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RESUMO

CABRAL, RODRIGO SEBASTIAO CRUVINEL. C. Instituto Federal de Educacio
Ciéncia e Tecnologia Goiano, Campus Rio Verde — GO, fevereiro de 2019.
Composicdo quimica e atividade bioldgica do 6leo essencial das folhas e frutos da
almecega (Protium heptaphyllum). Dr. Jodo Carlos Perbone de Souza “Orientador”,
Dr* Cassia Cristina Fernandes Alves “Coorientadora”, Dr. Mayker L. D.
Miranda‘“Coorientador”.

A Protium heptapyllum, que pertence a familia Burseraceae, chamada popularmente de
“almecega”, ¢ uma classe de planta nativa e bem subdividida em varias regides do
Brasil. Estudos apontam que a maior parte da populacdo nacional usa a medicina
alternativa como fonte de recursos terapéuticos. Com o aumento da demanda pela
utilizacdo de plantas medicinais na cura ou prevencdo de doencas, o cultivo e/ou 0
extrativismo dessas plantas torna-se uma alternativa cada vez mais importante na
agricultura nacional. Diversos trabalhos ja relataram o potencial medicinal do 6leo
essencial de Protium heptallium, porém ndo foram encontrados estudos comparativos,
das folhas jovens e maduras e nem a composicdo quimica das folhas jovens, o teor de
Oleo essencial das folhas adultas e jovens, frutos verdes e maduros da mesma, no
combate a agentes bactericidas e leishmanicidas. Assim, foram submetidos a
hidrodestilacdoo material vegetal e realizou-se a analise da composicdo quimica e
atividade biolégica do Oleo essencial presente nas folhas e nos frutos de P.
heptaphyllum. O material vegetal foi coletado na cidade de Ipora — GO entre 7h e 10h
da manhd, posteriormente conduzido até o Laboratério de Quimica de Produtos
Naturais do Instituto Federal Goiano - Campus Rio Verde onde foram separadas as
folhas dos frutos de P. heptaphyllum. O material entdo foi triturado e submetido a
extracdo, em triplicata, por arraste a vapor em aparelho tipo Clevenger, por 4 h. Os
hidrolatos obtidos foram submetidos a particdo liquido-liquido com diclorometano
(CH2Cl,), as fragbes orgénicas foram reunidas e secas com sulfato de sodio anidro

(NazS04). Posteriormente, os compostos quimicos foram identificados através de



Xiii

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG). Posteriormente, com
0s Oleos essenciais avaliou-se a atividade do 6leo no controle de Bacteroides fragilis,
Leishmania amazonenses e também mofo branco. Os principais constituintes
identificados nas folhas jovens foram: B-cariofileno (15,1%,), B-elemeno (9,4%), 1,8-
cineol (8,1%), a-pineno (7,5%), 6xido de cariofileno (7,1%) e limoneno (6,5%),
destacando a-Pineno (7,5%); 1, 8-cineol (8,1%); B-Elemeno (9,4%) e Oxido de
cariofileno(7,1%) foram identificados em maoir concentracdo na folhas jovens e o
guaiol (7,5%) com maoir concentragao nas folhas adultas, dentre esses constituintes o 3-
cariofileno (15,0%) e guaiol (7,5%) sdo 0s compostos majoritarios e o 6leo extraido
teve eficicia contra a espéecie Leishmania. As folhas jovens da espécie P. heptaphyllum
tiveram um maior efeito em comparagdo as folhas adultas contra a L. amazonenses.
NoOE de frutos verdesde P. heptaphyllum foram identificados os principais
constituintes:mirceno (59,0%), germacreno D (10,6%), a-cadinol (8,8%) ¢ B-elemeno
(8,2%). O OE dos frutos maduros foram identificados os principais componentes:
mirceno  (31,2%), limoneno (12,9%), trans-nerolidol (9,8%) e espatulenol
(7,8%)identificados por cromatografia gasosa acoplada ao espectro de massa. O 6leo
essencial das folhas de P. heptaphyllum apresentou eficacia contra Streptococcus
mutans (MIC = 50 pg/mL) e contra Streptococcus mittis (MIC =625
pug/mL).Verificou-se também que o Oleo dos frutos verdes e maduros tiveram acao
contra Prevotella nigrescens (both, MIC = 50 pg/mL). Com o desenvolvimento desse
trabalho pdde afirmar a acdo antibacteriana, acdo antileishmanicida e atividade
citotoxica do OE das folhas jovens e adultas e dos frutos de Protium heptaphyllum
(Aubl.) Marchandindicando sua utilizacdo na area farmacéutica e cosmética dentre
outras com intuito de diminuir o0 uso de produtos sintéticos que causam danos a saude

publica.

Palavras-chaves: Oleo essencial, plantas medicinais, atividade bioldgica, atividade

antibacteriana, Leishmaniose.
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ABSTRACT

CABRAL, RODRIGO SEBASTIAO CRUVINEL. C. Instituto Federal de Educacio
Ciéncia e Tecnologia Goiano, Campus Rio Verde — GO, February of 2019. Chemical
composition and biological activity of the essential oil of leaves and fruits of the
almecega (Protium heptaphyllum). Dr.Jodo Carlos Perbone de Souza “Supervisor”,
Dr.? Céssia Cristina Fernandes Alves “Co-supervisor”, Dr. Mayker L. D. Miranda“Co-

supervisor”.

Protium heptapyllum, which belongs to the Burseraceae family, popularly called
“almecega”, is a class of native plant and well subdivided in several regions of Brazil.
Studies show that the majority of the national population uses alternative medicine as a
source of therapeutic resources. With the increase in demand for the use of medicinal
plants to cure or prevent diseases, the cultivation and/or extraction of these plants has
become an increasingly important alternative in national agriculture. Several studies
have already reported the medicinal potential of the essential oil of Protium heptallium,
but comparative studies have not been found, of young and mature leaves, nor the
chemical composition of young leaves, the essential oil content of adult and young
leaves, green and ripe fruits. Of the same, in the fight against bactericidal and
leishmanicidal agents. Thus, the plant material was subjected to hydrodistillation and
the chemical composition and biological activity of the essential oil present in the leaves
and fruits of P. heptaphyllum were analyzed. The plant material was collected in the
city of Ipord - GO between 7 am and 10 am, and subsequently taken to the Natural
Products Chemistry Laboratory of the Federal Goiano Institute - Rio Verde Campus
where the leaves of the fruits of P. heptaphyllum were separated. The material was then
crushed and submitted to extraction, in triplicate, by steam dragging in a Clevenger type
apparatus, for 4 h. The hydrolates obtained were subjected to liquid-liquid partition with

dichloromethane (CH2Cl,), the organic fractions were combined and dried with
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anhydrous sodium sulfate (Na>SOs4). Subsequently, the chemical compounds were
identified through gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC).
Subsequently, with the essential oils, the activity of the oil was evaluated in the control
of Bacteroides fragilis, Leishmania amazonenses and also white mold. The main
constituents identified in the young leaves were: p-karyophylene (15.1%,), p-elemene
(9.4%), 1.8-cineole (8.1%), a-pinene (7.5% ), caryophyllene oxide (7.1%) and limonene
(6.5%), highlighting o-Pinene (7.5%); 1,8-cineole (8.1%); B-Elemene (9.4%) and
karyophylene oxide (7.1%) were identified in a higher concentration in young leaves
and guaiol (7.5%) with a higher concentration in adult leaves, among these constituents
B-karyophylene (15.0%) and guaiol (7.5%) are the major compounds and the extracted
oil was effective against the Leishmania species. Young leaves of the species P.
heptaphyllum had a greater effect in comparison to adult leaves against L. amazonenses.
In the OE of P. heptaphyllum green fruits, the main constituents were identified:
mycrene (59.0%), germacrene D (10.6%), a-cadinol (8.8%) and p-element (8.2% ). The
OE of ripe fruits identified the main components: myrcene (31.2%), limonene (12.9%),
trans-nerolidol (9.8%) and spatulenol (7.8%) identified by gas chromatography coupled
with mass spectrum. The essential oil from the leaves of P. heptaphyllum showed
efficacy against Streptococcus mutans (MIC = 50 pg/mL) and against Streptococcus
mittis (MIC = 62.5 ug / mL). It was also found that the oil of green and ripe fruits had
an action against Prevotella nigrescens (both, MIC=50 pg/mL). With the development
of this work, he was able to affirm the antibacterial action, antileishmanicidal action and
cytotoxic activity of the OE of young and adult leaves and of the fruits of Protium
heptaphyllum (Aubl.) Marchand, indicating its use in the pharmaceutical and cosmetic
area, among others, in order to reduce the use. of synthetic products that cause damage

to public health.,

Key words: Essential oil, medicinal plants, biological activity, antibacterial activity,

Leishmaniasis.
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INTRODUCAO

Plantas Medicinais

Diversos trabalhos demonstram o poder da natureza, e desde entdo se utiliza
das plantas como fonte de alimentos, bebidas, pigmentos, fibras téxteis e materiais para
a construcdo de moradias e meios de transporte, também conseguiu-se isolar compostos
e moléculas com potencial farmacoldgico, tais como taninos, flavonoides, fenois,
alcaloides, terpenoides, entre outras classes DA SILVA et al. (2016).

As plantas tém papel fundamental no desenvolvimento da humanidade, elas
sdo usadas pelo homem, na alimentagdo, na cura de doencas e na agricultura. Estas
possuem substancias biologicamente ativas, que sdo conhecidas na atualidade como
metabolitos secundarios (FARAG et al., 2018). Tal conhecimento é de grande valor
para as geracOes atuais. A etnofarmacologia fornece pistas sobre substancias
potencialmente uteis no desenvolvimento de novos farmacos baseado em observacoes
feitas em diversas areas como quimica, bioquimica, boténica, farmacologia e
antropologia (DONSI & FERRARI., 2016; MAIA et al., 2015).

O interesse da indastria farmacéutica pela procura de substancias vegetais
biologicamente ativas foi reativado na década de 90, embora avancos tecnologicos
importantes tenham sido conquistados pela quimica sintética, muitos compostos
bioativos isolados de plantas sdo formados por misturas de moléculas complexas,
tornando sua obtencdo no laboratorio um processo por vezes inviavel (WALSH &
FISCHBACH, 2010).

O interesse pelas pesquisas em produtos encontrados na natureza é que esses
apresentam enorme diversidade em termos de estrutura, propriedades fisico-quimicas e
bioldgicas, das quais cerca de 60 % dos 6leos essenciais possuem ac¢do antifungica e 35
% possuem acdo antibacteriana. A diversidade molecular dos produtos naturais € muito
superior aquela derivada dos processos de sintese, que, apesar dos avancos
consideraveis, ainda € limitada. Os produtos naturais muitas vezes exibem propriedades
adicionais as antimicrobianas a eles associados (EMBRAPA, 2017; OLIVEIRA et al.,
2006; SEAB, 2016).
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Com intenso desmatamento das florestas e matas para utilizacdo da
agropecuéria e plantio de lavouras, coloca em risco de extincdo inimeras espécies
nativas, o que pode causar distdrbios ecoldgicos. Considerando-se o valor das plantas
medicinais ndo apenas como recurso terapéutico, mas também como fonte de recurso
econdmico, torna-se importante estabelecer linhas de acdo voltadas para o
desenvolvimento de técnicas de manejo ou cultivo, tendo em vista a utilizacdo dessas
espécies vegetais pelo homem aliada a manutencdo do equilibrio dos ecossistemas
tropicais (SAMPAIO et al., 2017; FILHO et al., 2016; MELLO et al., 2016; BALDIN &
PEREIRA, 2010).

Muitas espécies de reino vegetal sdo caracterizadas por ter uma grande
producdo de 6leo essencial com possibilidades de exploracdo econdémica, como ocorrem
com as espécies de Citros e eucalipto, outras que tem o potencial antifingico importante
na agricultura (FONSECA et al., 2015).

As espécies de Burseraceae sdo conhecidas pelas suas folhas, cascas e resinas
que sdo ricas em Gleos essenciais, triterpenos e outros constituintes. Algumas espécies
desta familia produzem oOleo essencial que possuem potenciais de aplicacdo na
perfumaria e na medicina popular a enorme diversificacdo das espécies de plantas no
Brasil e fornece grande viabilidade econdmica (RUDIGER et al., 2009; SIANI et al.,
2011).

A familia Burseraceaecompreende 18 géneros com 700 espécies divididas em
trés tribos: Protieae (trés géneros), Canarieae (0ito géneros) e Bursereae (sete géneros).
O género Protium (Tribo Protieae) € o principal membro da familia com 150 espécies.
Todas as Tribos sdo nativas da América, Africa e tropicos indo-asiaticos, com a maior
diversidade encontrado no Hemisfério Sul (WEEKS et al., 2005).

Oleos Essenciais

O 6leo essencial pode ser extraido de parte de plantas como frutas, flores,
cascas, ou de plantas inteiras, como especiarias e ervas medicinais. Sao caracterizados
quimicamente como misturas complexas de compostos de baixo peso molecular, sendo
alguns altamente volateis, capazes de gerar sabores e/ou aromas. Parte das propriedades
farmacéuticas descritas para plantas medicinais sdo creditadas aos 0Oleos essenciais
FILHO, et al., 2016; PEREIRA, et al., 2018).

Os Oleos essenciais apresentam um grande potencial como agente

antimicrobiano, isto se deve a presenca de vérios tipos de aldeidos, terpenos e
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compostos fendlicos ativos que atuam em variados patdégenos. O 6leo essencial de
Psidium guajava L. apresentou atividade antimicrobiana contra Streptococcus
salivarius, Streptococcus sobrinus, Streptococcus mutans, Streptococcus mitis e
Streptococcus sanguinis. Bactérias deste género sdo responsaveis pela cérie que €
considerada um problema na salde publica, além de outras doencas como a bacteremia,
endocardite e meningite (SILVA et al., 2018; DI VITO et al., 2019; DELORME et al.,
2015).

De acordo com Harkat-madouri et al. (2015) o estudo de plantas com
propriedades farmacéuticas tem sido bastante utilizadas na prevencdo de doencas, cada
vez mais séo usados como alternativa ao tratamento tradicional. No referido trabalho o
6leo essencial das folhas de Eucalyptus globulus também foi eficiente contra bactérias
periodontopatogénicas.

Existem 300 tipos de OE utilizados nas inddstrias farmacéuticas como
aromatizantes, fixadores de fragrancias, dentre os 3000 ja catalogados, sé&o
comercializados na sua forma bruta ou beneficiada, fornecendo com isso, substancias
purificadas como o limoneno, citral, citronelal, eugenol, mentol e safrol (BIZZO et al.,
2009; DONSI & FERRARI, 2016; MAIA et al., 2015).

Fisicamente, os OE’s se apresentam no estado liquido em temperatura
ambiente, com aspecto incolor ou claro ndo se misturam a agua, e podem ser extraidos
de diferentes modos, como hidrodestilagdo, CO> supercritico, ou com a utilizagdo de
solventes organicos ou gorduras (SILVEIRA et al., 2015).

Os dleos essenciais sdo utilizados nas industrias farmacéuticas para fabricacao
de cosmeticos e perfumarias e farmacologicamente com fins medicinaise industrias
alimenticias como conservadores (PEREIRA, 2017).Peixinho et al. (2019) afirma que o
fato de serem naturais e biodegradaveis, geralmente apresentam baixa toxicidade a
salde publica, € uma opg¢éo o uso de OE.

Os Oleos sdo compostos por terpenos, monoterpenos, sesqueterpenos,
fenilpropanoides entre outros, sdo de elevado interesse cientifico sendo de grande
importancia estudos relacionados as atividades biologicas (FILHO & YUNES 1998;
STERMITZ, et al., 2000; CARINI, et al., 2015; MARQUES et al., 2017).

A atividade dos OE engloba acdo fitoterapica, antiviral, antisséptica,
nutricional, antifungica, entre outras, incluindo também a atividade bacteriostética e /ou
bactericida exercida principalmente por compostos terpendides,no entanto, a

composicao e a atividade de um dleo essencial podem ser modificadas por varios
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aspectos, desde 0 modo de extracdo, a fatores préoprios da planta e do ambiente em que
ela esta inserida, fatores estes que estdo detalhados adiante (AMORATI et al., 2013;
MIRANDA et al., 2016).

Atividade Antibacteriana de Oleos Essenciais

A atividade antimicrobiana exercida por terpenos e derivados tem sido descrita
através de pesquisas envolvendo diversas espécies de plantas e microrganismos
testados. Em revisdo sobre o assunto, Greay & Hammer (2015) cita alguns dos
mecanismos por meio dos quais estes compostos atuam sobre células bacterianas. Os
monoterpenos interferem com a integridade e funcionamento da membrana celular,
através da mudanca de potencial da membrana, perda de material citoplasmatico e
inibicdo da cadeia respiratoria. Di Pasqua et al., 2010 verificaram a ag¢do do timol contra
salmonela na conservacao de alimentos e varios outros estudos mostram que a atividade
bactericida dos 6leos essenciais de algumas plantas ndo envolveu lise celular, porém a
parede celular de algumas células bacterianas sofreu afinamento, e percebeu-se a perda
da homogeneidade do conteddo celular pela formacdo de granulos
citoplasmaticos,(GUINOISEAU et al., 2010).

Atividade Leishmanicida de Oleos Essenciais

As doencas parasitarias, estdo presentes em praticamente todo o territdrio
brasileiro, cujo tratamento cada vez mais se limita a utilizacdo de medicamentos
farmacéuticos. Este é o caso da leishmaniose visceral, causada por duas espécies de
protozoarios do género Leishmania Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi, doenca
infecciosa, ndo contagiosa, endémica ao redor do mundo e que afeta mais de 12 milhdes
de pessoas (ANDRADE et al., 2009; LIMA & BATISTA, 2009).

O tratamento desta doenca ainda € bastante complexo, visto que o
medicamento deve ser administrado por profissionais da salde e com o paciente
hospitalizado. No Brasil, é preconizado pelo Ministério da Salde e baseia-se,
principalmente no antimoniato de N-metilglucamina e Anfotericina B, levando em
consideracdo a idade, co-morbidades e gestacdo dos pacientes que utilizam-se destes
medicamentos (LISBOA et al., 2016).

A associacdo entre conhecimento popular de plantas com potencial
farmacologico, prospeccdo fitoquimica visando isolar as moléculas bioativas

importantes na producdo de novos fitoterdpicos tem grande importéncia na busca por
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medicamentos que atuem no tratamento da leishmaniose, além de fornecer subsidios
para a implantacdo de politicas publicas para a conservacdo da biodiversidade do pais
(BUSATO, 2014).

CICLO DA DOENCA ~  MOSQUITO-PALHA

Sdo pequenos e tém a coloragdo de cor palha e,
em [)0\[;30 de repouso, suas asas permanecem
eretas. Eles se desenvolvern em locais Umidos e

i | i ricos em matéria organica.
TRANSMISSAO

0 ciclo comega quando o
PERIGO mosquito fémea infectado
- { pica um cachorroe o

Criangas estao mais propensas a contamina com o parasita.
doenca pela imunidade mais baixa.
Quando nao tratada, a leishmaniose
pode evoluir para morte em mais
de 90% dos casos

RISCO

Como cdes convivem com humanos, em
lugares com alto nimero de animais
contaminados e mosquitos-palha ha
maior risco de contaminagao em pessoas

RESERVATORIO

0 cdo contaminado ndo transmite
3 leishmaniose para outros c3es
nem para humanos, mas funciona
como reservatdrio da doenca

Ou seja: se picado pelo mosquito,
o torna transmissor da doenga.

Fonte: Ministério da Saude

Figura 1. Ciclo de transmissdo da Leishmania (Leishmania) amazonensis na Amazbdnia brasileira.
FONTE: Coellho, 2010.

Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand

Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand é uma arvore da familia das
Burseraceae, de solo arenoso Umido ou seco e que atinge 10-20 m de altura. Estéo
amplamente espalhadas por regifes tropicais e subtropicais, principalmente na Floresta
Amazodnica e em alguns estados nordestinos, como Bahia, Ceara, Piaui, assim como em
outros paises da América do Sul (Colémbia, Paraguai, Suriname e Venezuela (PONTES
et al., 2007; MOBIN et al., 2016). Conhecida popularmente como almecega, breu-
branco-verdadeiro, almecegueira cheirosa, almecegueira vermelha ou almecegueiro
bravo, devido as suas propriedades aromaticas, o Oleo-resina da almacegueira é
amplamente usado em perfumes e produtos de higiene pessoal. O seu 6leo essencial é
utilizado na medicina popular como um anti-inflamatério, analgésico, cicatrizacdo de
feridas e agente estimulador, e para o tratamento de inGmeras doencas(ARAUJO et al.,
2011; LIMA et al., 2016).
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Também é reconhecido pelo uso de suas folhas e cascas como hemostéticas,

cicatrizantes e anti-inflamatérias, sendo usado pelos nativos também como
descongestionante nasal (ARAUJO, 2012; LORENZ & MATOS, 2008).

Figura 3. Partes da plantaProtium heptaphyllum (Aubl.) Marchand. (A) Folhas jovens. (B) Inflorescéncia.

(C) Frutos maduros com exposic¢ao das sementes. Fonte: Pereira, 2017.
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OBJETIVOS

Avaliar o teor de rendimento e a composi¢cdo quimica do 6leo essencial das
folhas e frutos de Protium heptaphyllum;

Avaliar a composigdo quimica e atividade antimicrobiana do 6leo essencial das
folhas e frutos da almecega (Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand).

Avaliar a atividade bacteriostatica do 0leo essencial das folhas, frutos verdes e
maduros de Protium heptaphyllum;

Avaliar a atividade leishmanicida do 6leo essencial das folhas adultas e folhas

jovens de Protium heptaphyllum;
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CAPITULO I - Constituintes quimicos e atividade antibacteriana in
vitro dos 0leos essenciais de Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand

(Artigo publicado na Revista Natural Product Research. 2018)

RESUMO

Muitos Oleos essenciais (OE) de diferentes espécies vegetais tém efeitos
antimicrobianos interessantes nos microrganismos quecausam carie dentaria e doencas
periodontais. OE’s de Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand foram analisados por
cromatografia gasosa (GC-FID) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (GC-MS). O oleo essencial das folhas é rico em hidrocarbonetos sesquiterpenos e
sesquiterpenos oxigenados. Os trés principais compostos identificados foram p-elemeno
(17,2%), espatulenol (12,6%) e a-cubebeno (11,6%). O OE dos frutos verdes é
composto principalmente de hidrocarbonetos monoterpenos e 0s principais
componentes sdo mirceno (59,0%), germacreno D (10,6%), a-cadinol (8,8%) e [-
elemeno (8,2%). O OE dos frutos maduros € composto principalmente de
hidrocarbonetos monoterpenos e sesquiterpenos oxigenados, e 0s principais
componentes sdo mirceno (31,2%), limoneno (12,9%), trans-nerolidol (9,8%) e
espatulenol (7,8%). A atividade antibacteriana dos OE’s de P. heptaphyllum contra um
painel de patdgenos orais foi investigada em termos de suas concentrac@es inibitorias
minimas (CIM) usando o método de microdiluicdo em caldo. Os OE’s dos frutos
maduros e verdes mostraram a mais forte atividade antibacteriana contra a bactéria
anaerdbica Prevotella nigrescens (CIM = 50 pg/mL). O 0leo essencial das folhas
apresentou atividade muito promissora contra Streptococcus mutans (CIM = 50 pg/mL)
e Streptococcus mitis (CIM = 62,5 pg/mL). Os bleos essenciais de P. heptaphyllum
exibiram também atividade antibacteriana moderada contra todos o0s outros

microrganismos aerdbios e anaerdbios testados, com valores de CIM variando entre 100
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e 400 pg/mL.Este € o primeiro relato do perfil quimico dos dleos essenciais extraidos de
frutos verdes e maduros de P. heptaphyllum. Além disso, a atividade bacteriana dos
OEs contra patdégenos orais também foi descrita pela primeira vez. Os resultados
sugerem que o P. heptaphyllum, uma planta brasileira, fornece evidéncias iniciais de

uma fonte nova e alternativa de substancias com interesse medicinal.

Palavras-chave:Protium heptaphyllum; 0leos essenciais; bactérias cariogénicas;
patdgenos orais; atividade antibacteriana.

1. Introducéo

Caries dentarias e doencas periodontais estdo associadas a patdgenos orais,
principalmente bactérias. As bactérias cariogénicas e periodontopaticas presentes na
cavidade oral formam um biofilme (placa dentaria) aderente, estrutural e
funcionalmente organizado na superficie dos dentes (Bardaji et al., 2016; Santiago et
al., 2018). Especificamente, as lesdes de carie representam 2% da carga total de doencas
humanas e representam cerca de 4,6% dos gastos medicos em todo o mundo (Tonetti et
al., 2017). O Streptococcus mutans é o principal microrganismo responsavel pelo
aparecimento de caries (Krzysciak et al., 2014). Por sua vez, microrganismos como
Streptococcus salivarius, S. sanguinis, S. mitis e Actinomyces, Bacteroides e Prevotella
sp causam periodontite ao aderir a superficie do dente para formar um biofilme oral
(Franca et al., 2014; Benachinmardi et al., 2015; Teixeira et al., 2016; Zhang et al.,
2017). O procedimento mais eficiente para prevenir a carie dentaria é a remocdo do
biofilme por escovacédo e uso do fio dental. No entanto, a maioria das pessoas falha em
manter um nivel de controle suficiente apenas através da remog¢do mecanica, 0 que
exigiu o uso de produtos orais contendo ingredientes antimicrobianos como medida
complementar para reduzir a formacdo de biofilme na superficie do dente (Aguiar et al.,
2013; Melo et al., 2017). A clorexidina é o padrdo anticariogénico atual, mas o uso
regular de produtos de higiene bucal contendo esse produto quimico geralmente causa
varios efeitos colaterais (Gongalves et al., 2017). Nesse cenario, alguns 6leos essenciais
extraidos de diferentes plantas tém atividade antimicrobiana in vitro promissora contra
bactérias patogénicas orais (Tardugno et al., 2018). O Protium heptaphyllum
(Burseraceae) é conhecido popularmente no Brasil como almecega, breu e almiscar.
Vaérias propriedades bioldgicas foram relatadas para a familia Burseraceae, como

atividades anti-inflamatorias, antiulcerosas, anti-hiperlipidémicas, antitumorais e
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hepatoprotetoras (Araujo et al., 2011; De Lima et al., 2016; Mobin et al., 2016). Além
disso, este é o primeiro relato do perfil quimico dos 6leos essenciais extraidos dos frutos
de P. heptaphyllum. Considerando que trabalhos recentes demonstraram a atividade
anticérie de plantas medicinais (Mohieldin et al., 2017), neste estudo, investigamos a
composi¢do quimica e os efeitos antibacterianos in vitro do dleo essencial extraido das
folhas e frutos verdes e maduros de Protium heptaphyllum, onde a atividade
antibacteriana in vitro de 6leos essenciais de frutos verdes e maduros e folhas de P.
heptaphyllum contra patégenos orais ndo foi investigada na literaturaaté o momento.

2. Experimental

O material vegetal foi coletado no “Instituto Federal Goiano - Campus Ipord” na
cidade de Iporé (16 ° 24'14.9"S e 51 ° 06'40.0"W), Estado de Goias, Brasil, em julho de
2017 , as 9 horas. A planta foi identificada pela botéanica Luzia Francisca de Souza e um
espécime de Protium heptaphyllum (HJ1036) foi depositado no professor Germano
Guarim Neto, do Herbarium Jataiense.

Os oleos essenciais de P. heptaphyllum foram extraidos de folhas e frutos maduros
e verdes por hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger por 2 h. A hidrodestilacdo foi
realizada em triplicata. O material vegetal foi dividido em trés amostras de 500 g cada, e
500 mL de agua destilada foram adicionados a cada amostra. Apés a coleta dos 6leos
essenciais (OESs), os tracos de agua remanescentes no 0leo foram removidos com sulfato
de sodio anidro, seguido de filtracdo. Os OE foram armazenados em vidro de cor ambar
e mantidos em geladeira a 4°C até a analise.O rendimento de OE (% m/m), foi
calculado em relacdo a massa foliar a base Umida, massa foliar a base seca e massa
foliar seca a temperatura ambiente e dosfrutos verdes e maduros. Os EOs foram
dissolvidos em hexano e analisados por detector de ionizacdo por cromatografia em fase
gasosa (CG-FID) e espectrometria de massa por cromatografia em fase gasosa (GC-MS)
usando os sistemas Shimadzu QP5000 Plus e GCMS2010 Plus (Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japdo). A temperatura da coluna no CG-FID foi programada para subir de 60
para 240°C a 3°C / min e foi mantida a 240°C por 5 minutos; tendo como gas
transportador ohidrogénio (H2) a uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min. O equipamento foi
configurado para operar no modo de injecdo; o volume de injecdo foi de 0,1 pL
(proporcéo 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

normalizando as areas dos picos (%). As areas relativas consistiram na média das
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analises CG-FID em triplicata. As condi¢fes do CG-MS e a identificacdo dos 6leos
essenciais foram previamente relatadas (Melo et al, 2015). A identificagdo dos
componentes volateis dos dleos essenciais de P. heptaphyllum (Tabela 1) foi baseada
em seus indices de retencdo em uma coluna capilar Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm; 0,250
um) nas mesmas condices operacionais usadas para CG em relacdo a uma série
homdloga de n-alcanos (C8-C20). As estruturas foram compativeis com Wiley 7, NIST
08 e FFNSC 1.2, e seus padrbes de fragmentacdo foram comparados com dados da
literatura (Adams, 2007).

Os valores da concentracdo inibitéria minima (CIM) dos OE foram calculados
usando o método de microdiluicdo em caldo em microplacas de 96 pogos. Foram
utilizadas as seguintes cepas padrédo do ATCC: Streptococcus sobrinus (ATCC 33478),
Streptococcus salivarius (ATCC 25975), Streptococcus mutans (ATCC 25175),
Streptococcus mitis (ATCC 49456), Streptococcus sanguinis (ATCC 10556),
Bacteroides fragilis (ATCC 25285),Actinomyces naeslundii (ATCC 19039) e Prevotella
nigrescens (ATCC 33563). Colonias individuais de 24 horas formadas em &agar-sangue
(Difco Labs, Detroit, Mich, EUA) foram suspensas em 10,0 mL de caldo de soja triptico
(Difco). A padronizacdo de cada suspensdo de microrganismos foi realizada conforme
descrito anteriormente (Ferreira et al., 2010). As amostras de OE foram dissolvidas em
DMSO (Merck, Darmstadt, Alemanha) a 1 mg/mL e diluidas em caldo de soja triptico
(Difco), de modo a obter concentracdes na faixa de 400 a 3,9 pg/mL. A concentracéo
final de DMSO foi de 5% (v/v) e esta solucdo foi usada como controle negativo. Um
poco inoculado foi incluido para controlar a adequacéo do caldo para o crescimento do
organismo. Um poco ndo inoculado livre de agente antimicrobiano também foi incluido
para garantir a esterilidade média. O dicloridrato de clorexidina (CHD) (C8527 Sigma)
foi dissolvido em caldo de soja triptico (Difco) e usado como controle positivo em
concentragdes variando de 59,0 a 0,115 pg/mL. As microplacas (96 pogos) foram
seladas com filme plastico e incubadas a 37°C por 24 h, como descrito acima. Apos a
incubacdo, 30 uL de solucdo aquosa de resazurina a 0,02% (199303 Sigma, Stl Louis,
MO, EUA) foram vertidos em cada po¢o da microplaca para indicar a viabilidade do
microrganismo. Os valores de MIC foram determinados como a menor concentracdo de
OE capaz de inibir o crescimento de microrganismos. Foram realizados trés ensaios

replicados para cada microrganismo.
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3. Resultados e discussdo

Os trés principais compostos identificados no 6leo essencial das folhas foram j-
elemeno (17,2%), espatulenol (12,6%) e a-cubebeno (11,6%). Os principais
componentes do 6leo essencial de frutos verdes foram mirceno (59,0%), germacreno D
(10,6%), a-cadinol (8,8%) e B-elemeno (8,2%). O dleo essencial de frutos maduros é
composto principalmente por mirceno (31,2%), limoneno (12,9%), trans-nerolidol
(9,8%) e espatulenol (7,8%) (Tabela S1). Os compostos foram identificados por
cromatografia gasosa com detector por ionizacdo de chama (GC-FID) e cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS). Trabalhos anteriores sobre os
6leos essenciais de folhas e frutos obtidos de outras amostras de Protium heptaphyllum
identificaram os seguintes terpenos como constituintes principais: o-COpaeno, trans-
cariofileno, mirceno, a-humuleno, germacreno B, a-pineno, B-pineno, limoneno, a-
phandandrene e terpinoleno (Bandeira et al., 2001; Carvalho et al., 2013), no entanto, o
perfil quimico dos 0leos essenciais de frutos maduros e verdes é descrito pela primeira
vez na literatura. A composicdo quimica descrita no presente estudo foi semelhante a
composicdo quimica ja relatada na literatura para outras espécies pertencentes ao

mesmo género e a familia Burseraceae (Murthy et al., 2016).

Tabela 1. Efeito inibidor in vitro de 6leos essenciais de P. heptaphyllum contra bactérias orais
aerObias e anaerobias.

Concentragdo minima inibitéria (CMI - pg/mL)

Microorganismos Amostra de 6leo essencial CHD*

Leaf Unripe Fruit  Ripe Fruit

Actinomyces naeslundii® 400 100 100 1.884
Anaerobias Bacteroides fragilis? 400 100 100 1.884
Prevotella nigrescens? 200 50 50 1.884
Streptococcus Tmitis® 525 750 750 3,688
Streptococcus mutans® 50 250 250 0.922
Streptococcus sanguinis® 100 250 250 0.922
Aerobias Streptococcus sobrinus® 400 250 250 0.922

3Bactérias Gran-negativa;  Bactéria Gram-positiva; CHD*: dicloridrato de clorexidina (contole positivo).

A Tabela 1 lista as MIC dos ensaios antibacterianos in vitro de 6leos essenciais
de P. heptaphyllum contra as principais bactérias que causam carie e periodontite. O OE

extraido das folhas de P. heptaphyllum exibiu forte atividade contra Streptococcus
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mutans (CIM = 50 pg/mL) e S. mitis (CIM = 62,5 pug/mL). Além disso, 0s 0leos
essenciais de frutos verdes e maduros exibiram forte atividade contra Prevotella
nigrescens (ambos, CIM = 50 pg/mL). Os 6leos essenciais investigados foram
moderadamente ativos contra as outras bactérias testadas, com valores de CIM entre
100 e 400 pg/mL. De acordo com Vieira et al. (2017), a atividade antibacteriana pode
ser considerada boa quando os valores de CIM estéo abaixo de 100 pg/mL e moderada
de 500 a 100 pg/mL. Este é um resultado interessante, pois sabe-se que poucos
compostos naturais inibem S. mutans, um dos principais agentes causadores de carie
dentéaria (Melo et al., 2017).Presume-se que 0s compostos ndo polares difundem-se
facilmente através das membranas celulares e matem os microrganismos, afetando as
vias metabdlicas ou organelas bacterianas. Além disso, esses compostos podem
interagir com a membrana bacteriana e induzir mudancas fisiologicas drasticas,
causando perda de permeabilidade da membrana, o que leva a morte celular (Vieira et
al., 2017). Ademais, possiveis interacOes sinergicas entre os componentes do Oleo
essencial s&o benéficas para sua atividade (Carneiro et al., 2017). Os principais
constituintes dos 0leos essenciais de P. heptaphyllum tém reconhecida atividade
antibacteriana ja descrita na literatura (Radulovic et al., 2013; Swamy et al., 2016). A
presenca desses compostos explica a boa acdo antibacteriana dos 6leos essenciais. No
entanto, sdo necessarios estudos adicionais antes da utilizacdo dos dleos essenciais de P.
heptaphyllum no campo da odontologia, especialmente em sua acdo contra o
Streptococcus sobrinus, o Streptococcus salivarius, o Streptococcus mutans, o
Streptococcus mitis, 0 Streptococcus sanguinis, o Bacteroides fragilis, o Actinomyces

naeslundii e o Prevotella nigriscens.

1. Concluséo

Este é o primeiro relato do perfil quimico dos 6leos essenciais extraidos de frutos
verdes e maduros de P. heptaphyllum. A atividade antibacteriana de 6leos essenciais de
frutos verdes e maduros e folhas de P. heptaphyllum contra patdgenos orais também é
descrita pela primeira vez. O Oleo essencial das folhas apresenta atividade
antibacteriana, com forte atividade contra Streptococcus mutans e S. mitis.Os 6leos
essenciais de frutos verdes e maduros de P. heptaphyllum exibiram forte atividade
antibacteriana contra Prevotella nigrescens e moderada atividade contra outras bactérias
testadas. Nesse sentido, os Oleos essenciais de P. heptaphyllum podem ser utilizados

como um componente promissor de novos produtos para higiene bucal, uma vez que o
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S. mutans ¢ um dos principais agentes causadores de doencas bucais, como cérie
dentéria. Os Gleos essenciais das folhas e frutos de P. heptaphyllumpossuem beneficios
para a salde e podem ser valiosos e Uteis no campo médico e farmacéutico da
odontologia e nas indUstrias farmacéutica e cosmética para a producéo de enxaguantes
bucais, cremes dentais e outros produtos de higiene bucal. Em concluséo, s&o
necessarios mais estudos para identificar os constituintes quimicos ativos dos 6leos

essenciais de P. heptaphyllum e determinar a CIM in vivo e in situ.
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CAPITULO Il - Composicdo quimica, efeitos leishmanicidas e
citotoxicos in vitro de 0Oleos essenciais de folhas jovens e adultas de

Protium heptaphyllum (Burseraceae)

(Artigo publicado na Revista Journal of Essential Oil Research. 2018)

RESUMO

A leishmaniose ¢ uma doenca causada por protozoarios Leishmania, cujo tratamento é
restrito a um numero limitado de medicamentos que exibem alta toxicidade, efeitos
colaterais e sdo geralmente caros. Neste estudo, foram avaliadas a composicao quimica
e a atividade antileishmanicida in vitro dos Oleos essenciais de folhas de Protium
heptaphyllumjovens (PY-EO) e folhas adultas (PA-EQ) contra formas promastigotas de
Leishmania amazonensis. PY-EO e PA-EO foram ativos contra as formas promastigotas
de L. amazonensis, com Clso = 9,02 e 28,88 pg/mL, respectivamente. Os constituintes
quimicos de PY-EO e PA-EO foram identificados por GC-MS e GC-FID. B-cariofileno
(15,1%), B-elemeno (9,4%), 1,8-cineol (8,1%), a-pineno (7,5%), 6xido de cariofileno
(7,1%) e limoneno (6,5%) foram os principais constituintes identificados no 6leo de
folhas jovens, enquanto que apenas o [B-cariofileno (15,0%) e o guaiol (7,5%) foram
identificados em maior concentracdo no 6leo das folhas adultas. PY-EO e PA-EO
mostraram toxicidade moderada a Artemiasalina pelo teste de artémia, exibindo valores
de LCso de 490,50 pg/mL e 488,30 pg/mL, respectivamente.

Palavras-chave: Leishmania amazonensis; 6leos essenciais; Protium heptaphyllum;

toxicidade; atividade antiparasitaria; influéncia da idade.
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1. Introducéo

A leishmaniose é uma doenca causada por protozoarios do género Leishmania
que afeta a pele, as mucosas e 0s 6rgaos internos. A leishmaniose é endémica em 88
paises, onde cerca de 12 milhGes de pessoas estdo infectadas (1). Os dados confirmam
que aproximadamente dois milhdes de novos casos de pessoas infectadas sdo relatados
em todo o mundo a cada ano. A espécie Leishmania amazonensis é a mais frequente no
Brasil, sendo um dos agentes etioldgicos da leishmaniose tegumentar americana,
transmitida pela picada de um mosquito infectado (2).

O tratamento da leishmaniose consiste no uso de quimioterdpicos toxicos,
como estibogluconato de sodio, antimoniato de meglumina e anfotericina B, que
requerem administracdo parenteral com supervisdo e atendimento médico (3). Por esse
motivo, é urgente identificar novos compostos leishmanicidas mais efetivos e menos
toxicos que venham de produtos naturais, como Oleos essenciais, fonte rica em
metabdlitos ativos (4).

Existem trés tipos diferentes de manifestacbes clinicas da leishmaniose:
leishmaniose visceral, leishmaniose cutanea e leishmaniose mucocutanea (5).
Especificamente no Brasil, essa doenca esta presente em 19 dos 27 estados, destacando
a forma de leishmaniose visceral que apresenta maiores taxas de incidéncia nas regides
Nordeste e Norte do pais (6).

A familia Burseraceae € amplamente distribuida em éareas tropicais,
apresentando cerca de 750 espécies e 190 géneros que ocorrem na Africa, na Malasia e
nas Américas. O género Piper (Piperaceae) contém mais de 150 espécies amplamente
distribuidas nas regides tropicais e subtropicais do mundo. As plantas desse género
possuem alta importancia comercial, econdmica e medicinal, pois produzem o0leos
essenciais responsaveis por aplicacdes tanto na area bioldgica e farmacéutica quanto na
industria cosmética (7). No Brasil, a espécie Protium heptaphyllum é conhecida como
breu-branco ou almecega e seus Oleos essenciais possuem diversas propriedades
biolégicas importantes, como anti-inflamatéria, antitumoral, antileishmanicida, entre
outras (8).

Com base nas consideracGes acima, o presente estudo teve como objetivo
verificar pela primeira vez a comparacdo do perfil quimico dos éleos essenciais
extraidos das folhas jovens e adultas de P. heptaphyllum e suas atividades anti-

Leishmania amazonensis e citotéxicas in vitro.
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2. Experimental

Material Vegetal

O material vegetal foi coletado no Instituto Federal Goiano - Campus Iporé na
cidade de Iporé (16°24'14,9"Sul e 51°06'40,0"Oeste), estado de Goiés, em dezembro de
2017, as 16h. A planta foi identificada pela boténica Luzia Francisca de Souza e uma
exsicata de Protium heptaphyllum (HJ1036) foi depositada no Herbéario Jataiense

Professor Germano Guarim Neto.

Extracéo dos 6leos essenciais

Os Oleos essenciais de P. heptaphyllum foram extraidos de folhas jovens e
adultas por hidrodestilacdo em aparelho do tipo Clevenger por 2 h. A hidrodestilagao foi
realizada em triplicata. 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 dos 6leos
essenciais (OESs), os tragos de agua remanescentes no 6leo foram removidos com sulfato
de sodio anidro, seguido de filtracdo. O PY-EO e o PA-EO foram armazenados em
vidro de cor ambar e mantidos em geladeira a 4°C até a analise. Os rendimentos (m/m)
foram calculados a partir do peso de folha e expressados como a média da analise em

triplicata.

CG-FID e analise de CG-MS

PY-EO e PA-EO foram dissolvidos em hexano e analisados cromatografia
gasosa com detector por ionizacdo de chama (CG-FID) e cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massa (CG-MS) e as analises foram realizadas nos sistemas
Shimadzu QP5000 Plus e GCMS2010 Plus (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo). A
temperatura da coluna usada no CG-FID foi programada para subir de 60 para 240 °C a
3 °C/min e depois foi mantida a 240 °C por 5 minutos; o gas transportador era H> a uma
taxa de fluxo de 1,0 mL/min. O equipamento foi configurado para operar no modo de
injecdo; o volume de injecdo foi de 0,1 pL (proporcdo de divisdo de 1:10) e as
temperaturas do injetor e do detector foram de 240 e 280 °C, respectivamente. As
concentracgdes relativas dos componentes foram obtidas normalizando as areas dos picos
(%). As éareas relativas foram a média das anélises CG-FID em triplicata. As condi¢fes
do CG-MS e a identificacdo de PY-EO e PA-EO foram relatadas anteriormente (9). A

identificacdo dos componentes volateis de PY-EO e PA-EO (Tabela 1) foi baseada em
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seus indices de retengdo em uma coluna capilar OPTIMA-5 (30 m x 0,25 mm; 0,250
KUM) nas mesmas condi¢cBes operacionais usadas para 0 CG em relagdo a uma série
homdloga de n-alcanos (Cg-C2o); as estruturas foram comparadas por computador com
NIST/EPA/NIH, e seus padrbes de fragmentacdo foram comparados com dados da
literatura (10).

Atividade antileishmanicida contra formas promastigotas de Leishmania
amazonensis

Para avaliar a atividade antileishmanicida, as formas promastigotas de L.
amazonensis (MHOM/ BR/PH8) foram mantidas em meio de cultura RPMI 1640
(Gibco) suplementado com soro bovino fetal a 10%, penicilina (100 Ul/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL). Posteriormente, cerca de 1x10° parasitas foram
distribuidos em placas de 96 pocos e os 0Oleos essenciais previamente dissolvidos em
100% de dimetilsulféxido (DMSO, solu¢do-mée 100 mM) (Synth) foram adicionados as
culturas a concentragdes de 3,12 a 50 ug/mL. Anfotericina B (Sigma Aldrich, 97% de
pureza) em concentragdes variando de 0,19 a 0,011 pg/mL foi adicionada as culturas e
usada como controle positivo. As culturas foram incubadas em uma incubadora de DBO
(Quimis) a 25 °C por 24 h, e a atividade antileishmanicida foi determinada verificando
se 0 crescimento das formas promastigotas foi inibido, conforme revelado pela
contagem do numero total de promastigotas vivas na cdmara de Neubauer (Global Glass
- Porto Alegre, BR) com base na motilidade flagelar. Foi utilizado o meio RPMI 1640
(Gibco) contendo 0,1% de DMSO (Synth) (concentragdo mais alta). Os resultados
foram expressos como a média da porcentagem de inibicdo do crescimento em relacdo
ao controle negativo (0,1% DMSO). As experiéncias foram realizadas em triplicata. A
determinacdo dos valores de concentracdo inibitéria de 50% (Clso) foi realizada por
curvas de regressdo nao linear de um software Windows GraphPad Prism versdo 5.0
(GraphPad software, EUA).

Teste de letalidade para artémia
O ensaio foi realizado de acordo com Meyer et al. (1982) (11). Ovos de larva
de Artemia salina foram cultivados em agua do mar artificial: NaCl 24,0 g/L, CaCl..
2H.0 1,59/L, KBr 0,1g/L, KCI0,7 g/L, Na2SOs 4,0 g/L, NaHCOs 0,3 g/L, MgCl.
6H20 11,0 g/L. PY-EO e PA-EO foram dissolvidos em Tween 80 e dimetilsulfoxido

(DMSO) (1:2, v/v) e depois em adgua do mar artificial. Dez artémias (A. salina) foram
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transferidas para tubos de ensaio contendo as seguintes concentracbes dos Oleos
essenciais: 0,5, 1, 5, 10 e 50 pg/mL (n=4). Os tubos foram mantidos em iluminacéo
constante e o timol foi usado como controle padrdo. Os nauplios vivos foram contados
apos 24 horas de exposicdo aos 6leos. Os intervalos de confianca de LCso e 95% foram
das contagens de 24 horas, usando o método de andlise probit (12). O volume final
utilizado da solugdo de Tween 80 e DMSO (1:2, v/v) também foi testado.

3. Resultados e discusséo
Os 6leos essenciais (PY-EO e PA-EO) obtidos por hidrodestilacdo tém uma cor
amarela clara com um cheiro muito agradavel. Os rendimentos de extracdo foram

avaliados em 1,2 e 1,0% para PY-EO e PA-EO, respectivamente.

Identificacdo dos componentes

A Tabela 1 mostra os resultados da analise CG-MS e CG-FID que
identificaram 28 e 24 compostos volateis para 0 PY-EO e PA-EO, respectivamente. Os
Oleos essenciais das folhas de P. heptaphyllum (1,2%; jovens e 1,0%; adulto)
produziram valor superior ao percentual encontrado anteriormente por Pontes et al.
(2007) em um estudo desenvolvido com a mesma espécie (13). No PY-EO, os
principais constituintes identificados foram B-cariofileno (15,1%, 1), B-elemeno (9,4%,
2), 1,8-cineol (8,1%, 3), a-pineno (7,5%, 4), 6xido de cariofileno (7,1%, 5) e limoneno
(6,5%, 6). Entretanto, os dois constituintes majoritarios foram identificados no PA-EO,
sendo eles o B-cariofileno (15,0%) e o guaiol (7,5%, 7), totalizando 90,6 e 91,0% da
composicao quimica do PY-EO e PA-EO, respectivamente (Tabela 1; Figura 1).
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Tabela 1. Composic¢do quimica dos 6leos essenciais de folhas de P. heptaphyllum de

acordo com a idade das folhas.

Componentes IRexp IRiit AR%
PY-EO PA-EO
a-Pineno 930 932 7,5 2,2
Mirceno 087 088 54 4,6
d-3-careno 1006 1008 1,9 1,6
Limoneno 1022 1024 6,5 5,6
(2)-B-ocimeno 1030 1032 0,1 -
1, 8-cineol 1033 1033 8,1 50
Terpinen-4-ol 1172 1174 0,1 41
p-cimen-8-ol 1176 1179 0,1 -
a-terpineol 1186 1186 0,2 2,2
(E)-carveol 1214 1215 0,1 -
a-cubebeno 1344 1345 0,5 1,5
a-Copaeno 1374 1374 0,1 2,1
B-Elemeno 1388 1389 9,4 1,5
p-Cariofileno 1407 1408 15,1 15,0
a-humuleno 1451 1452 2,3 2,7
y-gurjuneno 1475 1475 1,3 -
cis-pB-guaieno 1492 1492 4,5 34
a-muuroleno 1499 1500 0,3 2,3
Acifileno 1501 1501 1,9 3,0
B-bisaboleno 1504 1505 1,7 51
d-cadineno 1513 1513 3,4 3,7
a-calacoreno 1548 1549 0,2 1,2
Ledol 1561 1562 4,4 4,5
Espatulenol 1576 1577 4,5 4,7
Oxido de cariofileno 1581 1582 7,1 1,7
Rosifoliol 1592 1592 1,3 3,8
Guaiol 1600 1600 0,1 7,5
Epdxido de humuleno 11 1608 1606 2,5 2,0
Total 90,6 91,0

PY-EO: Oleo essencial de folhas jovens; PA-EO: Oleo essencial de folhas adultas; IRe: Indice de ‘retengéo
determinado em relagéo aos n-alcanos (Cs-Cz0) na coluna OPTIMA-5 (30 m X 0,25 mm; 0,250 pum); IRiit: Indice de
retencdo da literatura (10); AR%: area relativa (&rea do pico em relagdo a area total do pico no cromatograma GC-

FID).
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] % (é

Figura 1. Estruturas quimicas dos sete principais constituintes identificados no 0leo
essencial de folhas jovens de P. heptaphyllum:B-cariofileno (1), p-elemeno (2), 1,8-
cineol (3), a-pineno (4), oxido de cariofileno (5) e limoneno (6). Os principais

constituintes do 6leo essencial das folhas adultas foram apenas o B-cariofileno (1) e o
guaiol (7).

Na literatura, estudos anteriores de 6leos essenciais de outras espécies do género
Protium mostraram composicdo quimica semelhante a encontrada neste estudo. Por
exemplo, os terpenos o-pineno, 6xido de cariofileno, limoneno e B-cariofileno foram
identificados como o principal componente do dleo essencial das espécies P. bahianum,
P. hebetatum e P. decandrum (14-16). Ambos os compostos 1,8-cineol e guaiol também
foram encontrados anteriormente no Oleo essencial extraido de P. heptaphyllum,
cultivado no Brasil e na Colémbia (17, 18).

Vale ressaltar que, comparando a composi¢do quimica dos 6leos essenciais
obtidos das folhas jovens e adultas de P. heptaphyllum, notou-se que o 6leo essencial de
folhas jovens apresentou maior diversidade e concentracdo desses compostos (Tabela
1). E descrito na literatura que, considerando as mesmas espécies vegetais, as diferencas
observadas em relacdo a composicdo quimica e a concentracdo dos constituintes
quimicos no 6leo essencial deste podem ocorrer devido aos quimiotipos. Acima de tudo,
essas diferencas podem estar associadas a interacdes entre plantas (plantas,
microrganismos, insetos), diferencas nas condigdes ambientais de cultivo, tempo, tempo

de coleta, idade e estagio de desenvolvimento da planta (19).
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Atividades antileishmanicida e citotoxica
Os resultados da avaliacdo da atividade leishmanicida de PY-EO e PA-EO

contra as formas promastigotas de L. amazonensis sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2. Atividade leishmanicida dos 6leos essenciais de folhas jovens e adultas de
Protium heptaphyllum contra formas promastigotas de L. amazonensis.

Cl
% de lise + S.D/Concentracgdo (pg.mL™) »
Amostras (Mg/mL)

50 25 12,5 6,25 3,12

Folhasadultas  93,16+0,00 32,54+0,00 16,00+0,00  9,06+0,00 = 0,00+0,00  28,88+3,59

Folhas jovens 100+0,00  79,17+23,17 58,10+3,23 31,85%+5,25 28,34+6,90 9,02+1,34

0,19 0,095 0,047 0,023 0,011

AnfotericinaB  99,88+0,60 78,33+24,43 68,74+21,97 54,67+17,77 42,44+20,97 0,011+0,34

Controle positivo: Anfotericina B; Controle negativo: Meio RPMI + 0,1%

Os valores de Clsode 9,02 e 28,88 ug/mL sdo considerados muito promissores
em comparagdo com a da anfotericina B (Clso= 0,011 pg/mL) (Tabela 2). Em relagdo a
atividade leishmanicida (valores de Clso), a literatura descreve que amostras com Clso<
10 pg/mL sdo consideradas altamente ativas, Clso> 10 < 50 pg/mL ativas, Clso> 50 <
100 pug/mL moderadamente ativas e Clso> 100 pg/mL inativas (20).

O 0leo essencial das folhas jovens de P. heptaphyllum foi considerado
altamente ativo contra as formas promastigotas de L. amazonenses, enquanto o Oleo
extraido das folhas adultas foi classificado como ativo. Essa variabilidade na atividade
antileishmanicida pode ser explicada pelas diferencas qualitativas e quantitativas nas
composicBes quimicas de cada PY-EO e PA-EO. Assim, 0s principais compostos de
PY-EO e PA-EO das folhas foram B-cariofileno (15,1%), B-elemeno (9,4%), 1,8-cineol
(8,1%), a-pineno, guaiol (7,5%), oxido de cariofileno (7,1%) e limoneno (6,5%), que,
quando testados contra parasitas do género Leishmania, apresentaram atividade
satisfatoria (21-25). Cabe ressaltar que no PA-EO apenas os constituintes B-cariofileno
(15,0%) e guaiol (7,5%) foram identificados em maior quantidade, fato que pode

justificar seu maior valor de Clso, ou seja, menor agdo contra parasitas.
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O ensaio contra formas promastigotas do género Leishmania é uma triagem
preliminar para identificar novos compostos antileishmanicidas promissores. O uso do
ensaio nas formas de promastigotas é consideravelmente mais facil e mais barato que
nas amastigotas e possibilita o desenvolvimento de pesquisas em paises com areas
endémicas, como o Brasil, onde 0s recursos costumam ser limitados (26). Os compostos
dos dleos essenciais podem causar alteracdes no potencial da membrana mitocondrial,
modificacdo do indice redox, inibicdo da biossintese de isoprenoides celulares e
alterac6es na membrana plasmatica, o que pode explicar sua atividade antileishmanicida
(4).

Em relacdo a atividade citotoxica, o PY-EO e o PA-EO apresentaram
toxicidade moderada contra Artemia salina com LCso 490,50 (339,5-720,8 - intervalo
de confianca %) pg/mL e 488,30 (329,7-690,0 - intervalo de confianga %) pg/mL,
respectivamente (Tabela 3). Os valores de LCso obtidos para PY-EO e PA-EO foram
relativamente inferiores aos obtidos para timol (LCso 500,40 ug/mL), que foi usado
como substancia de referéncia. De acordo com Roldos et al. (2008), concentracbes com
toxicidade abaixo de 1000 pg/mL podem ser vidveis para ensaios in vitro e in vivo para
atividades bioldgicas (27). De acordo com nossos dados, varios trabalhos indicam que o
timol apresentou diversas atividades biologicas, como citotoxicidade, propriedades anti-
inflamatdrias, analgésicas, antiespasmadicas, antibacterianas, antifngicas, antissépticas

e antitumorais (28).

Tabela 3. Toxicidade in vitro dos 6leos essenciais de folhas jovens e adultas de Protium
heptaphyllum contra Artemia salina.

ConcentracGes em Intervalo de confianca
Amostras LCsoem pg/mL
pg/mL 95%
PY-EO 0,5-50 490,50 339,5-720,8
PA-EO 0,5-50 488,30 329,7-690,0
Timol* 10-1000 500,40 347,8-783,5

PY-EO:Oleo essencial de folhas jovens; PA-EO: Oleo essencial de folhas adultas; *Substancia de referéncia

Uma quantidade crescente de evidéncias aponta o teste de A. salina como
crucial para o efeito antiproliferativo de muitos produtos naturais (29). Segundo Ferraz
Filha et al. (2011), amostras brutas com valores de LCso inferiores a 100 pug/mL sdo
consideradas altamente tdxicas, aquelas com valores de LCso entre 100 pug/mL e 500
pug/mL, moderadamente toxicas, aquelas com valores de LCso entre 500 pg/mL e 1000
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Hg/mL, levemente tdxicas, e aquelas com valores de LCso acima de 1000 pg/mL sdo
consideradas ndo toxicas (30).

Em resumo, a forte atividade anti-Leishmania amazonensis e citotoxicidade
observadas para 0 PY-EO e PA-EO podem ser explicadas pelo fato de que a maior parte
do Oleo essencial contém um grande nimero de compostos que ndo possuem alvos
celulares especificos. Os 6leos essenciais tém carater ndo polar e podem atravessar
facilmente as paredes celulares e membranas citoplasmaticas. Assim, componentes do
6leo essencial atravessam a membrana, fazem com que o citoplasma coagule, desnature
proteinas, atrapalhe as vias metabolicas, como a biossintese de varios lipidios, e acabe
levando a morte celular por necrose e apoptose (31).

4. Concluséo

Os resultados do presente estudo foram satisfatdrios para discriminar as
diferencas na composi¢cdo quimica de PY-EO e PA-EO em funcéo da idade das folhas.
Esta pesquisa também revelou uma atividade biologica significativa de PY-EO e PA-
EO contra as promastigotas de Leishmania amazonensis, exibindo também, ambos 0s
0Oleos, citotoxicidade moderada em relagcdo ao teste com Artemia salina. Os presentes
resultados indicam que os Oleos essenciais de folhas jovens e adultas de P.
heptaphyllum, principalmente o éleo de folhas jovens, apresentam potencial para o
desenvolvimento de um medicamento novo e mais seguro, com menos efeitos colaterais
no tratamento da leishmaniose. Em suma, s@o necessarios mais estudos in vivo para
investigar os compostos subjacentes a acdo antileishmanicida e citotoxica de PY-EO e

PA-EO e seus mecanismos celulares envolvidos nessas atividades.
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CONCLUSAO GERAL

Com a pesquisa desenvolvida, verificou-se umrendimento de OE das folhas
jovens e adultas com teor de 1,2 e 1,0% respectivamentee a composi¢do quimica do
0leo essencial das folhasjovens e adultas foi verificadoatravés de analises de CG/MS e
CG/FID identificou os seguintes compostos: B-cariofileno (15,1%), B-elemeno (9,4%),
1,8-cineol (8,1%), a-pireno (7,5%), 6xido de cariofileno (7,1%) e limoneno (6,5%). Os
constituintes majoritarios identificados foram: B-cariofileno e guaiol, totalizando 90,6 e
91,0% da composicdo quimica.

Foram identificados nos frutos verdes e maduros 0s compostos: mirceno
(59,0%), germacreno D (10,6%), a-cadinol (8,8%) e B-elemeno (8,2%). O OE dos
frutos maduros é composto principalmente por: mirceno (31,2%), limoneno (12,9%),
trans-nerolidol (9,8%) e espatulenol (7,8%).

Em relacdo a atividade leishmanicida do OE das folhas jovens e adultas, pode-
se considerar ativo o resultado em relacdo ao OE das folhas adultas, para atividade
citotoxica ambas possuiram atividade moderada contra Artemia salina em relacdo ao
timol que foi usado como referéncia. Houve forte atividade antibacteriana contra
Streptococcus mutans e Streptococcus mitisutilizando os frutos verdes e maduros que
apresentaram atividade contra Prevotella nigrescens.

O oleo essencial extraido das folhas jovens e adultas, frutos verdes e maduros,
possuem atividade tanto leishmanicida e antibactericida, sendo promissor seu uso no
tratamento de doencas relacionadas as espécies utilizadas nos ensaios da pesquisa, como

também em outras espécies de bactérias, fungos dentre outros.
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