Csp = 13.04+1.64 e 30.77£2.07 pg/mL,
respectivamente (Tabela 2) Os OEs de M. paniculata inibiram o crescimento do parasita
de maneira dose dependente da concentracdo. Como controle positivo foi utilizado a
anfotericina B (ICso = 0,011 + 0,34 pg/mL).

Em relacdo a atividade leishmanicida (valores 1Csp), a literatura descreve que
amostras com 1C5<10 pg/mL sdo consideradas altamente ativas, (IC50> 10 <50
pg/mL) ativas, (ICsp> 50 <100 pg/mL) moderadamente ativas e inativas (Andrade et al.
2018).Segundo Kauffmann et al. (2017), a atividade leishmanicida observada
provavelmente pode ser atribuida & mistura de constituintes sesquiterpénicos. A
promissora atividade leishmanicida exibida pelos OEs de folhas de M. paniculata e
frutos maduros pode ser atribuida a presenca do constituinte quimico trans-p-
cariofileno, que foi identificado em alta concentracdo nos 6leos estudados.

O dleo essencial dos frutos verdes, embora ativo, apresentou 0 maior valor de
ICsp, fato que pode ser explicado pela baixa concentracdo de trans-p-cariofileno no dleo.
O sesquiterpeno trans-p-cariofileno € uma nota de mencdo por ja ter sua promissora
atividade leishmanicida relatada na literatura (Soares et al., 2013).

Estudos em culturas de promastigotas de L. amazonensis também revelaram que
0 sesquiterpeno oxigenado nerolidol, que apesar de estar em menor concentracdo no OE
biossintese de isoprenoides celulares (Arruda et al., 2005). Isso encoraja uma
investigacdo intensiva dos mecanismos de acdo dos OE de terpenos. Também foi
sugerida que a baixa densidade dos OEs contribuiu para o rompimento da membrana
citoplasmatica, a for¢a motriz dos prétons, o fluxo de elétrons, o transporte ativo e
também a coagulacdo do conteudo celular (Dhifi et al., 2016). Assim, a busca por novas
opcbes de tratamento para essa doenca negligenciada é fundamental e os o0leos
essenciais ou terpenos sdo uma alternativa. No entanto, mais estudos sdo necessarios
para explicar os mecanismos completos dessas interacfes, particularmente no caso

especifico da leishmaniose.
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5.3. Materiais e Métodos

5.3.1 Material Vegetal
O material vegetal foi coletado no Instituto Federal Goiano - Campus Rio Verde,

em Rio Verde, Estado de Goiés, Brasil, em outubro de 2017, as 9h. A planta foi
identificada pela botanica Erika Amaral e uma amostra foi depositada em o Herbario

Jataiense Professor Germano Guarim Neto no nimero exsicata HJ 28760/MP.

5.3.2 Extragéo do Oleo Essencial
Os OEs de M. paniculata foram extraidos de folhas e frutos (Verdes e Maduros)

por hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger por 2 horas. A hidrodestilacdo foi
realizada em triplicado. O material vegetal foi dividido em trés amostras de 500 g cada,
e 500 mL de agua destilada foram adicionados a cada amostra. Apds a coleta manual
dos OEs, tracos de dgua remanescentes no 6leo foram removidos com sulfato de sodio
anidro, seguido de filtracdo. Os OEs foram armazenados em frasco ambar e mantidos
em geladeira a 4°C até a andlise. O rendimento de OE foi calculado a partir do peso das
folhas frescas, frutos verdes e maduros e expressos como a média das analises em

triplicado.

5.3.3 Analise dos Oleos Essenciais
Os OEs foram dissolvidos em éter etilico e analisados por cromatografia gasosa

com detector de ionizacdo por chama (CG-DIC) e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG-EM) usando os sistemas Shimadzu QP5000 Plus e
GCMS2010 Plus (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo). A temperatura da coluna no
CG-DIC foi programada para aumentar de 60 a 240°C a 3°C/min e foi mantida a 240°C
durante 5 min; o gés transportador foi H, a um caudal de 1,0 mL/min. O equipamento
foi ajustado para operar no modo de injecdo; o volume de injecéo foi de 0,1 pl (razéo de
divisdo de 1:10), e as temperaturas do injetor e do detector foram de 240 e 280°C,
respectivamente.

As concentragdes relativas dos componentes foram obtidas através da
normalizacdo das areas dos picos (%). As areas relativas consistiram na media de
andlises tri-compostas de CG-DIC. As condic¢bes de CG-MS e a identificacdo dos 6leos
essenciais foram relatadas anteriormente (Melo et al., 2015). A identificacdo dos
componentes volateis dos 0Oleos essenciais de M. paniculata (Tabela 1) baseou-se em
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seus indices de retengdo em uma coluna capilar Rtx-5MS (30 mx 0,25 mm; 0,250 pum)
sob as mesmas condi¢des operacionais usadas para GC em relacdo a série homologa de
n-alcanos (Cg-Cao).

As estruturas foram computadorizadas com Wiley 7, NIST 08 e FFNSC 1.2, e
seus padrbes de fragmentacdo foram comparados com dados da literatura (Adams,
2007).

5.3.4 Atividade Antioxidante
A atividade antioxidante foi realizada segundo meétodo descrito por Oliveira et

al.,, (2016). A atividade antioxidante foi avaliada pelo método da capacidade
sequestrante do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazina (DPPH). Foram preparadas
solucdes etandlicas de 0,5 a 10 g.L" *de DPPH para todo o ensaio. As leituras das
absorbancias foram realizadas apds 60 minutos da adi¢do de 0,1 mL da solucdo de 6leo
essencial em diferentes concentragdes e 3,9 mL da solu¢cdo de DPPH (0,06 mM) em
espectrofotometro digital de UV-Vis marca Bel Engineering modelo UV-M51 no
comprimento de onda de 515 nm, em cubeta de quartzo. Os resultados foram expressos
em ECsoug/mL (quantidade de amostra necessaria para reduzir em 50% a concentragdo
inicial do radical DPPH).

5.3.5 Atividade leishmanicida
Para avaliar a atividade leishmanicida, as formas promastigota de L.

amazonensis (MHOM/BR/PH8) foram mantidas em meio de cultura RPMI 1640
(Gibco) suplementado com 10% de soro bovino fetal, penicilina (100 UI/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL). Posteriormente, a cerca de 1 x 10° parasitas foram
distribuidos em placas de 96 pocgos, e 0s 6leos essenciais previamente dissolvidos em
100% de dimetilsulfoxido (DMSO, solucdo estoque 100 mM) (Synth) foram
adicionados em concentrac@es de 3,12 a 50 pg/mL as culturas. A anfotericina B (Sigma
Aldrich, 97% de pureza) variou de 0,19 a 0,011 pg/mL em média e as diferencas foram
positivas.

As temperaturas foram incubadas em incubadora BOD (Quimis) a 25°C por
24h, e a atividade leishmanicida foi inibida pelo crescimento das formas promastigota
inibida, conforme revelado pela contagem de peso total de projestigota vivos na Camara
Neubauer (Porto Alegre, BR), com base na motilidade flagelar. Utilizou-se meio RPMI
1640 (Gibco) contendo 0,1% de DMSO (Synth) (concentracdo maior). Os resultados
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foram expressos como média de peso de inibicdo do humor em relagdo ao controle

negativo (0,1% DMSQO). Como pesquisas foram depois em triplicado.

5.4 Concluséo
Com base nos achados obtidos, pode-se concluir que alguns componentes

importantes nos 6leos de M. paniculata sdo a-zingibereno, germacreno D, a-copaeno, f3-
cubebeno, a-ilangeno, sesquiterpeno e trans-B-cariofileno.

A promissora atividade leishmanicida dos o6leos investigados pode estar
relacionada a presenga e com a alta concentracdo do constituinte trans-p-cariofileno.
Neste sentido, 0s Oleos essenciais de M. paniculata podem ser considerados fonte de
compostos bioativos com potencial leishmanicida.

Vale ressaltar que os Oleos essenciais de M. paniculata apresentaram baixa
atividade antioxidante quando avaliados pelo método DPPH. E muito dificil atribuir as
atividades a um ou a alguns principios ativos nesses 0leos, porque 0S compostos
menores também podem ser eficazes em relacéo a esses potenciais. Sabe-se que, muitos
compostos que estdo presentes em pequenas quantidades numa mistura podem atuar
como elementos sinérgicos ou isoladamente. Em suma, mais estudos sdo necessarios
para identificar os constituintes quimicos ativos de 6leos essenciais de M. paniculata e

determinar CIM in vivo e in situ.

5.5 Referéncias Bibliograficas

Adams RP. 2007. In Identification of Essential Oil Components by Gas
Chromatography/Quadrupole Mass Spectroscopy. Allured Publishing Corporation:
Carol Stream, 469 p.

Andrade MA, Cardoso MG, Andrade J, Silva LF, Teixeira ML, Resende JMV,
Figueiredo ACS, Barroso JG (2013) Chemical composition and antioxidante
activity of essential oils from Cinnamodendron dinisii Schwacke and Siparuna
guianensis Aublet. Antioxidants 2, 384-397.

Andrade MA, Azevedo CS, Motta FN, Santos ML, Silva CL, Santana JM, Bastos IMD
(2016) Essential oils: in vitro activity against Leishmania amazonensis, cytotoxicity
and chemical composition. Evid.Based Complement.Alternat.Med. 16, 444.

Andrade PM, Melo DC, Alcoba AET, Junior WGF, Pagotti MC, Magalh&es LG, Santos
TCL, Crotti AEM, Alves CCF, Miranda MLD (2018) Chemical composition and



60

evaluation of antileishmanial and cytotoxic activities of the essential oil from leaves
of Cryptocarya aschersoniana Mez. (Lauraceae Juss.). An. Acad. Bras. Cienc.

Arruda DC, D’Alexandri FL, Katzin AM, Uliana SRB (2005) Antileishmanial activity
of the terpene nerolidol. Antimicrob. Agents Chemother. 49(5), 1679-1687.

Blanco VR, Nascimento-Janior NM (2017) Leishmaniose: aspectos gerais relacionados
com a doenca, o ciclo do parasita, fArmacos disponiveis, novos protétipos e
vacinas. Rev. Virtual Quim. 9(3), 861-876.

Cardoso BM, Mello TFP, Lopes SN, Demarchi IG, Lera DSL, Pedroso RB, Cortez DA,
Gazim ZC, Aristides SMA, Silveira TGV, Lonardoni MVC (2015) Antileishmanial
activity of the essential oil from Tetradenia riparia obtained in different seasons.
Mem. Inst. Oswaldo Cruz 110(8), 1024-1034.

Chirag JP, Tyagi S, Halligudi N, Yadav J, Pathak S, Singh SP, Pandey A, Kamboj DS,
Shankar P (2013) Antioxidant activity of herbal plants: a recent review. J. Drug
Discov. Therap. 1(8), 01-08.

Chowdhury JU, Bhuiyan MNI, Yusuf M (2008) Chemical composition of the leaf
essential oil of Murraya paniculata (L.) Jack. Blangladesh J Pharmacol. 3, 59-63.

Dhifi W, Bellili S, Jazi S, Bahloul N, Mnif W (2016) Essential oils’ chemical
compositions and investigation of some biological activities: a critical review.
Medicines 3, 25.

Dosoky NS, Satyal P, Gautam TP, Setzer WN (2016) Composition and biological
activities of Murraya paniculata (L.) Jack. Essential oil from Nepal. Medicines 3,
1-10.

Kauffmann C, Ethur EM, Arossi K, Hoehne L, Freitas EM, Machado GMC, Cavalheiro
MMC, Flach A, Costa LAMA, Gnoatto SCB (2017) Chemical composition and
evaluation preliminar of antileishmanial activity in vitro of essential oil from leaves
of Eugenia pitanga, a native species of Southern of Brazil. J. Essent. Qil Bear. PI.
20(2), 559-569.

Medini H, Elaissi A, Khouja ML, Piras A, Porcedda S, Falconieri D, Marongiu B,
Chemli R (2011) Chemical composition and antioxidant activity of the essential oil
of Juniperus phoenicea L. berries. Nat. Prod. Res. 25(18), 1695-1706.

Melo NI, Carvalho CE, Fracarolli L, Cunha WR, Veneziani RCS, Martins CHG, Crotti
AEM (2015) Antimicrobial activity of the essential oil of Tetradenia riparia
(Hochst.) Codd.(Lamiaceae) against cariogenic bacteria. Braz. J. Microbiol. 46,
519-525.



61

Meena H, Pandey HK, Pandey P, Arya MC, Ahmed Z (2012) Evaluation of antioxidant
activity of two important memory enhancing medicinal plants Baccopa monnieri
and Centella asiatica. Ind. J. Pharmacol. 44(1), 114-117.

Morais SM, Junior FEAC, Silva ARA, Neto JSM, Rondina D, Cardoso JHL (2006)
Atividade antioxidante de 6leos essenciais de espécies de Croton do nordeste do
Brasil. Quim Nova 29(5), 907-910.

Mesquita SG, Martinez MF, Romoff P, Favero AO, Lieber SR, Lago JHG (2008)
Constituintes quimicos das folhas de Murraya paniculata (Rutaceae). Braz. J.
Pharmacogn. 18(4), 563-568.

Morshedloo MR, Mumivand H, Craker LE, Maggi F (2017) Chemical composition and
antioxidant activity of essential oils in Origanum vulgare subsp. gracile at different
phenological stages and plant parts. J. Food Process. Preserv.2017, e13516.

Neta MCS, Vittorazzi C, Guimardes AC, Martins JDL, Fronza M, Endringer DC,
Scherer R (2017) Effects of B-caryophyllene and Murraya paniculata essential oil
in the murine hepatoma cells and in the bacteria and fungi 24-h time-kill curve
studies. Pharm. Biol. 55(1), 190-197.

Olawore NO, Ogunwande IA, Ekundayo O, Adeleke KA (2005) Chemical composition
of the leaf and fruit essential oils of Murraya paniculata (L.) Jack. (Syn. Murraya
exotica Linn.). Flavour Fragr J. 20, 54-56.

Oliveira JD, Alves CCF, Miranda MLD, Martins CHG, Silva TS, Ambrosio MALYV,
Alves JM, Silva JP (2016) Rendimento, composicdo quimica e atividades
antimicrobiana e antioxidante do Oleo essencial de folhas de Campomanesia
adamantium submetidas a diferentes métodos de secagem. Rev. Bras. Pl. Med.
18(2), 502-510.

Rodriguez EJ, Ramis-Ramos G, Heyden YV, Simé-Alfonso EF, Lerma-Garcia MJ,
Saucedo-Hernandez Y, Monteagudo U, Morales Y, Holgado B, Herrero-Martinez
JM (2012) Chemical composition, antioxidant properties and antimicrobial activity
of the essential oil of Murraya paniculata leaves from the mountains of central
Cuba. Nat Prod Commun. 7(11), 1527-1530.

Shahidi F, Janitha PK, Wanasundara PD (1992) Phenolic antioxidants. Critical Reviews
in Food Science and Nutrition 32(1), 67-103.

Soares DC, Portella NA, Ramos MFS, Siani AC, Saraiva EM (2013) Trans-f-
caryophyllene: na effective antileishmanial compound found in comercial copaiba
oil (Copaifera spp.). Evid. Based Complement. Alternat. Med. 2013, 761323.



62

A

Fig 2.Estruturas dos principais constituintes presentes nos 6leos essenciais das folhas e
dos frutos (Verdes e Maduros) de M. paniculata: trans-p-cariofileno (1); a-zingibereno
(2); B-cubebeno (3); sesquiterpeno (4); germacreno D (5); a-copaeno (6) e a-ylangeno

(7).

Tabela 1. Composicao quimica dos 6leos essenciais de frutos maduros (OE-FM), frutos
verdes (OE-FV) e folhas (OE-FM) de M. paniculata.

%
RA

Compostos Rlexp Rt OE-FM OE-FV OE-FM

Bicicloelemeno 1334 1336 0.3 1.4 -
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Isbmero elemeno 1341 1344 2.7 - -
a-Cubebeno 1351 1352 0.9 6.1 -
-Bourboneno 1377 1384 - - 0.6
a-Copaeno 1379 1377 6.1 12.7 1.6
-Cubebeno 1385 1390 - - 10.2
a-Ylangene 1405 1406 13.3 1.1 5.6
Sesquithujeno 1415 1417 0.4 25.0 -
a-Gurjuneno 1419 1419 0.1 - -
trans-p-Cariofileno 1425 1423 21.3 1.1 23.8
Isogermacreno D 1437 1439 0.8 - -
B-Gurjuneno 1439 1440 0.7 - -
B-Humuleno 1446 1440 - - 6.4
y-Muuroleno 1448 1449 0.4 6.4 -
a-Humuleno 1456 1455 5.3 1.0 -
Aromadendreno 1465 1463 1.1 - 1.8
Germacreno D 1480 1480 10.9 13.1 9.8
a-Zingiberen 1499 1496 9.7 18.2 21.0
Bicyclogermacreno 1503 1501 5.3 0.5 -
[3-Bisaboleno 1508 1506 0.8 1.7 1.2
-Cadineno 1528 1527 55 5.6 -
Cadina-1.4-dieno 1534 1533 0.3 - -
trans-Nerolidol 1557 1565 - - 14
Germacreno-D-4-ol 1574 1574 1.0 1.0 -
Spathulenol 1576 1576 - - 2.5
Oxido cariofileno 1590 1589 1.2 1.1 15
Acetato de laurilo 1608 1606 0.2 - -
2-metilbutaoato de octil 1624 1623 0.2 - -
t-Cadinol 1634 1638 - - 0.4
10-epi-a-Muurolol 1640 1641 - - 2.6
Acido isovalérico.éster decilico 1657 1659 0.1 - -
t-Muurolol 1659 1660 0.5 - -
a-Cadinol 1662 1663 0.3 - 1.0
Senicianato de decilo 1720 1719 4.0 - -
Acido isovalérico.éster dodecilico 1844 1845 25 - -
Total identificado 95.9 96.1 97.7

Rlexp: Rlexp: Indice de retengdo determinado em relago aos n-alcanos (Cg — Czo) na

coluna Rtx-5MS. Rllit: indice de Retengéo da Literatura.

Tabela 2. Atividade leishmanicida dos 6leos essenciais de frutos maduros (OE-FM),

frutos verdes (OE-FV) e folhas (LM-EO) de M. paniculata contra formas promastigota

de L. amazonensis.
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1Cso

% De lise+ S.D /Concentrag&o (ug.mL™) (Hg/mL)

50 25 12.5 6.25 3.12

OE-FM 100+0.00  98.28+1.01 72.87+22.16 39.10+2.03 19.22+14.74 7.33+2.07

OE-FM 100+0.00  74.55+4.06 40.25%+21.63 25.24+34.68 17.49+16.70 13.04+1.64

OE-FV 78.87+29.8 31.56+8.73 17.21+7.54 12.39+3.54  2.88+4.08 30.77+2.07

0.19 0.095 0.047 0.023 0.011

Amph.B 99.88+0.60 78.33+24.43 68.74+21.97 54.67+17.77 42.44+20.97 0.011+0.34

Negative Control:Meio RPMI + 0.1% DMSO. Amph. B: Amtotericina B; S.D: Desvio
padréo.
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6. CONCLUSOES GERAIS

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que:
Os compostos majoritarios presentes no Oleo essencial das folhas e frutos

(Verdes e Maduros) de Murraya paniculata (L.) Jack, apresentam
predominancia de sesquiterpenos: B-cariofileno, a-Ylangeno, germacreno-D e a-
zingibereno

Os OEs dos frutos (Verdes e Maduros) apresentaram moderada atividade
anticariogénica contra as bactérias Streptococcus mutans, S. mitis, S. sanguinis,
S. sobrinus e S. salivarius.

O oOleo essencial de M. paniculata dos frutos (Verdes e Maduros) exibiu
atividade antimicobacteriana com os valores de CIM respectivamente, ativos
diante de Mycobacterium kansasii (CIM = 250 pug/mL), moderadamente ativos
diante de M. tuberculosis (CIM = 500 pg/mL) e inativos contra M. avium (CIM
= 2000 pg/mL).

Foi verificada uma atividade antifingica promissora diante de Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) De Bary. De modo que, 0 ML-EO na dose de 300 pL exibiu
91,2% de inibig&o sobre crescimento micelial do fungo.

N&o houve atividade significativa em relacdo as atividades antioxidantes uma
vez que os valores de ECsy dos OEs das folhas e frutos (Verdes e Maduros)
foram superiores a 700 pg/mL.

Em relacdo a atividade contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis
0s OEs das folhas e frutos (Verdes e Maduros), apresentaram promissora
atividade. Sendo que, o 6leo das folhas foi altamente ativo (ICso = 7,33 £ 2,07
pug/mL) enquanto 6leos dos frutos (verdes e maduros) foram ativos, com valores
de ICsp = 30,77 £ 2,07 pg/mL e 13,04 £ 1,64 pg/mL, respectivamente.



