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RESUMO

O Brasil destaca-se por conter uma das maiores diversidades de espécies de
plantas do mundo, as quais produzem substancias, em que se destacam os 6leos essenciais,
que possuem diversas propriedades bioldgicas e tem gerado bastante interesse da industria
farmacéutica, como atividade antioxidante, antinflamatoria, analgésica, antimicrobiana,
atividade antitumoral, entre outras. O presente estudo tem como objetivo identificar
quimicamente compostos do 6leo essencial de Pilocarpus microphyllus, bem como avaliar
a atividade antibacteriana desse composto em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
além de avaliar o potencial citotdéxico do éleo essencial em células tumorais humanas in
vitro, avaliar o potencial antioxidante e antifungico. Para isso, foi feita a extracdo do 6leo
essencial de Pilocarpus microphyllus por meio da técnica de arraste a vapor. Em seguida,
realizou-se a caracterizacdo quimica do Oleo por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) que mostraram trés picos majoritarios, identificados
como sendo: trans-cariofileno, y-cadileno e tridecanona. As analises da atividade
antibacteriana foram feitas usando concentragdes de 20 pg/mL observando-se a
concentracdo inibitéria minima (CIM) por meio do halo formado ao redor dos pocos
conferindo assim a presenca ou auséncia de atividade antibacteriana, onde se observou a
ndo atividade para a concentracdo testada (20 ug/mL). Para avaliagdo do potencial
citotoxico do 6leo in vitro foram utilizadas quatro linhagens de células tumorais humanas,
nas quais foi observada presenca de atividade citotoxica, as mesmas foram testadas SF-295
com Clsp de 24,5 ng/mL, K-562 com Clso de 24,3 pg/mL, PC-3 com Clso de 27,8 pg/mL e
HCT-116 com Clso de 28,4 ng/mL. A atividade antioxidante foi determinada pelo método
DPPH, onde se pode perceber o que o 6leo apresentou potencial antioxidante quando
comparado a acido ascérbico. A técnica de microdiluicdo em caldo foi utilizada para
avaliacdo da atividade antifungica, os resultados mostraram que houve uma inibicdo dos
fungo testados.

Palavras-Chave: Acdo antibacteriana, Antitumoral, antifungica, antioxidante, dleo

essencial, Pilocarpus microphyllus



ABSTRACT

Natural products have attracted increasing attention due to their ample biodiversity
and because they contain an infinity of physical, chemical and biological properties, which
give them many applications, such as pharmacological application in the treatment of
several pathologies. Brazil is highlighted for being one of the countries with the greatest
diversity in species of plants. On majority, these plants produce substances with yet
unknown attributes. Essential oils are some of the substances extracted from plants, and
they have several biological attributes that interesting the pharmaceutical industry. Some of
their attributes are antioxidant, anti-inflammatory, analgesic, and antitumor. The study
aims to chemically identify compounds of the essential oil of Pilocarpus microphyllus, as
well as to evaluate the antibacterial activity of this compound in Gram-positive and Gram-
negative bacteria, as well as to evaluate the cytotoxic potential of essential oil in human
tumor cells in vitro, Besides evaluating the antioxidant potential and antifungal. To this,
the essential oil of Pilocarpus microphyllus was extracted by Steam Distillation Technique.
Then, the oil was chemically characterized by gas chromatography-mass spectrometry
(GC-MS), which showed three major peaks, identified as trans-caryophyllene, y-cadylene
and tridecanone. Analyzes of the antibacterial activity were done by observing the
minimum inhibitory concentration (MIC) through the halo formed around the wells, thus
conferring the presence or absence of antibacterial activity, where no activity was observed
at the concentration tested (20 pug / mL) To evaluate the cytotoxic potential of the oil in
vitro, we used four human tumor cell lines in which cytotoxic activity where it was
observed, SF-295 with 1Cso of 24.5 pg / mL, K-562 With ICsp of 24.3 pg / mL, PC-3 with
ICs0 0f 27.8 pg / mL and HCT-116 with ICso of 28.4 ng / mL. The antioxidant activity was
determined by the DPPH method. The broth microdilution technique was used to evaluate

the antifungal activity, the results were satisfactory.
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1. INTRODUCAO

A fonte de diversidade quimica que leva a constantes descobertas no ramo
farmacéutico sdo os produtos naturais. Tais produtos sdo utilizados rotineiramente no
desenvolvimento de farmacos utilizados no tratamento de diversas doengas. O Brasil é
bastante privilegiado no que diz respeito a diversidade bioldgica disponivel em seus varios
biomas, os quais se destacam como potenciais fornecedores de novos agentes terapéuticos.
Ao realizar testes utilizando extratos pode-se visualizar claramente a presenca de efeitos
sinérgicos entre diferentes principios ativos (GUIMARAES et al., 2010).

Conhecer os componentes e principios ativos presentes nas plantas e seus
mecanismos de acdo sempre foi algo desafiador, isso se deve ao fato de a constituicdo
quimica das plantas apresentarem forma bastante variada e complexa. Portanto existe a
necessidade constante de estudos com a finalidade de se conhecer cada vez mais a
constituicdo desses componentes bioativos para que sejam utilizados da melhor forma
possivel (OLIVEIRA et al., 2014).

Um dos objetivos almejados pela industria farmacéutica é a descoberta e producéao
de farmacos que, além de serem eficazes no tratamento contra o cancer bem como de
diversas patologias, tenham efeitos colaterais minimos sobre os pacientes. Por conta disso,
0s produtos naturais sdo de grande interesse para a elaboracdo de novos farmacos. E essas
moléculas bioativas inerentes do metabolismo secundario das plantas tém sido estudadas
como uma alternativa de terapia menos toxica para o tratamento de diversas patologias
(VARANDA, 2006).

Em se tratando de substancias organicas produzidas pelo metabolismo secundario
das plantas, existe um grupo que tem bastante notoriedade, sdo os 6leos essenciais. S&o
volateis de origem vegetal e possuem terpenos em sua composicdo quimica. Eles
representam a classe mais importante de substancias quimicas secretadas pelos vegetais.
(FIGUEIREDO, 1992). Os mesmos fazem parte do conjunto de substancias responsaveis
pela protecdo das plantas contra o ataque de microrganismos, pela polinizacdo e controle
da perda de 4gua (OLIVEIRA et al., 2012).

Um exemplo de oleo essencial que vem sendo estudado por suas diversas
propriedades farmacoldgicas é o 6leo extraido das folhas do jaborandi (Pilocarpus
microphyllus Stapf), da familia Rutaceae (VALTER, J.E., et al. 2008 ).



Nos ultimos anos a resisténcia dos microrganismos aos antibidticos tem
aumentado, dessa forma a busca de novas drogas € considerada uma necessidade. Portanto,
0 0Oleo essencial e seus metabdlitos extraidos das folhas da espécie Pilocarpus microphyllus
podem oferecer um grande potencial na producdo de farmacos antibidticos para o
tratamento de infecgdes, principalmente, bacterianas (LIMA., D.F, 2016).

Os dleos ainda podem apresentar diversas fungdes farmacoldgicas, como por
exemplo, a inibicdo do crescimento de células tumorais, tanto em testes in vitro como in
vivo, ente outras funcgdes (BRITTO., et al 2012). Alguns pesquisadores tém demonstrado
que os Oleos essenciais de plantas representam uma importante fonte de moléculas
bioativas (PARDHASARADHI, 2005). O cancer é uma doenca multifatorial que tem como
caracteristica principal o crescimento desordenado e difuso de células. Trata-se de uma
doenca com distribuicdo mundial e elevado indice de mortalidade, atingindo milhGes de
pessoas anualmente. O tratamento ja teve muitos progressos e a eficacia das terapias
utilizadas ja foi comprovada em alguns tipos de cancer. No entanto, um obstaculo nas
terapias convencionais é a toxicidade das terapias disponiveis (CATANI, 2014).

Algumas moléculas bioativas presentes em 6leos essenciais também atuam como
agentes antioxidantes. Radicais livres e espécies nitrogenadas e oxigenadas que atuam
com potencial efeito oxidante sdo consideradas por muitos especialistas como causadores
de diversas doencas, como cancer doencas cardiovasculares declinio do sistema imune,
disfuncBes cerebrais e diabetes mellitus tipo | crbnica. Estes 6leos representam uma
promessa de substituicdo aos medicamentos atuais contra as patologias causadas por esses
radicais livres (NASCIMENTO, J. C., et al, 2011; MIRANDA, C.AS.F., et al, 2016).

Partindo do principio de que a concentracdo e atividade antimicrobiana desses
componentes podem variar de um 6leo vegetal para o outro (NASCIMENTO., P.F.C,, et al
. 2007), o presente trabalho visa extrair e caracterizar o 6leo essencial, bem como analisar a
eficacia das substancias presentes em 6leos essenciais do Pilocarpus microphyllus frente a
bactérias, fungos, avaliar seu potencial antioxidante, além de avaliar seu potencial

citotoxico frente a quatro linhagens de células neoplasicas.



1. REFERENCIAL TEORICO

Desde os primordios 0 homem busca os principios ativos encontrados nas plantas
como fonte de nutricdo e medicamentos, no inicio isso se dava de modo intuitivo ou
baseado em vivéncias. Com o decorrer do tempo 0 homem comegou a adquirir maiores
conhecimentos acerca da adequada utilizacdo desses principios e seus beneficios. A
historia do desenvolvimento das civilizacdes oriental e ocidental é rica em exemplos da
utilizacdo de recursos naturais com essas finalidades. Posteriormente, com 0 avanco
cientifico essa pratica ficou menos frequente devido a utilizagdo de medicamentos
sintéticos. Mas, devido ao alto custo desses medicamentos e efeitos indesejaveis tanto ao
homem quanto ao meio ambiente, a utilizacdo de produtos naturais como alternativa
terapéutica voltou a ter destaque (ROCHA, 2006; MACHADO, 2011).

O interesse pelo estudo de plantas medicinais, seus extratos e principios ativos vém
crescendo na assisténcia a saude em funcdo de sua fécil aceitabilidade, disponibilidade e
baixo custo. O Brasil, conta com uma flora bastante diversificada em toda a sua extensao,
com vegetacdes de diferentes caracteristicas e cujos compostos quimico, em sua maioria,
sdo desconhecidos. Estima-se que ha cerca de 100.000 espécies vegetais catalogadas, mas
somente 8% foram estudadas quanto a sua quimica, e estima-se ainda que apenas 1.100
espécies tenham sido avaliadas quanto as suas propriedades terapéuticas. Grande parte da
populacdo mundial faz uso de produtos naturais para fins medicinais. Porém, apesar de a
medicina tradicional utilizar plantas como principal fonte medicamentosa, apenas 25% dos
produtos farmacéuticos prescritos é originada de substancias encontradas em espécies da
flora natural. E apesar do aumento no numero de pesquisas nessa area, deixando 0s
pesquisadores impressionados com a diversidade de estruturas, propriedades fisico-
quimicas e bioldgicas dos produtos encontrados na natureza, os dados disponiveis mostram
que apenas 15 a 17% das plantas foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal
(VARANDA, 2006).



2.1 OLEOS ESSENCIAIS

As plantas possuem a capacidade de sintetizar metabolitos secundarios, estes sao
responsaveis por desempenhar diversas funcgdes, tais como, protecdo contra predadores,
fornecimento de coloracéo as plantas, dentre outras fun¢des importantes para a adaptacao e
a reproducdo das espécies vegetais. Ao contrario dos metabdlitos priméarios, como
carboidratos e acidos graxos, que sdo produzidos como meio indispensavel a vida das
plantas, os metabdlitos secundarios ndo sdo necessariamente produzidos sob todas as
condicBes, ou seja, eles sdo produzidos de acordo com suas caracteristicas e necessidade
especifica de cada espécie em seu habitat. Como exemplo de metabdlitos secundarios,
temos a classe dos terpenos, encontrados tanto em plantas quanto em animais, 0s quais sdo
responsaveis por desempenhar diversas atividades biologicas, como acéo anti-inflamatoria,
analgésica, antioxidante, antiviral, antifungica, antibacteriana, antiparasitaria, antiviral,
antitumoral, dentre outras. Eles sdo derivados de unidades de isopreno (C5), que se unem
através de ligacdes cabeca-cauda Figura-1 (DEWICK, 2002; COUTINHO et al., 2009;
MIDDLETON et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2014).

Figura 1. Condensacdo cabeca cauda de unidade monoméricas de isoprenos. Fonte: adaptado

Peres, 2004.
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Durante o metabolismo secundario das plantas algumas substancias sao
sintetizadas, um exemplo sdo 0s Gleos essenciais que sdo compostos naturais, volateis e
complexos, geralmente caracterizados por um forte odor (ROBBERS et al., 1997).

Simdes e Spitzer (2003) descrevem os 6leos essenciais como misturas complexas
de substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas diferindo-se dos 6leos
fixos os quais sdo misturas de substancias lipidicas ndo-volateis obtidas geralmente de

sementes, como por exemplo, soja, mamona e girassol.



As caracteristicas fisico-quimicas e odores dos Oleos essenciais extraidos de
diferentes partes de uma mesma planta podem ser diferentes apesar de apresentarem cor e
aspecto semelhantes (ROBBERS et al., 1997).

Dependendo da localizag¢&o do 6rgdo da planta, por exemplo, a composi¢do volatil
dos dleos essenciais pode variar (SIMOES et al., 2000). Isso se da pelo fato de que os
tricomas glandulares, biossintetizadores e armazenadores de 6leos essenciais (Figura 2),
estarem distribuidos em quantidades diferentes por toda a planta, mas em sua maioria,
ocorrem principalmente nas folhas e célices (LEVIN, 1973).

Figura 2. Imagem tricoma glandular de Pilocarpus Microphyllos adquirida por microscopia de
varredura. Fonte: Adaptado (MUNTOREANU, T. G, 2008)

'

Oleos essenciais sdo constituidos de terpenos, alcoois simples e terpénicos,

aldeidos, cetonas, fenois, ésteres, éteres, oxidos, perdxidos, furanos, acidos organicos,
lactonas e compostos com enxofre. (SIMOES; SPITZER, 2003). Tais compostos S0
derivados de terpenoides ou de fenilpropanoides, os quais podem ser originados a partir do
acido mevalénico e do 4cido chiquimico, respectivamente (GUENTHER, 1977; SIMOES
et al., 2000).

Além disso, Oleos essenciais de plantas em geral tém atraido interesse
significativos dos pesquisadores e da industria farmacéutica devido a vasta diversidade de
seus constituintes bioativos, capazes de exercer importante papel na prevengdo e
tratamento do céncer (BHALLA et al., 2013). Estudos comprovam que alguns 6leos
apresentam atividades antitumoral ou citotoxica comprovadas, como exemplo se pode citar
0s Oleos da Guatteria friesiana (BRITTO et al., 2012), Cedrelosis grevei (AFOULOUS et
al., 2012), Guatteria hispida e Guatteria blepharophylla (RIBEIRO et al., 2012), Lindera
umbellata (MAEDA et al., 2012), Guatteria pogonopus (FONTES et al., 2013), Xylopia
laevigata (QUINTANS et al., 2013), e Satureja intermedia (SADEGHI et al., 2013).



Alguns constituintes isolados de d&leos essenciais apresentam atividade anticancer
comprovada como timol, carvacrol, a-terpineno, B-terpineno, P-terpinoleno, 1,8-cineol,
mentona, isomentona, eugenol, linalol, citral, citronela, acetato de a-tocoferol, a-terpineol,
canfora, a-pineno, B-terpeneno, 4-terpineol, cariofileno, zedoarondiol e borneol (BHALLA
etal., 2013).

2.2 BIOSSINTESE DE METABOLITOS SECUNDARIOS
Os vegetais sdo alguns dos seres vivos capazes de sintetizar substancias cujas

funcBes ndo estdo diretamente relacionadas a manutencdo da vida. Tais substancias séo
secundarias as moléculas essenciais a vida, como carboidratos, lipideos, proteinas e acidos
nucléicos, por isso a rota biosintética que lhes ddo origem é denominada metabolismo
secundario (SIMOES et al., 2010).

Os metabolitos secundarios das plantas sdo obtidos por trés principais rotas as
quais dao origem aos terpenos, compostos fenolicos e alcaloides (FIGURA 3). A
biossintese dos terpenos pode acontecer tanto a partir do &cido mevalénico como piruvato
e 3-fosfoglicerato. Os compostos fendlicos derivam tanto do &cido mevalénico como do
acido chiquimico. Ja os alcaloides sdo derivados de aminoacidos aromaticos (triptofano,
tirosina) que sdo derivados do acido chiquimico, e também de aminodcidos alifaticos como
a ornitina e a lisina (PERES, 2004).

Figura 3. Principais vias do metabolismo secundario. Fonte: Peres, 2004,
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2.3 TERPENOS

Os oOleos essenciais sdo caracterizados por apresentarem estruturas de cadeias
aromaticas e serem volateis a temperatura ambiente (OLIVEIRA et al., 2012). Nestes 6leos
podem ser encontrados terpenos, substancias que apresentam cadeias normalmente
apolares e sdo misciveis em solventes organicos, no entanto eles tém pequena solubilidade
em solventes polares, 0 que torna possivel a formacdo do que chamamos de hidrolatos.
Trata-se de substancias de baixa densidade, quando comparados & agua. (FALCAO, 2012).

Assim como os acidos graxos sdo originados dos acetatos, os terpenoides também
sdo. A diferenca entre estas duas moléculas estd no fato de que os terpenos possuem
ramificagdo extensa e normalmente s&o ciclizados (COWAN, 1999).

Segundo Taiz e Zeiger (2004), a biossintese de terpenos parte de metabdlitos
primarios por meio de duas vias distintas (Figura 4) as quais possuem um mesmo produto
comum, o isopentenil difosfato (IPP).

Na primeira via, o acido mevalénico é formado pela ligacdo de moléculas de
acetil CoA. Este passa por etapas de pirofosforilacdo, descarboxilagdo e desidratagdo para
produzir o IPP. A segunda via é chamada rota do metileritritol fosfato a qual ocorre nos
clorosplastos e outros plastideos onde ha a formacdo do IPP a partir da glicose ou do ciclo
de reducdo fotossintética do carbono, e também pela combinacdo do gliceraldeido-3-
fosfato e dois &tomos de carbono derivados do piruvato (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Apobs a formacdo do IPP e seu isémero, o dimetilalil difosfato (DMAPP), os
diferentes tipos de terpenos sdo formados. A reacdo entre IPP e DMAPP origina o geranil
difosfato (GPP) cujo seus produtos sdo os monoterpenos. O GPP juntamente com outra
molécula de IPP forma o farnesil difosfato (FPP), precursor da maioria dos sesquiterpenos.
Se mais uma molécula de IPP for adicionada ao FPP, o geranilgeranil difosfato (GGPP) é
produzido gerando os diterpenos. A fim de formar triterpenos e tetraterpenos, os FPP e
GGPP se dimerizam (TAIZ; ZEIGER, 2004).



Figura 4. Biossintese de terpenos. FONTE: TAIZ & ZEIGER, 2004 (Adaptado).
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De acordo com Raven et al. (2001) existem mais do que milhares compostos
terpénicos catalogados. Estes sdo responsaveis por uma diversidade de funcdes
bioquimicas. Por exemplo, funcionam como pigmentos fotossintéticos, horménios e
compostos de defesa de plantas (LANGE et al., 2000).

No que diz respeito as suas atividades bioldgicas, os terpenoides possuem acao
antimicrobiana, fungicida, antiviral, anti-hiperglicémica, anti-inflamatéria e antiparasitéria
(PADUCH et al, 2007 apud MACHADO et al., 2011). Segundo Cowan (1999), o
mecanismo de acdo de terpenos contra microrganismos estd associado ao rompimento de
membrana pelos compostos lipofilicos e consequente extravio do meio intracelular, o que
tem como resultado a morte dos microrganismos.

Algumas aplicagcdes dos terpenoides podem ser vistas em uma variedade de
estudos. Pesquisadores descobriram que o controle da bactéria Listeria monocytogenes

pode ser feito pela acdo de terpendides presentes em 6leos essenciais de plantas (AURELI



et al., 1992). Além disso, Oliveira et al., (2014) afirmam que h& um crescimento no
desenvolvimento de novos farmacos contendo terpenos com atividade analgésica.

Cerca de 300 tipos de Oleos essenciais sdo comercializados mesmo sendo
conhecidos uma faixa de 3000 diferentes tipos de 6leos (DOURADO et al., 2014). Eles
encontram emprego na industria devido a suas varias aplicacfes, das quais podemos citar:
0 composto D-limoneno que age causando a morte de ceélulas cancerosas e inibindo o
crescimento das mesmas, o D-limoneno ainda é usado como herbicida, inseticida,
solventes de resina, borrachas, obtencdo de sabores artificiais de horteld e menta,
fabricacdo de doces, balas de mascar, xampus e matéria prima para a fabricacdo de outros
compostos quimicos; O Linalol(C10H180) € um monoterpeno prevalente em varios 6leos
essenciais e € um importante intermediario na producdo da vitamina E e ponto de partida
para producdo de vitamina A; O Citronelol(C1oH200) é utilizado como repelente,
aromatizante e tem acdo acaricida; o Citronelal retirado da Citronela de Java, planta
adaptada a diversas regides tropicais do Brasil, é conhecido pela populacdo como repelente
do mosquito Aedes aegypti; O 6leo essencial do Alecrim (Rosmarinus Officinalis) é
destaque pois seus componentes tem principios ativos importantes a industria farmacéutica
e de cosméticos, como por exemplo, aromatizante, &gua de col6nia, tbnicos e estimulantes.
(STEFFENS, 2010).

2.4 METODOS DE EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS
Sua extracdo é realizada através de diversas técnicas e suas propriedades

dependem do tipo de extracdo. Os métodos mais utilizados sdo: extracdo por arraste a
vapor, hidrodestilacdo, prensagem a frio, extracdo por solventes organicos, extracdo por
alta pressdo e extracdo por COz supercritico (MACHADO, 2011).

O processo de arraste a vapor € muito utilizado por sua boa relacdo custo
beneficio. Esse método consiste em colocar o material vegetal em um destilador, onde,
através da passagem do vapor pelo material vegetal, ocorre a extracdo dos compostos
volateis da planta. Posteriormente, o material obtido passa através de um sistema de
condensacéo e é coletado em um recipiente de decantagédo, onde o 6leo formado separa-se
naturalmente da agua. Em seguida a agua em excesso é retirada do recipiente através de
uma torneira e o 6leo essencial obtido é colocado em um funil de decantacéo para que haja
uma separacdo minuciosa da agua. Posteriormente é envasado em vidro &mbar e mantido
em local abrigado de calor e luminosidade (CASTRO et al., 2005).
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A técnica da hidrodestilacdo consiste na separacdo dos componentes de uma
mistura por meio das diferencas em suas pressoes de vapor. O material vegetal permanece
em contato com as moléculas de dgua em ebulicdo, o vapor formado forca a abertura das
paredes celulares, permitindo a evaporacdo do 6leo que esta situado entre as células da
planta. O vapor formado que consiste de uma mistura de moléculas de &gua e de 6leo é
entdo resfriado por um condensador, gerando um produto liquido de duas fases, visto que,
trata-se de dois liquidos imisciveis e que posteriormente serdo separados (BIASI;
DESCHAMPS, 2009; SARTOR, 2009; SILVA, 2011).

A técnica de prensagem a frio, tambeém conhecida como prensagem hidraulica e
escarificacdo ¢ um método empregado para se obter éleos essenciais de frutos citricos,
visto que, esse método permite a obtencdo do Gleo essencial puro do fruto. Neste processo
as frutas sdo colocadas inteiras na prensa hidraulica e delas sdo extraidos simultaneamente
0 Oleo e 0 suco, em seguida o 6leo pode ser separado da emulsdo formada com a agua
através de decantacdo, centrifugacdo ou destilacio fracionada (PINHEIRO, 2003; SIMOES
et al., 2003).

O método de extracdo por solventes organicos se caracteriza por apresentar
maiores rendimentos de produtos que ndo podem ser obtidos por nenhum outro processo,
visto que, determinados tipos de 6leos sdo muito instaveis e ndo toleram aumentos de
temperatura, fazendo-se necessaria a utilizacdo de solventes organicos para sua extracdo
(FILIPPIS, 2001). Nesse método, inicialmente a matéria-prima que contém o dleo e imersa
em um solvente adequado como a acetona ou qualquer outro derivado de petroleo, e nesse
ponto a separacdo é realizada, em seguida o solvente € removido por evaporacdo ou
destilacdo a pressdo reduzida, gerando um extrato denso e resinoso (POVH et al., 2000).
Porém, tal método possui limitagdes, pois € praticamente impossivel remover todo o
solvente residual sem um grande gasto de energia e custos (BERNARDO-GIL et al.,
2003). Além disso, os solventes podem gerar alteracBes quimicas nas moléculas do 6leo
essencial e provocar efeitos toxicos nos consumidores, portanto, o solvente residual pode
ser indesejavel devido a sua toxidade, a sua capacidade reagente ou até mesmo pela
interferéncia no aroma e sabor do extrato (SARTOR, 2009).

A extracdo por fluido supercritico € uma técnica que consiste em se empregar um
fluido em condicdes supercriticas 0 qual apresenta caracteristicas intermediarias entre um
gas e um liquido. O processo de extracdo com fluido supercritico pode ser dividido em

quatro etapas principais: dessor¢do do analito da matriz, solubilizagédo do analito pelo
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fluido supercritico, arraste do analito para fora da célula de extracdo e coleta do analito
extraido. O processo de extracdo se inicia com o bombeamento do solvente para a célula
extratora que contém a amostra, onde 0 gas € aquecido e pressurizado até chegar as
condicdes criticas. Na célula extratora ha o contato entre a amostra e o fluido supercritico,
podendo ser de maneira dindmica onde o fluido atravessa constantemente a amostra ou de
maneira estatica onde se emprega uma quantidade fixa de fluido supercritico que em
contato com a amostra por um tempo determinado, ocorrendo a extracdo, em seguida o
extrato obtido € levado a um restritor fixo ou variavel, no qual ha o controle de temperatura
e pressdo. A despressurizacao permite que o extrato seja separado do fluido que retorna ao
seu estado fisico original, em seguida é recolhido em um sistema de coleta o qual
geralmente utiliza um solvente, um sistema criogénico, uma retencdo em fase solida
adequada ou ainda um acoplamento on-line com um sistema de analise ou deteccéo,

enguanto o solvente extrator geralmente é recolhido e reciclado (CHESTER et al., 1994).

2.5 OLEO ESSENCIAL DE JABORANDI (Pilocarpus microphyllus)

Vérias espécies da familia Rutaceae sdo importantes devido ao seu valor econdmico
para alimentacdo, ornamentacdo e usos medicinais. O género Pilocarpus é pertencente a
familia das Rutaceae e encontra-se distribuido largamente pela América do Sul e América
Central, a maioria das espécies desse género sdo nativas do Brasil. O jaborandi (Pilocarpus
microphyllus Stapf) encontra amplas aplicacdes (SABA et al., 2002; SANTOS E
MORENO, 2004). Constantemente utilizado como ornamentos e usos medicinais o que
pode proporcionar a producdo de diuréticos, sudorifico, digestivo, sialogogo (CORREA,
1969), tonico capilar, anti-inflamatério dos olhos, e principalmente, para a extracao
industrial de pilocarpina, um alcaloide imidazolico (SANTOS et al., 2004). Além disso,
pode ser utilizada no tratamento de febres, estomatite, bronquite, gota, psoriase, doencas
renais, entre outras (HOLMSTED et al., 1975).

A exploracdo do jaborandi é responsavel por uma grande massa de recursos nas
regides Norte e Nordeste do Brasil. Em 2013, movimentou em torno de 291 toneladas no
norte e nordeste brasileiro perfazendo aproximadamente R$ 1,2 milhoes de um total de R$
4,5 bilhGes referentes ao extrativismo vegetal realizado no Brasil naquele ano (IBGE,
2013).

O género Pilocarpus (familia Rutacea), também conhecido como “Jaborandi”,

constitui um arbusto ou arvoreta de aproximadamente 3-7,5 m de altura o qual €
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consideravelmente encontrado no Brasil, desde o norte do Par4 ao Rio Grande do Sul
(JOSEPH, 1967) sendo que, os estados que mais produzem esse material vegetal sdo Parj,
Maranhdo e Piaui (MARQUES E COSTA, 1994). Compreendem aproximadamente 13
espécies e 78 variedades as quais ocorrem em todas as regides neotropicais, sendo
totalmente ausente na bacia Amazonica (TAVEIRA et al., 2002). Suas folhas compostas
medem cerca de 40 cm quando adultas e foliolos coridceos, de forma lanceolada, variando
com a espécie. As flores do jaborandi (P. microphyllus) sdo pequenas e arranjadas em
cachos compactos. Os frutos sdo dispostos em cachos brancos contidos em capsulas de
cortex acinzentado e liso (MARQUES E COSTA, 1994).

Figura 5. Folhas de Pilocarpus microphyllus. Fonte: Autoria prépria.

A partir de espécies de (Pilocarpus sp) ja foram identificadas as estruturas de
diversos alcaloides, os quais possuem diversas atividades bioldgicas. Na espécie P.
microphyllus destacam-se a pilocarpina. A pilocarpina é um alcaldide dentre os isolados
das espécies de jaborandi que pode agir sobre o sistema nervoso central como um
colinérgico direto, estimulando o sistema parassimpatico (bexiga, canais lacrimais,
glandulas sudoriparas e salivares). Este alcal6ide é a droga eleita no tratamento de
glaucoma, que é uma lesdo do nervo Optico que pode provocar cegueira no individuo
afetado e atinge milhares de pessoas anualmente no Brasil. Além disso, a pilocarpina
possui uma propriedade que estimula a producéo de saliva, por isso tem sido explorada no
tratamento da xerostomia (boca seca) causada pela radioterapia ou quimioterapia nos
canceres de cabeca e pesco¢o (SANTOS; MORENO, 2004).
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Em espécies de Pilocarpus encontram-se diversas cumarinas que vao desde as
mais simples, como escopolentina, até as mais complexas (SANTOS et al., 2004). Esse
composto tem apresentado excelentes resultados como inibidores de germinacao
(MACIAS et al., 1993), inseticida (CALCAGNO et al., 2002), antioxidante (SHAW et al.,
2003) e contra a doenca de Chagas (PAVAO et al., 2002; MAFEZO LI et al., 2000).
Estudos realizados por Huang et al., (1994) afirmam que cumarinas sintéticas possuem
eficiente atividade contra o HIV.

Além dos compostos citados, existem outros que ocorrem em apenas algumas
espécies de Pilocarpus, os quais podem citar lignanos, hidrocarbonetos, amidas, acidos
carboxilicos, esteres e cetonas (SANTOS et al., 2004).

2.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Vaérias espécies de plantas ricas em Oleos essenciais, normalmente possuem
atividade antimicrobiana, onde seu principal composto isolado sdo 0s terpenos, seus
derivados oxigenados e o0s terpenoides (SOLORZANO-SANTOS; MIRANDA-
NOVALES, 2011). A presenca ou ndo dessa atividade esté relacionada com alguns fatores,
como a quantidade dos componentes, a espécie e a concentracdo do 6leo essencial,
havendo também relacdo com o microrganismo, a metodologia utilizada e até a condi¢éo
de armazenamento (MARINO et al., 2001).

Na literatura existem estudos com diversos componentes de Oleos essenciais,
como timol, carvacrol, safrol, em que foi possivel observar que ha um sinergismo entre
estes componentes, sendo assim responsaveis pelas caracteristicas desses 6leos, como
fragrancia, textura, atracdo lipofilica e penetracdo celular. Porém, é mais significativo
realizar estudo do 6leo por completo ao invés de um ou dois componentes (BAKKALI et
al., 2008). Entretanto, Ohno et al. (2003), afirmam que deve-se estudar os componentes
separados e juntos para investigar se sua acdo antibacteriana é oriunda do conjunto ou por
um componente sozinho.

Os oleos essenciais podem atuar também em sinergismos com alguns antibidticos
(PROBST, 2012). Foi demonstrado por Jedlickova (1992) que a combinacdo de alguns
componentes do Oleo com antibidticos conseguiu inibir o crescimento das bactérias

Escherichia coli, Staphylococcus spp e Pseudomonas spp.
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Por meio da técnica de pocos realizada por Knezevic et al. (2016) foi possivel
identificar qual componente possuia maior atividade antimicrobiana do 06leo essencial
Eucalyptus camaladulensis.

Os 6leos e seus componentes possuem carater lipofilico o qual permite que haja
interacdo com a bicamada fosfolipidica da membrana bacteriana, conseguindo assim deixa-
la mais permedvel, havendo a liberacdo de ions e reducdo do potencial de membrana
(BAKKALI et al., 2008; BURT, 2004).

Contudo, tém-se realizado estudos para analisar a acao de terpenos. Onde se pbde
observar que a classe de monoterpenos interage com o potencial de acdo e a inibicdo da
cadeia respiratéria (D. KALEMBA; A. KUNICKA, 2003; GREAY; HAMMER, 2011).
Segundo Qiu et al. (2011) quando a bactéria Staphylococcus aureus é exposta a terpenos
do oleo essencial da Perilla (Perilla frutescens), existe uma interacdo com 0s genes que
codificam os fatores de viruléncia da mesma. Para analisar a atividade antimicrobiana é
comumente encontrada a utilizacdo de espécies de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, especificamente Staphylococcus aureus e Escherichia coli (BERTINI et al.,
2005; KNEZEVIC et al.,, 2016), ou utilizam-se bactérias relacionadas a uma doenca
especifica (LESJAK et al., 2015),

Segundo Dorman e Deans (2000) as bactérias Gram-positivas sdo mais sensiveis
aos componentes dos Oleos essenciais quando comparadas as Gram-negativas. Esse
fendmeno pode ser explicado pela presenca de uma parede externa nas bactérias Gram-
negativas, levando-a ser resistente (RATLEDGE; WILKINSON, 1988). Porém nem todos
0s estudos comprovam essa sensibilidade (WILKINSON et al., 2003).

Existem algumas técnicas que visam a deteccdo da acdo dessa atividade, sendo
normalmente utilizado o método de diluicdo em agar, em que esta técnica é utilizada para
analisar a atividade de antibidticos contra microrganismos (D. KALEMBA,; A.
KUNICKA, 2003).

2.7 CELULAS TUMORAIS E CANCER

A constituicdo, integridade e funcdo dos tecidos se devem ao equilibrio existente
entre proliferacdo e morte celular. Os organismos multicelulares dependem de uma
interacdo entre as células que o constituem para que possam se desenvolver normalmente.
No periodo embrionario, muitas células produzidas em excesso s&o levadas a morte,

contribuindo para a formacéo dos orgaos e tecidos. Tal equilibrio € mantido por meio da
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interacdo entre dois sistemas de sinalizacdo, intracelular e extracelular. Quando, por algum
motivo, ocorre um desequilibrio, as células passam a se proliferar desordenadamente
formando a massa tumoral (FERREIRA; ROCHA, 2004; GRIVICICH et al., 2007).

Céncer pode ser entendido como uma doenca genética baseada em células,
através da qual as mutacbes do DNA causam proliferacdo celular descontrolada. A
explicacdo dos fenotipos de cancer baseia-se nas premissas adotadas pela teoria da
mutacdo somatica (SMT) e suas variantes centradas na célula (DOUGLAS HANAHAN;
ROBERT A. WEINBERG, 2011).

. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e
incontrolaveis, determinando a formacao de tumores malignos, que podem espalhar-se para
outras regides do corpo, o que causa milhdes de mortes anualmente em todo o mundo.
Trata-se de uma patologia de origem multifatorial, ou seja, causado por fatores externos,
inerente aos héabitos do individuo, e/ou fatores internos, geneticamente pré-determinados,
podendo haver interacdo entre esses fatores para o desenvolvimento da doenca. Mesmo
diante de constantes avancos no estudo desta patologia, ela continua sendo uma das
principais causas de morte tanto nos paises desenvolvidos quanto nos paises em
desenvolvimento, por conta disso, é considerado um importante problema de satde publica
em todo o mundo (INCA, 2015).

Figura 6. Diferentes estagios da carcinogénese (Fonte: Adaptado de KAUR et al., 2014).
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Durante o processo de progressdo tumoral, algumas células podem perder a
capacidade de adesdo e se desprender do tumor primario, posteriormente invadir a

membrana basal do tecido e produzir enzimas proteoliticas, as quais irdo facilitar a entrada
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da célula tumoral na circulagdo sanguinea, onde essa célula ird migrar para outros pontos
do corpo e se proliferar, em um processo chamado de metéstase, que é responsavel por
mais de 90% das mortes por cancer (FERREIRA E ROCHA, 2004; WIRTZ et al., 2011).

A andlise morfolégica das células e avaliacbes das alteragdes bioquimicas
induzidas encontradas nas células tumorais € de grande importancia para definir alvos
especificos de novos agentes antitumorais. Desta forma, a pesquisa de novos agentes
antitumorais € geralmente pautada nas modificagdes morfoldgicas e bioquimicas induzidas
pelo novo agente em comparagdo as ceélulas ndo tratadas tumorais e as células normais,
para isso, 0s testes in vitro tém sido amplamente utilizados. Os métodos mais empregados
na investigacdo antitumoral sdo os ensaios de citotoxicidade em cultura de células, para
avaliacdo da atividade anticancer dos compostos testados. A citotoxicidade dos compostos
é avaliada por parametros que incluem, desde morte, até alteracdo de metabolismo celular
(HOUGHTON et al., 2007).

Os eventos de morte celular podem ser ou ndo processos passivos. Cada tipo de
morte celular é caracterizado por um conjunto de alteracGes bioquimicas e morfoldgicas.
De acordo com essas alteracOes, os processos de morte celular podem ser classificados em:
apoptose, autofagia, necrose, mitose catastrofica e senescéncia. Alteracdes na coordenacao
desses tipos de morte celular estdo implicadas na iniciagdo tumoral (GRIVICICH et al.,
2007).

Estudos apontam a apoptose e autofagia como sendo ambos os caminhos para
supressdo tumorais. A apoptose tem como fungdo impedir a sobrevivéncia de células
cancerosas enquanto que a autofagia possui o papel de facilitar a degradacdo de moléculas
oncogénicas, auxiliando na prevencdo do desenvolvimento do cancer. Portanto, defeitos na
autofagia ou apoptose podem levar ao cancer (SU et al., 2013).

A apoptose, ou morte celular programada, é um fenémeno bioldgico que, além de
desempenhar um papel importante no controle de diversos processos vitais, esta associado
a inumeras doencas, inclusive o cancer. Estudos mostram que a apoptose € um mecanismo
inato de defesa antineoplasica e que varios agentes quimioterapicos agem através da
inducdo desse tipo de morte celular. Trata-se de um processo essencial para a manutengéo
do desenvolvimento dos seres vivos, imprescindivel para a eliminacdo de células sem
utilidade ou defeituosas. Durante esse processo, a celula sofre alteracdes morfologicas
caracteristicas desse tipo de morte celular, como a retragdo da célula, perda de aderéncia

com a matriz extracelular e células vizinhas, condensacdo da cromatina, fragmentacdo
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internucleossémica do DNA e formacdo dos corpos apoptoticos. A compreensdo dos
mecanismos apoptoticos permite o desenvolvimento de novas estratégias no tratamento do
cancer. Tais estratégias encontram base na inducdo da morte das células tumorais e em
uma maior resposta aos tratamentos com radiacdo e agentes citotoxicos (GRIVICICH et
al., 2007).

A autofagia é uma via de degradacdo celular, indispensavel para o processo de
homeostase no organismo. Ela envolve a degradacéo seletiva dos componentes celulares,
incluindo proteinas de longa duragdo, agregados de proteinas, organelas citoplasmaticas
danificadas e patdgenos intracelulares, resultando na reciclagem de nutrientes e na geragao
de energia. Mas ela aparenta ter funcao dupla no cancer, visto que, segundo alguns estudos,
ela também pode facilitar a sobrevivéncia de células tumorais através do fornecimento de
nutrientes a células com deficiéncia nutricional por meio de degradacdo de componentes
celulares. (LIU et al., 2013; RAMAKRISHNAN; GABRILOVICH, 2013; SU et al., 2013).
Por conta disso, estudos estdo sendo direcionados principalmente na identificacdo de
reguladores criticos que possam controlar a autofagia, visto que, a inibicdo desses
reguladores levaria a maior eficiéncia no processo de morte celular e converteria uma
resposta de sobrevivéncia celular em um processo de morte (AMARAVADI,
THOMPSON, 2007).

As estimativas mundiais de novos casos de céncer continuam aumentando
significativamente. Para o Brasil, a estimativa para o biénio 2016-2017, aponta a
ocorréncia de cerca de 600 mil casos novos de cancer. Excetuando-se o cancer de pele néo
melanoma (aproximadamente 180 mil casos novos), ocorrerdo cerca de 420 mil casos
novos de cancer. Sem contar os casos de cancer de pele ndo melanoma, os tipos mais
frequentes em homens serdo préstata (28,6%), pulméo (8,1%), intestino (7,8%), estbmago
(6,0%) e cavidade oral (5,2%). Nas mulheres, os canceres de mama (28,1%), intestino
(8,6%), colo do utero (7,9%), pulmdo (5,3%) e estdmago (3,7%) figurardo entre os
principais (INCA, 2015).

Tendo em vista essas altas taxas de incidéncia, diversos e constantes esforgos vém
sendo realizados afim de que se possa desenvolver e aperfeicoar terapias antineoplésicas.
Atualmente as formas de tratamento mais utilizadas podem ser sistémicas (quimioterapia,
terapia hormonal, imunoterapia) ou locais (cirurgia e radioterapia), as quais geralmente séo

utilizadas de forma combinada com o intuito de erradicar a doenca (MA, 2009).
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Segundo o Instituto Nacional do Céancer dos Estados Unidos, a maior parte dos
farmacos utilizados no tratamento contra o cancer, aprovadas entre 1940 e 2006, s&o
oriundas de produtos naturais ou adquiridas por meio de estudos dos mecanismos de acao
de produtos naturais (EFFERTH, 2010).

2.8 ATIVIDADES DE OLEOS ESSENCIAIS SOBRE CELULAS TUMORAIS.

Grandes esforcos estdo sendo direcionados em busca de novos principios que
estinguem ou amenizem varios tipos de neoplasias nos diversos tecidos humanos, os 6leos
essenciais de algumas plantas séo citados em estudos como promissores na erradicacao de
tumores. VALLILO 2006 e colaboradores verificaram efeitos benéficos do D- Limoneno
(C10H16) extraido do dleo essencial do Campomanesia adamantium (Cambessédes) na
quimioterapia de tumores malignos de prostata, pancreas e mama induzido em roedores. O
geraniol encontrado em alguns dleos essenciais, apresentou potencial na inibicdo de células
de céancer de colon por meio dos canais i0nicos e passagens de sinais (MACHADO, B. F.
M. T. et al., 2011). O dleo essencial de Ageratum conyzoides que € rico em terpenos, foi
testado quanto ao seu potencial antineoplasico em o tumor ascitico de Ehrlich em
camundongos, em que houve uma diminuigdo do crescimento tumoral quando foi utilizado
doses de 100 mg/Kg ( MOMESSO, L.S, 2008). Foram feitos teste antitumoral in vitro e in
vivo de linhagens humanas K562 utilizando 6leo essencial da Lippia Microphylla que
constaram que 0 mesmo apresentou minimizacdo do tumor e que sua baixa citotoxidade
ndo é um fator limitante para sua possivel aplicabilidade terapéutica (XAVIER, A. L,
2011).

O desenvolvimento de novos farmacos requer uma investigacdo minuciosa da
eficacia e seguranca. O potencial de risco e beneficio das substdncias deve ser
cuidadosamente considerado, de modo que os beneficios do uso da nova molécula superem
os efeitos colaterais (VARANDA, 2006). Tendo isso em vista, o desenvolvimento de
novos farmacos antitumorais tem como objetivo produzir agentes mais eficazes, potentes,
menos toxicos e, principalmente, seletivos a celulas tumorais. Espera-se que a atividade
citotoxica dos farmacos exerca acdo especificamente contra essas células, entretanto, o que
se tem na clinica oncoldgica atualmente, com raras excec¢des, Sdo agentes que apresentam

baixa seletividade, e possuem elevada citotoxicidade a células e tecidos com alto potencial
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mitético, o que significa atingir tanto as células tumorais quanto tecidos normais
(RIBEIRO, J.N., et al. 2005).

2.9 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os radicais livres sdo espécies quimicas produzidas naturalmente pelo metabolismo
energeético dos seres humanos, estas espécies sdo extremamente reativas. Os radicais livres
sdo constituidos genericamente de moléculas, atomos ou ions que apresentam elétrons
desemparelhados em seus orbitais, na maioria das vezes o oxigénio faz parte composicao
elementar dessas espécies reativas, mas também existem espécies que apresentam o
elemento nitrogénio (MIRANDA, C. A. S. F. et al., 2016).

As espécies reativas de oxigénio (ERO’s) podem apresenta-se na forma de radical
superoxido(O2*") obtido pela da reducédo do oxigénio molecular por um elétron, peroxido
de hidrogénio (H202) obtido pela da reducdo do oxigénio molecular por dois elétron ,
radical Hidroxil obtido pela da redugdo do oxigénio molecular por trés elétron, radical
Alcoxil (ROr) substancia organica centrada no oxigénio, radical Peroxil (ROz) formado
pelos perdxidos organicos e oxigénio molecular singlet uma forma excitada de oxigénio
molecular que ndo possui elétrons desemparelhados em sua ultima camada formando por
uma inversdo de spin do oxigénio molecular (RIBEIRO, S. M. R., et al., 2005).

As espécies reativas de nitrogénio (ERN’s) existem principalmente por meio das
substancias Oxido Nitrico (NO) e Peroxinitrito (NOs™). O oxido nitrico esta presente em
grande abundancia em sistemas biol6gicos e quando em excesso pode causar reducao da
motilidade, da viabilidade espermatica e consequentemente da fertilidade. O Peroxinitrito é
obtido pela reagdo entre 0 Oxido Nitrico e o anion superdxido é responsavel por causar
diversos transtornos as moléculas bioldgicas (SILVA, E. C. B., et al., 2010).

As ERO’S assim como as ERN’S sdo gerados endogenamente como resultado do
metabolismo de oxigénio, também sdo gerados em situacdes nédo-fisioldgicas, como por
exemplo, a exposicdo das células a xenobioticos. Esses radicais quando em desequilibrio
nas células podem desencadear o que é denominado estresse oxidativo (FERREIRA
A.LA., e MATSUBARA, L.S, 1997), que é decorrente da producdo excessiva de radicais
livres. Quando estes radicais atingem biomoléculas, estas vém a sofrer oxidacao e perca de

suas fungdes. A cronicidade do processo em questdo pode desencadear doencas como
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aterosclerose, diabetes, obesidade, transtornos neurodegenerativos e cancer (BARBOSA,
K. B. F, 2010).

As espécies antioxidades sdo conceituadas como as que sdo capazes de reduzir a
oxidacdo de um substrato que estar em determinado meio em concentragcdo superior a sua.
Estes sofrem a oxidagdo que o substrato deveria sofrer, fazendo assim com que o substrato
continue intacto da acédo dos radicais livres. Assim agentes antioxidantes podem retardar
ou diminuir a oxidacdo de Biomoléculas. Os antioxidantes agem sobre os radicais livres,
esta acdo acontece principalmente por meio da quelacdo do oxigénio singlete e triplete ou
decomposicdo de peroxidos, estes processos sdo decorrentes de reagdes de oxirreducao
(DEGASPARI, C. H. et al., 2004).

O organismo produz um conjunto de substancias responsaveis pela defesa contra os
radicais livres (ERO’s e ERN’s), dentre as quais podemos citar glutationa, a superoxido
dismutase, a catalase, a glutationa peroxidase e a N-acetilcisteina, além dessas, o
organismo pode contar com fontes exdgenas para suplementar a necessidade por essas
substancias em que as principais séo o acido ascorbico (vitamina C), os flavonoides, o B-
caroteno, o o-tocoferol, o zinco, 0 manganés, o cobre e o selénio. Os alimentos que
fornecem esses nutrientes antioxidantes indispensaveis a prevencdo de diversas doencas
deve ser ingeridos continuamente, uma vez que sdo rapidamente metabolizados pelo
organismo (ZIMMERMANN, A. M. et al., 2008).

O mercado que tem os produtos naturais como matéria prima para 0
desenvolvimento de farmacos, estar em constante ascendéncia, pois estes tem se mostrado
eficientes contra diversas enfermidades por meio da sua diversidade estrutural de suas
substancias. Uma das propriedades mostradas por estas substancias estar em seu potencial
em minimizar o efeito de moléculas que apresentam efeitos oxidante sobres proteinas,
acidos graxos e biomoléculas em geral. A indlstria alimenticia também evolui
positivamente em virtude da utilizacdo desses compostos que inibem a oxidagdo dos
alimentos, fazendo com que estes disponham de um periodo maior antes que venham
sofrer deterioracdo (GALVAO, E. L. et al., 2008).

Estudos evidenciam o grupo dos Oleos essenciais como promissores agente
antioxidantes, como exemplo, temos estudo realizados com dleo essencial do Caryophillus
aromaticus L. (Cravo da india) avaliado pelo método de DPPH que apresentou elevada
acdo antioxidante (SCHERER, R., 2009), foi avaliado também o potencial antioxidante de

C. nardus (Citronela) atraves do método DPPH os valores de Clso encontrados foi de 517,40
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ng mL™ . E possivel encontrar na literatura, varios outros trabalhos que corroboram com
essa perspectiva (ANDRADE M. A, 2012).

2.10 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Os fungos tambem conhecidos como mofos ou bolores podem influenciar de
diversas formas na sociedade por meio das reagdes quimicas que promovem. O uso dos
fungos pelos seres humanos € diversificado, no ramo da biotecnologia podem ser
direcionados para varios segmentos; como na industria farmacéutica, industria de
alimentos fermentados, bebidas alcodlicas, producdo agricola e também interfere em prol
do equilibrio do meio ambiente (ABREU, J.A.S. et al., 2015).

No entanto nos seres humanos uma classe de fungos denominada dematiaceos
podem acometer a pele e tecidos subcutaneos ocasionando a cromoblastomicose que € uma
infeccdo crénica em que o fungo se implanta por algum traumatismo na pele (RACHEL B.
C. et al.,, 2011). Além do mais, estudo aponta os fungos Alternariasp., Cylindrocladium
sp., Fusarium sp., Phoma sp., Phomopsis sp., Pythium sp. e Rhizoctonia sp. Trichoderma
sp., como potenciais agentes contaminantes de frutos e semente de plantas florestais
(SANTOS F. E. M. et al., 2001).

A candida esta presente nos seres humanos imunocompetentes e vivem em
comensalismo com as mucosas gastrintestinais (IVETE C. C. et al., 2008). Ha relatos desde
a época de Socrates que apontam fungos do tipo candida como causadores de diversas
infeccOes em pacientes debilitados, por exemplo, a endoftalmite fangica apresenta-se na
grande maioria dos casos como uma infeccdo de carater indolente. Os sintomas
encontrados na infeccdo intra-ocular por Candida podem ser embacamento visual, dor e
fotofobia (SERRACARBASSA P. D. et al., 2003).

A meningite é um processo inflamatério que atinge os epitélios cerebrais, esta pode
ser causada por bactérias, virus e fungos. As causadas por fungos sdo as mais dificeis de
serem contraidas, no entanto seu tratamento deve ser feito rapidamente para ndo deixar
sequelas. A meningite criptococica € a mais comum dentre as causadas por fungos, a
espeécie responsavel é Cryptococcus neoformans (MORAES M. F et al.,2013).

Podemos perceber que os fungos sdo causadores de diversas patologias tanto em
animais como em vegetais, portanto a busca de novos medicamentos estd sendo dirigida

para a descoberta de principios ativos menos toxicos de origem natural. Os 6leos essenciais
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tem se mostrado promissores nesse aspecto, estudos apontam que o dleo essencial do
orégano pode inibir o crescimento micelial de fungos patogénicos do arroz
(ZANANDREA, 1. et al., 2004). Na literatura é possivel encontramos diversos trabalhos
gue mostram os 0leos essenciais como combatentes de fungos nocivos a salude, os 6leos
extraidos de Cinnamomum zeylanicum, Citrus limon, eucalipto-citriodora, Eugenia
uniflora, Peumus boldus e Rosmarinus officinalis também j& se mostraram eficientes

contra alguns tipos de cepas fangicas Candida albicans (LIMA I. O. et al., 2006).

Este trabalho busca por mais alternativas para o tratamento e prevencdo de
patologias. Frente ao grande leque de Biodiversidade que encontram-se em nosso Pais € a
crescente necessidade por novos principios ativos capazes de melhorar a qualidade de vida
de nossa populacdo faz-se de extrema importancia o desenvolvimento de mais estudo nesta
area.

Os radicais livres sdo apontados em alguns estudos como causadores de diversas
disfuncgdes cronicas de nosso organismo (Barbosa K. B. F., 2010), associando a isso o fato de
diversos 6leos essenciais terem se mostrado eficientes agentes antioxidantes, este trabalho
centra tambeém seu foco de estudo na avaliagdo antioxidante dos 6leos essenciais da planta
em questdo. Para finalizar a avaliacdo fitoquimica desses Oleos neste trabalho ainda €
investigada a atividade antibacteriana e antifingica dos mesmos. Dessa maneira a uma

contribuicdo para trabalhos de aprofundamento posteriores nessa linha de pesquisa.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil fitoquimico do 6leo essencial extraido das folhas de Pilocarpus
microphyllus bem como avaliar sua atividade antibacteriana, citotoxica, antioxidante e

antifingica em ensaios in vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Extrair o 6leo essencial das folhas de Pilocarpus microphyllus através da técnica
de arraste a vapor.

Identificar os compostos quimicos do dleo segundo a técnica de espectrometria de
massa acoplada a cromatografia gasosa (EM-CG).

Verificar atividade antibacteriana do 6éleo essencial pelo método de diluigdo em
agar.

Verificar a citotoxicidade do 6leo essencial de Pilocarpus microphyllus por meio
de ensaios in vitro em quatro linhagens de células tumorais humanas.

Verificar a atividade antioxidante do dleo essencial de Pilocarpus microphyllus
pelo método DPPH.

Avaliar da atividade antifungica dos 6leos de folhas secas e frescas de Pilocarpus

microphyllus por meio da técnica de microdiluicdo em caldo.
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4 MATERIAIS E METODOS
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4.1 OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL E EXTRACAO DO OLEO
ESSENCIAL DE Pilocarpus microphyllus

O material vegetal foi fornecido pelo laboratorio da empresa Phytobios em parceria
com a Universidade Federal do Piaui. Empresa que faz parte do grupo CENTROFLORA
fica localizada nas margens dos tabuleiros litoraneos na cidade de Parnaiba que estar a
aproximadamente 350 km da capital do estado do Piaui sentido norte.

A extracdo do 6leo aconteceu no laboratério da empresa Phytobios e os demais
procedimentos de separacao e analise foram realizadas no laboratério de biotecnologia da
UFPI (BIOTEC) onde funciona o programa de Pos-graduacdo em Biotecnologia.

Faram coletados 6,4 Kg de folhas frescas de Pilocarpus microphyllus as mesmas
foram lavadas com agua destilada, em seguida colocadas dentro do aparelho de arraste de
vapor (Linax), este aparelho usa dos mesmos mecanismos empregado pela usual vidraria
de Clevenger, o qual é dividido em dois compartimentos separados por uma chapa
perfurada. A parte inferior do Linax foi ocupada com &gua e sua parte superior ocupada
com as folhas do Pilocarpus microphyllus. Na base do aparelho foi colocada uma fonte de
calor, o qual é responsavel pelo aquecimento da &gua que se encontra no interior do
aparelho e posterior formacdo de vapor. O vapor gerado se movimenta em direcdo ao
material vegetal que por sua vez tem seus componentes mais volateis arrastados junto com
as moléculas gasosas de agua, esta emulsdo se difunde até o condensador e por fim ao
recipiente coletor. O mesmo procedimento foi realizado para obtencdo do 6leo essencial a
partir 4,5 Kg de folhas secas. O material obtido foi envasado em frasco ambar e

armazenados em ambiente refrigerado.

4.2 ANALISE QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE Pilocarpus

microphyllus

A andlise quimica foi feita por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM). Foram realizadas em sistema GCMS-QP2010 SE, AOC-5000
(Shimadzu) equipado com coluna Rxi-5HT (30 m x 0,25mm x 0,25 pm) com fase
estacionaria com 5% de difenil dimetilpolissiloxano. Uma aliquota de 1 pL de solucéo da
amostra (1 mg.mL™) foi injetada no modo split (1:100), tendo hélio como gas de arraste
em fluxo de 1,02 mL min e temperaturas de injecdo de 220 °C, fonte de ions em 250 °C e
interface em 240 °C. A temperatura inicial do forno do CG era 60 °C e foi aumentando até

246 °C em uma taxa de 3 °C. mint. O espectrémetro de massa com analisador quadrupolo
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foi operado com ionizagdo por elétrons (IE) a 70 eV, detector a 290 °C, tempo de corte do
solvente de 3 min e faixa de varredura de massas de 47-500 Da. Os constituintes quimicos
foram identificados por comparacdo dos espectros de massas obtidos com as bibliotecas

computacionais Wiley 229 e bibliografia

Os indices de Kovats (IK) foram corrigidos por meio de uma regressdo linear, feita com a
utilizacdo do IK tabelados de quatro componentes de grande taxa de similaridade presentes
na amostra (Alfa pineno, Trans-beta-omiceno, Trans-cariofileno, tridecanona).

. A regressdo feita com a utilizacdo do software Microsoft Excel deu resultado
como o (grafico 1), o qual é foi definido de acordo com a funcdo( y = 24,528 + 801,71)

que obtém o IK em funcdo do tempo de retencdo.

Grafico 1. Grafico da Linearidade
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Os indices de Kovats padrdo foram adquiridos da base de dados do governo,
http://webbook.nist.gov/chemistry/. E valido ressaltar que foi levado em consideracio o

tipo de coluna usada na analise.

4.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A técnica utilizada foi a de diluicdo em agar por meio de pogos no agar Mueller
Hinton, conforme atualizagdes do Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI
(2009), com adaptacdo. Foram realizados trés orificios de 6mm de didmetro no meio com

auxilio de molde formando os pocos (DE BONA, 2014). Foram testadas duas espécies de
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bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli onde foram inoculas por meio de um
swab estéril no meio, posteriormente foi adicionada 20 pL de concentragdo 20ug.mL*
dissolvido em DMSO do 6leo essencial do Pilocarpus microphyllus nos pocos. Em seguida
as placas foram incubadas a temperatura de 35 ° C por 24 horas (DE BONA, 2014). Apos o
tempo estipulado foi medido o didmetro dos halos formados com ajuda de um paquimetro
(BERTINI et al., 2005), e foram classificados como: sensiveis, quando o diametro do halo
foi maior que 3 mm e resistentes com diametro igual ou menor que 2mm (KARAMAN et
al., 2003). Esse procedimento foi realizado utilizando 06leo essencial obtido das folhas

frescas e 0 6leo essencial obtido das folhas secas Pilocarpus microphyllus.

4.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL IN VITRO

Para a determinacdo da atividade antitumoral, foram utilizadas quatro linhagens
de células tumorais humanas, SF-295 (glioblastoma), K-562 (leucemia mieldide crbnica),
PC-3 (adenocarcinoma de prdstata) e HCT-116 (carcinoma colorretal). As quais foram
cedidas pelo Instituto Nacional do Céancer (EUA), tendo sido cultivadas em meio RPMI
1640, suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibidticos, mantidas em
estufa a 37°C e atmosfera contendo 5% de CO». As amostras utilizadas foram diluidas em
DMSO puro estéril.

Anélise de citotoxicidade pelo método do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-
2-H-brometo de tetrazolium (MTT) vem sendo utilizada no programa de screening do
Instituto Nacional do Cancer nos Estados Unidos (NCI), que testa mais de 10.000 amostras
a cada ano (SKEHAN et al., 1990). E um método rapido, sensivel e barato. Foi descrita
primeiramente por Mosman (1983), tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o estado
metabdlico da célula. E uma analise colorimétrica baseada na conversio do MTT em azul
de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células
metabolicamente ativas. O estudo citotoxico pelo método do MTT permite definir
facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de acdo (BERRIDGE et al., 1996).

As células tumorais foram plaqueadas nas concentragdes de 0,3 x 10° cél/mL para
a linhagem K-562; 0,1 x 10° cél/mL para as linhagens PC-3 e SF-295 e 0,7 x 10° cél/mL
para a linhagem HCT-116. As placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO2
a 37°C. Ao término deste, as mesmas foram centrifugadas e o sobrenadante removido. Em
sequida, foram adicionados 150 pL da solugéo de MTT (sal de tetrazolium), e as placas

foram incubadas por 3h. A absorbancia foi lida apds dissolucao do precipitado com 150 L
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de DMSO puro em espectrofotdmetro de placa a 595nm. Inicialmente, as amostras foram
testadas em concentracdo Unica. Foram testadas em concentragcfes seriadas e o valor de
Clso foi calculado. Esse procedimento foi realizado utilizando 6leo essencial obtido das

folhas frescas e o 6leo essencial obtido das folhas secas Pilocarpus microphyllus.

45 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade sequestradora de radicais livres DPPH, do 6leo essencial folhas da
especie Pilocarpus microphyllus, foi avaliada de acordo com o meétodo descrito por
Kamdem et al. (2013), com modificacbes. 160 pL do oOleo (10-400 pg/ mL) foram
misturados com 830 uL de DPPH a 0,3 mM em etanol. A mistura foi mantida em repouso
a temperatura ambiente durante 30 min no escuro. Solucdes do branco foram preparadas
com cada amostra de teste (170 pL) e 830 pL de adgua. O controle negativo foi de 830 pL
de 0,3 mM DPPH com 170 pL de &gua, enquanto que o acido ascorbico (10-400 pg / mL)
foi utilizado como controle positivo.

A absorbancia foi medida a 517 nm usando espectrofotdmetro. A atividade
antioxidante dos compostos é expressa em porcentagem de reducdo do DPPH obtida pela
equacao abaixo os resultados serdo apresentados em Concentracdo Efetiva 50% (CEsyo).

Inibi(;éo%: 100 - [(A controle (-) — A amostra ) 1A controle (—)] x 100

Em que:
A controle () = absorvancia da solu¢do de DPPH sem a amostra;
A amostra= absorvancia da amostra com o DPPH.

O valor de Clsp, definido como a concentracdo minima de antioxidante necessaria
para reduzir em 50% a concentracao inicial de DPPH, foi calculado através de regressao
linear do grafico de porcentagem de inibicdo do DPPH (eixo Y) versus concentracdo dos
extratos (eixo X). Para a obtencdo da Clso, foram plotados graficos como os valores de
inibicdo percentual da degradacdo do DPPH versus as concentracfes analisadas. Para fins
de comparacdo foram testados &cido ascoOrbico, por possuirem atividade antioxidante
reconhecida. As curvas analiticas dos padres foram construidas utilizando-se as mesmas

concentragdes utilizadas para os 6leos essenciais.
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4.6 AVALIACAO ANTIFUNGICA

O farmaco utilizado como controle foi a anfotericina B (Sigma-Aldrich®), o qual é

0 padrdo-ouro para tratamento de infec¢Bes por Candida spp. e Cryptococcus neoformans.

Trés diferentes cepas de Candida spp. (Candida albicans ATCC 10234 , Candida
parapsilosis ATCC 22019 e Candida krusei ATCC 6258) e duas cepas de Cryptococcus
neoformans (ATCC 32268 e ATCC 24066) foram utilizadas no experimento. Todas as
cepas de Candida utilizadas nesse estudo foram fornecidas pela micoteca do Laboratério
de Micologia Médica da Universidade Federal do Piaui (CMRV). As cepas de Candida
spp. E Cryptococcus neoformans foram inoculadas em Agar Sabouraud e incubadas a 35
°C por 24h e 48h, respectivamente. Em solucdo salina 0,85%, foi adicionada uma alcada de
micro-organismo e a solucdo obtida foi padronizada em espectrofotdmetro, utilizando o
comprimento de onda de 530 nm, em 90% T. Essa suspensao foi diluida na propor¢éo de
1:50 e, posteriormente, 1:20 em meio RPMI- 1640 tamponado com MOPS (CLSI, 2008).

A técnica de microdiluicdo em caldo foi utilizada para avaliacdo da atividade
antifungica dos Oleos de folhas secas e frescas de Pilocarpus microphyllus. O
procedimento foi realizado com base no protocolo M27-A3 do CLSI, o qual € o protocolo
padrdo para avaliacdo de suscetibilidade de leveduras (CLSI, 2008). A faixa de
concentracdo avaliada para os 6leos foi de 0,097 a 5uL/mL. Para a anfotericina B foi
utilizada a faixa de concentragéo de 0,03 a 16pg/mL. As placas de 96 pocos empregadas
nos testes foram incubadas a 35°C por 48h em estufa. Apds esta etapa foi realizada a leitura
visual, e deste modo, determinadas as Concentrac@es Inibitérias Minimas (CIM). A CIM é
a menor concentracdo do produto avaliado capaz de inibir totalmente o crescimento
fangico. Foram determinadas, para tratamentos em que ndo foi possivel obter a CIM, as
concentracdes capazes de reduzir o crescimento fungico, com relacdo ao controle de
crescimento, em 50% (CIMso) e 90% (ClMoo). Todos os ensaios foram realizados em

triplicata.
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5.1 RENDIMENTO M/M DE EXTRACAO DO OLEO
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Na extracdo do dleo das folhas frescas foram utilizados 6400g de material vegetal,

foi necessario 72 min para que a primeira por¢do do 6leo pudesse ser coletada. No tempo

de 272 min registrou-se que a quantidade de 6leo coletada foi de 10,59 e que a partir desse

tempo a quantidade de 6leo coletada foi significativamente reduzida. Nessas condicdes o

rendimento m/m calculado foi de 0,16 %.

Na extracdo do Oleo das folhas secas foram utilizados, 4500 g de material vegetal,

foi necessario 84 min para que a primeira porcao do 6leo pudesse ser coletada. No tempo

de 300 min registrou-se que a quantidade de 6leo coletada foi de 12,129 e que a parti desse

tempo & quantidade de 6leo coletada foi significativamente reduzida. Nessas condicOes o

rendimento m/m calculado foi de 0,27 %.

O célculo do rendimento foi realizado através da equacéo abaixo:

M ébleo

M planta

x 100

R(%) = R(%) =
Onde:
R(%) = rendimento da producéo do 6leo essencial

M s1e0 = massa do 6leo obtida (em g)

M pianta = massa das folhas

Tabela 1. Rendimento da extracdo do dleo para folhas secas e folhas frescas.

Tempo de Tempo final da Massa de
x x material )
obtencéo da extracao vegetal Rendimento
primeira utilizada (%)
porcao
Folhas frescas 72 min 272 min 6400 g 0,16 %
Folhas secas 84 min 300 min 4500 g 0,27 %
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5.2 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS QUIMICOS DO OLEO ESSENCIAL

DE Pilocarpus microphyllus

Para conhecer a composicdo dos Oleos essenciais € utilizada a técnica de
cromatografia gasosa acoplada espectrometria de massa (CG-EM) (BAKKALI et al., 2008;
BERTINI et al., 2005).

Através da técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa,
detectou-se 24 picos referentes a 24 compostos presentes nos o6leos essenciais de
Pilocarpus microphyllus, dentre os quais encontramos monoterpenos e sesquiterpenos, as
formulas estruturais estdo apresentadas abaixo.

Figura 7. Estrutura dos compostos identificados no 6leo essencial de Pilocarpus microphyllus. (1) Alfa
pineno, (2) limoneno, (3) trans-beta-omiceno, (4) delta eleneno, (5) alfa cubeneno, (6) alfa copaeno, (7) beta
bourboneno, (8) germancreno D, (9) beta elemeno, (10) trans-coriofileno, (11) alfa gaieno, (12) alfa
humuleno, (13) aromadendreno, (14) gama cadineno, (15) isoledeno, (16) tridecanona, (17)
biciclogermacreno, (18) delta guaieno, (19) beta cadineno, (20) Germacreno B, (21) Dehidroaromadendreno,
(22) beta guaieno, (23) beta guaineno, (24) pentanodec-2-ona.
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Por meio do cromatograma representado abaixo foi possivel observar que a
Pentanodec-2-ona ( 36,18 mim) e a-pineno ( 5,67 mim) tem maior e menor tempo de
retencdo respectivamente. Observou-se também que 0 conjunto de compostos
monoterpenicos (1), (2) e (3) mostraram maior afinidade pela fase mével, onde a-pineno,
limoneno e trans-B-omiceno tiveram picos com periodos de retencdo relativamente
pequenos.

Figura 8. Cromatograma referente ao tempo de retengdo dos compostos identificados.
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Revelou-se que o O6leo essencial de Pilocarpus microphyllus tem quantidade
majoritaria dos componentes y-cadineno (14) a 23,53% seguido de trans-cariofileno (10)
21,43% e tridecanona (16) 16,15%.
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Tabela 2. Lista de compostos identificados com seus respectivos indices de Kovats, tempos de retencéo,

similaridade e média da abundancia relativa e desvio padréo.

Pico

© 0O No o W N B

N NONRPR R R R R R R R R
N P, O ©oow~NO® U MWDK RO

IK

941
1010
1026
1328
1341
1370
1379
1385
1386
1416
1436
1448
1459
1481
1491
1497
1496
1505
1523
1557
1577
1689

Tempo
de
retencdo

5,67

8,50

9,15
21,45
21,98
23,15
23,54
23,77
23,84
25,06
25,84
26,49
26,81
27,68
28,10
28,21
28,32
28,68
29,41
30,80
31,62
36,18

Substancia identificada

a-pineno
Limoneno
Trans-B-omiceno
d-elemeno
a-cubeneno
a-copaeno
B-bourboneno
Germancreno D
B-elemeno
Trans-cariofileno
a-guaieno
a-humuleno
Aromadendreno
y-cadineno
Isoledeno
Tridecanona
Biciclogermacreno
d-guaieno
B-cadineno
Germacreno B
Dehidroaromadendreno
Pentanodec-2-ona

Média da

Abundancia relativa
e desvio padréo
relativo

0,80
1,45
0,30
0,49
0,53
4,25
0,35
1,70
3,59
21,43
0,42
2,74
0,78
23,53
1,91
16,15
4,36
3,21
3,61
4,13
0,49
2,52

+ ++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ ++H+ H++ H+ + H+

0,01
0,02
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,04
0,05
0,04
0,01
0,04
0,01
0,12
0,06
0,06
0,03
0,01
0,10
0,02
0,01
0,01
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5.3 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO OLEO ESSENCIAL DE Pilocarpus
microphyllus
Quanto ao ensaio antibacteriano contra as cepas de bactérias Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, ndo se verificou atividade na concentragédo testada (20 pg/mL),
pois as bactérias se mostraram resistentes, com didmetro do halo menor que 2mm.
Acredita-se que esse resultado provavelmente se deva a biosseletividade do o6leo. Este
resultado também pode estar relacionado a baixa difusdo do 6leo no meio de cultura por

causa da volatilidade que o leva rapidamente para fora do meio de cultura.

5.4 ATIVIDADE CITOTOXICA DO OLEO ESSENCIAL DE Pilocarpus

microphyllus

Os o6leos esséncias de diversos vegetais ja se mostraram eficazes quanto ao poder
citotoxico (BHALLA et al., 2013).

Os resultados obtidos da analise in vitro do potencial citétoxico do 6leo essencial
de Pilocarpus microphyllus demonstrou atividade para as quatro linhagens de células
tumorais tratadas: SF-295 (glioblastoma), K-562 (leucemia miel6ide crénica), PC-3
(adenocarcinoma de préstata) e HCT-116 (carcinoma colorretal). Os dados de

concentragao inibitoria em pg/mL para 50% das células foram organizados na tabela 3.

Tabela 3. Valores de Clsp (ug/mL) com um intervalo de confianga de 95% obtido por regressdo nao-linear a
partir de trés experimentos independentes, feitos em duplicata em 4 linhagens tumorais testadas em

comparacdo com a droga convencional (Doxorrubucina).

Amostra K-562 HCT-116 SF-295 PC-3
Oleo extraido 24,3 28,4 24,5 27,8
dasfolnas | (181-327)  (26,3-30,8)  (226-26,7) (21,6-35,83)
frescas.
Oleo extraido 19,1 29,2 24,9 28,7
dasfolhas  (141-260)  (275:3L1)  (224-27.7) (18,0-45,7)
secas.
Doxorrubucina. 2,92 0,01 0,24 0,0016
(2,28-3,73) (0,01-0,02) (0,17-0,36) (0,0014-0,0018)
(Ferraz, SILVA, SILVA, SILVA,
RP.C, (EMF.,  (EMF., (E.M.F. 2015)

2013) 2015) 2015)
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As concentragdes inibitorias (Clso) do dleo essencial de Pilocarpus microphyllus
para a linhagem K-562, foram sastisfatorias, com Clso de 24,3 pg/mL (18,1-32,7) com o
0leo obtido das folhas frescas e Clsp de 19,1 pg/mL (14,1-26,0) com o 6leo obtido das
folhas secas, enquanto que um estudo feito por Xavier (2011) utilizando 6leo essencial de
Lippia microphylla obteve Clso de 60,05 pg/mL (55,28- 65,24) onde foi relatado que a
acdo dos 0leos essenciais de Lippia microphylla na apoptose de células da linhagem K-562
esta parcialmente associada a produgdo de EROs (espécies reativas de oxigénio).

Com relacéo a atividade citotdxica para a linhagem HCT-116 o valor de Clsg foi de
28,4 ug/mL (26,3-30,8) para o0 6leo extraido das folhas frescas e 29, 2 pg/mL (27,5-31,1)
para 0 Oleo extraido das folhas secas. Leandro (2015), obteve valores de Clso para a
linhagem HCT-116 de 48,51 ug/mL (43,42-54,21) e 30,87 ug/mL (26,23-36,34) para 0o
Oleo extraido das folhas e talos de Eperua duckeana respectivamente. Leandro (2015)
também testou a agdo citotoxica do 6leo de Eperua duckeana na linhagem SF-295 obtendo
valores de Clso de 48,51 pg/mL (43,42-54,21) e 30,87 pg/mL (26,23 — 36,34) para o 6leo
extraido das folhas e talos respectivamente, enquanto que, os valores de Clso encontrados
para 0 Oleo essencial de Pilocarpus microphyllus foi de 24,5 pg/mL (22,6-26,7) e 24,9
pug/mL (22,4-27,7) para o Oleo extraido de folhas frescas e secas respectivamente.

Com relacgdo a linhagem de células PC-3, ndo foram encontrados dados na literatura
sobre 6leos essenciais com presenca de atividade citotoxica positiva sobre esse tipo celular.
Entretanto, o 6leo essencial de Pilocarpus microphyllus apresentou atividade citotdxica
também sobre essa linhagem celular com valores de Clso 27,8 pg/mL (21,6-35,8) e 28,7
pug/mL (18,0-45,7) para o 6leo extraido de folhas frescas e secas respectivamente.

A presenca de alguns compostos no 6leo essencial de Pilocarpus microphyllus pode
ser responsavél pelo seu potencial citotdxico, o trans-cariofileno um do componentes
majoraitarios com percentual de 21,43% ja foi descrito na literatura como agente
anticarcinogenico por meio de vias apoptéticas e inibicdo de proliferacdo de células
tumorais (ROSA C.S.et al.,2016).

Estudos com 6leos essenciais de Xylopia laevigata mostraram grande concentracdo
do componente y-cadineno e 0 no mesmo estudo foi constatado o potencial antitumoral
desses 6leos. E notoério que o componente encontrado em maior concentragéo (23,53%) no

oOleo essencial de Pilocarpus microphyllus também y-cadineno. Desta forma ha um indicio
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de que este componente esteja relacionado aos efeitos citotdxicos de células tumorais
(QUINTANS J. S. S. et al., 2012).

Nos resultados obtidos pode-se observar que ndo houve diferenca significativa
quanto a ultilizacdo das folhas secas ou folhas verdes, os picos cromatograficos
apresentaram-se semelhantes para analise dos oleos retirados das folhas secas e verdes, o
que indica que essas substancias apresentam estabilidade ao calor.

5.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO OLEO ESSENCIAL DE Pilocarpus

microphyllus

Foi determinado por meio da técnica de DPPH. Os 6leos essenciais de Pilocarpus
microphyllus apresentaram satisfatéria atividade antioxidante. Os testes mostraram que
houve diminuicdo na concentracdo do DPPH, o que significa que espécie analisada quanto
ao seu potencial antioxidante causou reducdo DPPH. A absorbancia dessa maneira
apresentou diminuicdo, pois os grupos croméforos do DPPH responsaveis pela absorcéo
tiveram sua concentracdo diminuida. As médias de inibicdo percentual sdo dadas nas
tabelas abaixo:

Tabela 4. Inibicdo percentual da absorbancia em funcéo da concentracdo das amostras.

Folhas  Abs. Abs. Abs. Média %
secas amostral  amostra 2 amostra 3 inib

0,01 1,059 1,058 1,058 13,04%
0,02 0,949 0,949 0,948 22,05%
0,03 0,632 0,632 0,632 48,07%
0,04 0,326 0,326 0,328 73,16%
0,06 0,304 0,304 0,303 75,05%
0,07 0,279 0,279 0,279 77,07%
0,09 0,254 0,243 0,239 79,84%
0,1 0,213 0,213 0,213 82,50%
0,2 0,162 0,161 0,16 86,77%

CN 1,121
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Tabela 5. Inbicdo percentual em fungéo da absorbancia das amostras acido Ascorbico.

Ac. Asc. Abs.Amostra Abs.Amostra Abs.Amostra Média

Concentracoes 1 2 3 % inib
0,01 0,986 0,986 0,986 12,04%
0,02 0,785 0,785 0,784 30,00%
0,03 0,649 0,649 0,649 42,11%
0,04 0,48 0,479 0,479 57,24%
0,06 0,153 0,151 0,15 86,50%
0,07 0,096 0,096 0,096 91,44%
0,09 0,094 0,094 0,094 91,61%
0,1 0,093 0,093 0,093 91,70%
0,2 0,089 0,089 0,089 92,06%

CN 1,121

Tabela 6.

Inibicdo percentual em funcéo da absorbancia das amostras para folhas frescas.

FF Absorcdo  Absorcdo  Absorcdo  Média de

Concentracdo daamostra daamostra daamostra Absorcdo

1 2 3 percentual

0,01 1,835 1,835 1,835 4,13%

0,02 1,688 1,751 1,812 8,55%

0,03 1,765 1,763 1,771 7,72%

0,04 1,486 1,487 1,486 22,34%

0,06 1,543 1,547 1,556 19,09%

0,07 0,936 0,936 0,937 51,08%

0,09 1,037 1,044 1,067 45,18%

0,1 1,272 1,277 1,295 33,05%

0,2 0,609 0,608 0,608 68,22%

CN 1,914

A partir dos gréaficos de regressdo foram calculados os valores de Clso mostrados na
tabela 7 abaixo.

Tabela 7. Valores de concentracdo inibitéria percentual (Clses) em pg. mL™ para atividade antioxidante
dos extratos das folhas secas, frescas e acido ascérbico (controle positivo).

Valor médio de Clso Desvio Padrao
Folhas secas 4,7 + 0,0000044
Folhas frescas 15, 3 +0,0034
Acido Ascorbico 41 +0,0035

De acordo com os dados da tabela a concentragdo inibitoria das folhas secas é
semelhando aos valores de concentragdo inibitoria do antioxidante comercial o &cido
Ascorbico, nota-se também que as folhas secas apresentaram-se aproximadamente trés

vezes mais eficientes se quando comparadas as folhas frescas. Outros trabalhos testaram
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6leos essenciais quanto a sua atividade antioxidante. Andrade M. A et al., (2012) testam o
dleo essencial pelo método do DPPH de C. nardus obtendo Clsos de 517,40 pg.mL™t .
Camelia sinensis, Cinnamonum zeylanicum, Eugenia aromatica, Camelia sinensis,
apresentaram valores de Clso de 140 pg.mL™?, 370 pg.mL?, 460 pg.mL%, 760 pg.mL?, 960
ug.mL? respectivamente (MORAIS S. M, 2009).

5.6 ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO OLEO ESSENCIAL DE Pilocarpus microphyllus.

O oleo essencial das folhas frescas do Pilocarpus microphyllus apresentou
atividade antifungica para as cepas: Cryptococcus neoformans ATCC 32269, Cryptococcus
neoformans ATCC 24066, Candida krusei ATCC 6258, Candida parapsilosis ATCC
22019, mas ndo inibiu Candida albicans ATCC 10231. A tabela 8 mostra os valores de

concentracdo minima inibitoria.

Tabela 8. Valores de concentracdo minima inibitoria (CIM) para folhas frescas.

Cepas CIM

Cryptococcus neoformans ATCC 32269 0,156 pL/mL
Cryptococcus neoformans ATCC 24066 2,5 uL/mL

Candida krusei ATCC 6258 5 uL/mL
Candida parapsilosis ATCC 22019 CIMso: 2,5uL/mL/ ClMgo: 5pL/mL
Candida albicans ATCC 10231 > 5uL/mL (N&o inibiu)

O oleo essencial das folhas secas do Pilocarpus microphyllus apresentou atividade
antifngica apenas para as cepas: Cryptococcus neoformans ATCC 32269 e Cryptococcus
neoformans ATCC 24066, mas ndo inibiu Candida krusei ATCC 6258, Candida
parapsilosis ATCC 22019, Candida albicans ATCC 10231. A tabela 9 mostra os valores

de concentracdo minima inibitdria.
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Tabela 9. Valores de concentragdo minima inibitéria (CIM) para folhas secas.

Cepas

CIM

Cryptococcus neoformans ATCC 32269
Cryptococcus neoformans ATCC 24066
Candida krusei ATCC 6258

Candida parapsilosis ATCC 22019
Candida albicans ATCC 10231

0,625 pL/mL

MIC 50: 2,5 pL/mL

> 5uL/mL (Né&o inibiu)

MIC > 5uL/mL (N&o inibiu)
MIC > 5uL/mL (N&o inibiu)

Na tabela 10 aparecem os valores de concentracdo minima inibitéria para droga

padrédo Anfotericina B. Nesta pode-se notar que os valores de CIM foram

aproximadamente 10 vezes maiores de comparados as valores encontrado para o 6leo das

folhas frescas e aproximadamente 25 vezes maior se comparado as folhas secas para a

inibicdo de Cryptococcus neoformans ATCC 32269.

Tabela 10. Valores de concentragdo minima inibitéria (CIM) para Anfotericina B.

Cepas CIM
Cryptococcus neoformans ATCC 32269 16 pg/mL
Cryptococcus neoformans ATCC 24066 4 ng/mL
Candida krusei ATCC 6258 1 pg/mL
Candida parapsilosis ATCC 22019 2 pg/mL
Candida albicans ATCC 10231 1pg/mL

Estes resultados podem ser entendidos pelo fato de os compostos do 6leo terem

maior atividade por fungos leveduriformes, como € o caso do antifungico fluconazol.

Outra explicagdo para os fungos filamentosos terem sido resistentes apesar da

concentracéo utilizada ser maior € a questdo do tempo de incubacédo, que é bem superior ao

das leveduras, e por isso o 0leo pode volatilizar, ndo exercendo sua atividade.

Alguns estudos ja mostraram que 60% dos Oleos esséncias apresentam atividade

antibacteriana (OLIVEIRAR. A. G., 2006).



40

6. CONSIDERACOES FINAIS
Neste estudo, os resultados obtidos mostraram que o 6leo essencial extraido a
partir das folhas de Pilocarpus microphyllus ndo demonstrou atividade antibacteriana
contra as cepas de bactérias testadas na concentracdo utilizada, provavelmente devido a
devido a biosseletividade desse extrato.

Por outro lado, o 6leo demonstrou atividade antitumoral em ensaios in vitro, visto
que, apresentou potencial citotoxico diante das quatro linhagens de células tumorais
humanas que foram testadas, com resultados satisfatorios em comparacéo a outros 6leos
relatados na literatura com a mesma atividade. Apresentou atividade contra cepas de
fungos Candida spp. e Cryptococcus neoformans, além de serem eficaz contra radicais
livres quando testado pelo método DPPH, portanto pode representar uma nova abordagem

contra esses agentes causadores diversas patologias.

Os testes cromatograficos mostraram cromatogramas semelhantes para folhas
secas e frescas 0 que tornou evidente que estas substancias apresentam estabilidade ao
calor, no entanto, os ensaios biolégicos mostraram que estes compostos reagiram de forma
diferente nas situagdes estudadas.

Diante disso pode-se afirmar que este estudo contribui para o desenvolvimento de
novas pesquisas na area com o intuito de conhecer melhor as propriedades farmacoldgicas
e mecanismos de acdo do dleo essencial de Pilocarpus microphyllus e seus componentes.
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Apéndice

Abaixo sdo apresentados gréficos de regressdo linear para o extrato das folhas
secas, frescas e Acido Ascorbico, todos em triplicata, em que o percentual de inibicdo do
DPPH (eixo Y) estar em fungédo da concentracdo dos extratos (eixo X).

Gréfico 2. Regressdo linear do extrato das folhas secas para primeira amostra.
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Gréfico 3. Regressdo linear do extrato das folhas secas para segunda amostra.
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Graéfico 4. Regressao linear do extrato das folhas secas para terceira amostra.
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Grafico 5. Regresséo linear do extrato das folhas frescas para primeira amo
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Grafico 6. Regressao linear do extrato das folhas frescas para segunda amostra.
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Grafico 7. Regressao linear do extrato das folhas frescas para terceira amostra.
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Grafico 8. Regressao linear do acido Ascorbico para primeira amostra.
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Grafico 9. Regressao linear do acido Ascorbico para segunda amostra.
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Gréfico 10. Regressdo linear do acido Ascorbico para terceira amostra.
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