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RESUMO

SILVA, SILVANIA DE SOUSA. Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia
Goiano — Campus Rio Verde — GO, fevereiro de 2015. AVALIACAO DA
ATIVIDADE TRIPANOCIDA E CITOTOXICA in vitro DOS OLEOS
ESSENCIAIS DE PLANTAS NATIVAS DO CERRADO BRASILEIRO.
Orientadora: Cristiane de Melo Cazal. Coorientadora: Cassia Cristina Fernandes Alves.

Uma das principais doencas tropicais negligenciadas é a doenca de Chagas (DC),
causada pelo Trypanosoma cruzi. No Brasil, a regido de alta prevaléncia da doenca
abrange uma &rea que vai do Maranhdo até o Rio Grande de Sul. O tratamento da DC é
feito normalmente com os antiparasitarios Benzonidazol e Nifurtimox que possui
diversos efeitos colaterais. O mercado de produtos naturais vem crescendo a cada ano e
a utilizacdo de plantas tem se destacado como alternativa para desenvolvimento de
novos medicamentos para cura dessa doenca. Neste contexto o presente trabalho
descreve o estudo quimico dos 6leos essenciais das folhas de Zanthoxylum riedelianum,
Zanthoxylum rhoifolium e Kielmeyera coriacea e dos frutos da Xylopia aromatica e
Zanthoxylum rhoifolium, bem como a capacidade tripanocida e efeitos citotoxicos dos
mesmos. O material vegetal foi coletado no municipio de Ipora-GO e submetidos a
hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger para obtencdo dos dleos essenciais. As
analises quimicas dos Oleos foram realizadas em cromatdgrafo gasoso acoplado em
espectrometro de massas. Para a realizacdo do ensaio da atividade tripanocida formas
tripomastigotas foram adicionados em placa de microtitulacdo de 96 pocos e
posteriormente adicionados 0s 6leos essenciais e ap6s 24 horas de incubacdo, foi
realizada a verificacdo da atividade bioldgica através da quantificacdo direta dos
parasitas vivos em cdmara de Neubauer levando em consideracdo a motilidade flagelar
dos protozoarios. Para a avaliacdo da atividade citotoxica fibroblastos da linhagem
LLCMK; foram adicionados em placa de microtitulacdo de 96 po¢os e posteriormente
adicionados os 0leos essenciais e apos 24 horas de incubacdo fez-se a verificacdo de
células viaveis através do método MTT. Os 0leos essenciais que apresentaram melhores
atividade tripanocida foram os das folhas Kielmeyera coriacea (ICs 6,4 pg mL™) e
frutos Xylopia aromatica (ICs, 6,4 pug mL™), seguidos pelo 6leo dos frutos Zanthoxylum
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rhoifolium (ICs 8,1 pg mL™).0s 6leos essenciais da folhas Zanthoxylum riedelianum
(ICs 13,1 pg mL™), folhas Zanthoxylum rhoifolium (ICs, 29,5 pug mL™) também
apresentaram Otima atividade mesmo possuindo valores de concentracfes inibitorias
mais elevadas quando comparados com o controle positivo benzonidazol (1Cs, 9,8 g
mL™). Todos os 6leos essenciais apresentaram toxicidade contra células LLCMK;, em
concentragdes maiores que 100 pug mL™, sendo assim considerados de baixa
citotoxidade. Desta forma podemos considerar todos os 6leos essenciais excelentes
candidatos para investigacdo de nova droga antiparasitaria.

PALAVRAS CHAVE: Doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, 6leo essencial,

antiparasitario.
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ABSTRAT

Chagas disease (CD) is a major neglected tropical disease that is caused by
Trypanosoma cruzi. In Brazil, a high prevalence of the disease is observed in the
geographic area reaching from the state of Maranh&o to Rio Grande do Sul. CD is
usually treated with the antiparasitic drugs benznidazole and nifurtimox, which have
several side effects. The market for natural products has grown considerably, and the
use of plants has emerged as an alternative for the development of novel drugs to cure
this disease. In this context, this study describes the chemical analysis of the essential
oils from the leaves of Zanthoxylum riedelianum, Zanthoxylum rhoifolium, and
Kielmeyera coriacea and the fruits of Xylopia aromatica and Zanthoxylum rhoifolium as
well as the trypanocidal and cytotoxic activities of these compounds. The plant material
was collected in the municipality of Ipord, state of Goias, and was subjected to
hydrodistillation in a Clevenger-type apparatus for extraction of the essential oils. The
chemical analysis of the oils was performed by gas chromatography coupled to mass
spectrometry. To perform the trypanocidal activity assay, trypomastigotes were added to
a 96-well microtiter plate followed by the addition of the essential oils. After a 24-h
incubation period, the biological activity was assessed through the direct quantitation of
live parasites in a Neubauer chamber by observing the flagellar motility of the protozoa.
For evaluation of the cytotoxic activity, fibroblasts of the LLCMKj cell line were added
to a 96-well microtiter plate, followed by the addition of the essential oils. After a 24-h
incubation period, the viable cells were assessed using the MTT method. The essential
oils with the strongest trypanocidal activity were those from the leaves of Kielmeyera
coriacea (ICs of 6.4 pg mL™) and the fruits of Xylopia aromatica (ICso of 6.4 pg mL’
1, followed by those from the fruits of Zanthoxylum rhoifolium (ICso of 8.1 ug mL™).
The essential oils from the leaves of Zanthoxylum riedelianum (ICso of 13.1 pg mL™)
and Zanthoxylum rhoifolium (ICsy of 29.5 pg mL™) also showed excellent activity,
although their inhibitory concentration values were higher than those of the positive
control, benznidazole (ICsp of 9.8 ug mL™). All of the essential oils were toxic to
LLCMK; cells at concentrations of >100 pug mL™ and, therefore, were considered to
have low cytotoxicity. In conclusion, our results indicate that these essential oils are
excellent candidates for the investigation of novel antiparasitic drugs.

KEYWORDS: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, essential oil, antiparasitic drugs.



1. INTRODUCAO

As doencas tropicais negligenciadas (DTNs) sdo infec¢Ges debilitantes que
afetam mais de um bilhdo de pessoas no mundo. Populagdes desfavorecidas que vivem
em areas rurais remotas, favelas urbanas ou zonas de conflito de paises subdesenvolvido
ou em desenvolvimento, possuem maior risco de se infectarem com DTNs (MOREL,
2006; SCHMIDT et al., 2012).

Uma das principais DTNs é a doenca de Chagas (DC), descoberta e descrita por
Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas (Carlos Chagas) em 1909. A DC humana €
causada pelo Trypanosoma cruzi, um protozoario flagelado, que necessita de dois
hospedeiros, triatomineo (invertebrado) e mamifero (vertebrado), para completar seu
ciclo evolutivo (REY, 2013; MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Estima-se quel0 milhdes de pessoas, ha América latina, estejam contaminadas
com a DC, havendo um acréscimo de mais de 40 mil novos casos anuais. (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2014).

No Brasil, a regido de alta prevaléncia da DC humana abrange uma area de trés
milhdes de quildmetros quadrados, desde o Maranhdo até o Rio Grande de Sul. S&o
cerca de 2.450 municipios, envolvendo mais de 28 milhdes de pessoas expostas ao risco
de contaminagdo (CIMERMA & CIMERMA, 2010; MARTINS-MELO et al., 2012).

O tratamento da DC ¢ feito com os antiparasitarios Nifurtimox e Benznidazol
com indices de cura de 60-80% na fase aguda da doenca, sendo que no Brasil apenas o
Benznidazol é liberado pela ANVISA (Agencia Nacional de Vigilancia e Inspecao
Sanitéria), uma vez que o nifurtimax possui diversos efeitos colaterais agressivos,
debilitando muito o paciente (DIAS & DESSQY, 2009). Adicionalmente, a terapéutica
da doenca de Chagas continua parcialmente ineficaz apesar dos esforcos de laboratérios
e pesquisadores. Varias drogas tém sido testadas sem resultados positivos para a cura

definitiva, devido a resisténcia natural de algumas cepas de parasitas (NEVES, 2011).



O mercado de produtos naturais, como extratos e 6leos essenciais de plantas,
vem crescendo a cada ano, e a utilizacdo de plantas tem sido colocada como alternativa
para desenvolvimento de novos medicamentos para cura desta doenca tendo em vista o
grande potencial de compostos antimicrobianos e antioxidantes (PRAKASH et al.,
2012.; VIUDA-MARTOS et al., 2011). Recentemente pesquisas realizadas com o 6leo
essencial dos frutos de Piper cubeba em formas tripomastigotas e amastigotas, de
Trypanosoma cruzi in vitro isoladas a partir de uma linhagem de cultura de células
LLCMKZ2, se mostrou bastante eficaz (ESPERANDIM et al., 2013). Trabalho realizado
por Ferreira e colaboradores (2013), com substancias isoladas a partir de extratos de
espécies de Miconia, aplicadas em formas tripomastigotas, demonstrou eficaz atividade
tripanocida.

O Cerrado tem se tornando um patriménio natural brasileiro pela diversidade e
endemismo das espécies bioldgicas, sendo uma importante fonte de novas substancias
naturais e 6leos essenciais com diferentes atividades bioldgicas (PARRON et al., 2008).

As espécies Zanthoxylum riedelianum, Zanthoxylum rhoifolium e Kielmeyera
coriacea e Xylopia aromatica, sdo plantas existentes no cerrado brasileiro (LORENZE,
20014). Estudos comprovam que todas essas espécies apresentam atividades bioldgicas
antiparasitarias (FACUNDO et al., 2005; MESQUITA et al., 2007; SOBRAL et al.,
2009; PEREIRA, 2010).

Os pesquisadores veem essa situacdo como um problema que afeta a salde
diretamente e causa grande impacto socio econdmico, aumentando a pobreza em um
namero consideravel da populacdo. Assim, esforcos para encontrar uma droga eficaz
que leve a cura definitiva dessa doenca e a melhor qualidade de vida das pessoas por ela
atingida cresce a cada ano (SCHMIDT et al., 2012). Nesta perspectiva, o presente
trabalho teve como objetivo analisar a composicdo quimica dos 6leos essenciais das
folhas de Zanthoxylum riedelianum, Zanthoxylum rhoifolium e Kielmeyera coriacea e
dos frutos da Xylopia aromatica e Zanthoxylum rhoifolium, bem como avaliar sua

atividade tripanocida e atividade citotoxica.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doenga de Chagas
2.1.1 Agente Etiologico - Trypanosoma cruzi

A Doenca de Chagas é reconhecida pela Organizacdo Mundial de Saide como
uma das 17 doengas tropicais negligenciadas do mundo (GUHL & RAMIREZ, 2013,
MUNOZ-SARAVIA et al., 2012).Conhecida também como tripanossomiase americana
humana é uma antropozoonose (infeccdo transmitida ao homem por um reservatério
animal) Os reservatorios naturais da DC sdo marsupiais e mamiferos placentarios. A
doenga em humanos é resultado da invasdo de estabelecimentos naturais de vetores por
habitacGes humanas que estdo em areas endémicas da doenca por causa das condigdes
socio econémicas, em sua maioria zonas rurais (WHO, 2008).

A DC possui como agente etiolégico o Trypanosoma cruzi, um protozoario
flagelado, pertencente a ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae, que
necessita de dois hospedeiros para completar seu ciclo evolutivo, um vertebrado
(mamiferos) e um invertebrado (hemipteros hematéfagos da familia Reduvidae e
subfamilia Triatominae), que séo insetos sugadores de sangue como Triatoma infestans,
Panstrongylus megistus e outras espécies conhecidas como barbeiros (REY, 2013).

O Trypanosoma cruzi é digenético com ampla distribuicdo na natureza, dotado
de grande diversidade genética sendo agrupados, mediante ao perfil molecular em
cepas. (SOUZA, 2000). As cepas se diferem genética, apresentando comportamento,
morfologia, quadros clinicos, patogenicidade e parasitemia diferentes. Estudos sobre o
comportamento biologico do T. cruzi e seus perfis histopatologicos em animais tém
ajudado agrupar as cepas em tipos ou biodemas. (ANDRADE & MAGALHAES, 1997).

A transmissdo pelo vetor (invertebrado/triatomineo) é a que tem maior
importancia epidemioldgica, ocorrendo quando o triatomineo contrai o protozoario de
especies chamadas de reservatorios naturais como macaco, gamba e outros mamiferos

placentarios (desenvolvimento das crias se processa no interior do Utero, onde o feto é
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alimentado pela placenta), pela sucgdo do sangue dos mesmos. A infeccdo em humanos
ocorre pela penetracdo do Trypanosoma cruzi na forma tripomastigota eliminada nas
fezes ou na urina do vetor durante o hematofagismo (ingestdo do sangue) em solucdo de
continuidade da pele ou mucosa (DE SOUZA 1984, NEVES, 2011). Essa infeccédo
também pode ser transmitida oralmente pela ingestdo de alimentos como caldo de cana
e acai, transfusdo de sangue, ou transmisséo congénita (COURA, 2007).

O ciclo biologico do Trypanosoma cruzi (Figura 1) se perpetua através do
triatomineo vetor, que ao se alimentar do sangue de um mamifero infectado, ingeri
também formas tripomastigotas do parasita que por sua vez irdo transformar em
epimastigotas, formas extracelulares replicadoras, no intestino médio do inseto. Ja no
intestino posterior essas formas vao se diferenciar para tripomastigotas metaciclicos
infectantes, que serdo depositadas juntamente com as fezes ou urina do inseto quando
este se alimentar de outro mamifero (1). Estas formas do parasita entram no organismo
do mamifero através da pele ferida e infligida pela picada do vetor ou pela mucosa
permissiva ou membranas conjuntivas, podendo invadir praticamente qualquer célula
nucleada (2). Dentro da célula ocorrerd a transformacdo das formas tripomastigotas
metaciclicos para formas amostigotas, que irdo se multiplicar por divisdo binéria
simples longitudinal, e em seguida ocorrera a diferenciacdo das formas amastigotas para
formas tripomastigotas (3-4). Ao romperem a célula cairdo na corrente circulatéria e
atingirdo outras células de qualquer tecido ou orgdo (5), assim podendo estar
disponiveis para cumprir novo ciclo (6) (SCHMUNIS & YADON, 2010; TOSO et al.,
2011; NEVES, 2011,;).

Figura 1: Ciclo reprodutivo do Trypanosoma cruzi
(http://www.sobiologia.com.br/conteudos/Reinos/DoencadeChagas.php, Acesso 14/01/2015)
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2.1.2 Sintomas da DC

Na fase aguda da DC, ou seja, no inicio da infec¢do a quantidade de parasita é
muito elevada, podendo ate mesmo causar a morte do hospedeiro, principalmente se for
crianca (REY, 2013). A doenca pode apresentar nesta fase sintomas como aparecimento
de lesBes dentro de 4-10 dias apos a infeccdo e manifestacbes gerais como febre, edema
localizado e generalizado, poliedemia, hepatomegalia, esplenomegalia, insuficiéncia
cardiaca e perturbacdes nervosas, ou também pode ser assintomatica (auséncia de
sintomas) (NEVES, 2011; REY, 20113). Caso o hospedeiro adquira resposta imune
capaz de diminuir o numero de parasitas e a intensidade da infeccdo, a doenca passa
para a fase Cronica. Esta fase se desenvolve lentamente ap6s 10 a 15 anos de infeccdo
do parasita (NEVES 2011).

Apdbs permanecerem na fase crénica da doenca por varios anos sem nenhum
sintoma, 0s chagasicos, pessoas que possuem a DC, podem comecar a apresentar
sintomas relacionados com os sistemas cardiocirculatorio e digestivo. Um dos principais
sintomas € a insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), que € provocada pela destruicdo
da massa muscular cardiaca pelo processo inflamatério de anos. Além da ICC
fendmenos tromboembdlicos sdo bem frequentes. Estes problemas podem evoluir
clinicamente ate a morte do chagésico (REY, 2013). No sistema digestivo surgem as
alteracdes morfoldgicas como o megaesdfago, dilatacdo do es6fago, que provoca
sintomas como disfagia, odinofagia, dor retroesternal, tosse, sialose e ainda megacélon,
dilatagbes dos colos sigmoide e reto, provocando complicagdes como obstrucédo
intestinal e peritonite (CIMERME & CIMERMA, 2010).

2.1.3 Tratamento da Doenca de Chagas

O tratamento da DC é feito apenas por dois medicamentos, o Nifurtimox (5-
nitrofurano), que ndo é utilizado no Brasil, tendo sua comercializacdo proibida pela
ANVISA, uma vez que possui diversos efeitos colaterais agressivos e o Benznidazol (2-
nitroimidazole), que teve sua producdo bastante reduzida. Ambas as drogas sdo
derivadas do nitroheterociclico. Sdo prescritos e podem ser utilizados apenas com
supervisdo médica adequada, tanto para a fase aguda, quanto para pacientes com a
forma indeterminada da doenca cronica. (DIAS & DESSOY, 2009; World Health
Organization, 2013).



No entanto os dois medicamentos, teem suas ac¢les limitadas, uma vez que
dependem da fase da doenca, variabilidade genética da cepa, e condicdes fisiologicas do
hospedeiro. O Indices de cura de desses medicamentos varia entre 60 % a 80% na fase
aguda da doenca. Quando utilizados em pacientes na fase crénica, podem retardar ou
prevenir o desenvolvimento de sintomas. (GARCIA et al., 2005; RASSI et al.,2010)

O Benznidazol atua por intermediarios nitroredutores modificando o mecanismo
covalente das macromoléculas dos parasitas como 0 DNA, e assim provoca a perda da
capacidade de multiplicacdo Ja para o mecanismo de ac¢éo do Nifurtimox supoe-se que a
producdo de um radical superoxido, perdx provoque a inibicdo da redutase tripanotiona,
uma enzima antioxidante de defesa especifica do parasita. A falta desta enzima leva a
acumulacdo de perdxido de hidrogénio no parasita para niveis citotoxicos, ocasionando
a morte do mesmo (VAN VOORHIS,1990; COURA & DE CASTR02002).

Tanto Nifurtimox, quanto o Benznidazol causam efeitos colaterais temporarios
em até 40% dos pacientes que os utilizam, tais como irritacbes na pele e sistema
digestivo, toxicidade cerebral, anorexia e vomitos.( VIOTTI et al.,1994)

Assim, a busca de novas substancias que possam ser mais eficazes contra a DC e
que ndo provoque tanto efeitos colaterais ao paciente, continua sendo um desafio para a

ciéncia.

2.2 Oleos essenciais

Os 6leos essenciais sdao compostos produzidos pelas plantas como metabolitos
secundérios a partir dos metabolitos primarios. S&o responsaveis pelo odor
caracteristico das plantas, interacdo planta-inseto, protecdo contra perda de agua e
aumento da temperatura foliar. Suas principais caracteristicas sdo volatilidade,
insolubilidade em &gua e facilidade de oxidacdo (NASCIMENTO et al., 2007;
MORAIS, 2009). Os 6leos essenciais sdo compostos por moléculas lipofilicas, com
baixo peso molecular, volateis, constituidos de hidrocarbonetos (terpenos e
sesquiterpenos) e compostos oxigenados (alcoois, éteres, aldeidos, cetonas, lactonas e
fenois) (NERIO et al., 2010).

Existem diversas aplicabilidade para os Oleos essenciais, como exemplo
perfumaria, cosméticos, alimentos e medicamentos. S80 empregados principalmente
como aromas, fragrancias, fixadores de fragrancias e em composic¢Ges farmacéuticas.

Podem ser comercializados na sua forma bruta ou beneficiada, fornecendo substancias
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purificadas como o limoneno, citral, citronelal, eugenol, mentol e safrol (SILVA-
SANTOS et al., 2006)

Os oleos essenciais podem estar presentes em partes diversas da planta tais
como, flores, folhas, frutos, cascas e rizomas, apresentando composices e
concentragOes diferentes, isso ocorre por estimulos decorrentes do ambiente no qual a
planta se encontra, podendo redirecionar a rota metabolica, ocasionando a biossintese de
diferentes compostos, uma vez que os metabdlitos secundarios representam uma relagédo
quimica entre as plantas e 0 ambiente (QUEIROZ,1993; MORAIS, 2009). Fatores como
interagBes da planta com microrganismos, insetos e outras plantas também podem afetar
a composicdo dos 6leos essenciais, assim como, idade e estadio de desenvolvimento da
planta, luminosidade, temperatura, pluviosidade, nutricdo, clima, solo, época e forma de
plantio, adubacéo, uso de agrotoxicos, irrigacdo, tempo e condi¢des ambientais, época e
horéario de coleta, técnicas de colheita e pds-colheita, proveniéncia do material da planta
(fresco ou seco), técnica de extracdo, variacdo geografica (FONSECA, 2001;
NASCIMENTO, 2007).

A extracdo dos 6leos essenciais pode ser feita por diversas técnicas tais como
maceracao, expressdo do pericarpo de frutos citricos, extracdo por solventes organicos,
gases supercriticos (CO,), micro-ondas e arraste a vapor (hidrodestilagdo). Sendo esta
ultima a técnica mais utilizada (SILVA-SANTOS et al., 2006; MORAIS, 2009).

Para a identificacdo dos compostos quimicos existentes nos 0leos essenciais é
necessario a utilizacdo de cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro de massa
(CG-EM). Os constituintes dos Oleos sdo entdo definidos comparando dados da
literatura do equipamento e o indice de Kovats de cada composto (MACHADO &
FERNANDES JUNIOR, 2011).

Ultimamente os 6leos essenciais vem sendo excessivamente estudados como
uma nova alternativa para desenvolvimento de medicamentos antiparasitarios. Pesquisas
recentes mostraram que o Oleo essencial de Cinnamomum verum demonstrou ser
extremamente eficaz nas trés formas de desenvolvimento de Trypanosoma cruzi
(epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas) e na diferenciacdo in vitro deste parasita
(AZEVEDO et al., 2014). Estudos realizados por Escobar e colaboradores (2010) com
oleos essenciais de diferentes espécies de Lippia spp, demonstrou ter importante

atividade contra Leishmania chagasi e Trypanosoma cruzi.



Outro estudo realizado com a combinagéo de citral, eugenol e timol, principais
constituintes dos 6leos essenciais de Cympobogon citratus (capim-limédo), Syzygium
aromaticum (cravo) e Thymus vulgaris (tomilho) respectivamente, sobre a proliferacdo
dos tripanosomatideos Crithidia fasciculata e Trypanosoma cruzi demonstraram que a
combinacéo tripla dos compostos, foram cerca de 2 e 16,5 vezes respectivamente, mais
efetivo em comparagdo com compostos isolados. Os dados mostraram que a
combinacdo de componentes de 6leos essenciais resultou em aumento de atividade
inibidora sobre o crescimento de ambas as espécies tripanosomatideos (AZEVEDO &
SOARES, 2013).

Pesquisa realizada com dois terpendides isolados, cariofileno e eugenol,
mostraram resultados positivos quando comparados ao antiparasitario Benzonidazol,
sendo capaz de inibir, em menores concentracdes, o crescimento dos parasitas testados,
resultando em uma alternativa contra Trypanosoma cruzi e Leishmania brasiliensi. O
cariofileno inibiu 100% dos parasitas da Leishmania brasiliensis, nas concentragdes de
100 e 50 pug mL™ e eliminou 67 % dos protozoarios de Trypanosoma cruzi na
concentracdo de 100 ug mL™. O cariofileno também demonstrou ser mais eficaz que o

eugenol no controle destes parasitas (LEITE et al., 2013).

2.3 Plantas estudadas

2.3.1 Xylopia aromatica (Annonaceae)

A Xylopia aromatica (Lam.) Mart possui sinonimia botanica de Uvuaria
aromatica e Xilopia grandeflor. E conhecida popularmente como pimenta-de-macaco
ou pimenta-de-negro. E uma planta semidecidua, helidfita, caracteristica do cerrado e
campo cerrado, de distribuicdo ampla e descontinua, ocorre principalmente nos estados
de Minas Gerais, Goias, Mato grosso, Matogrosso do Sul e Sdo Paulo, mas presente
apenas em baixo nivel populacional (LORENZI, 1998; SAUTU et al., 2007).

Suas caracteristicas morfologicas apresentam altura de 4-6 m, com tronco de 15-
25 cm, revestido por casca com ritidoma subescamoso. Folhas alternas, simples
lanceoladas tomentosas em ambas as faces, com nervuras primarias impressas na face
adaxial de 6-14 cm de comprimento. Suas flores s@o brancas, bissexuais, monoclinas,
sépalas conatas na base, botBes piramidais (Figura 2). Frutos apocarpicos, foliculares,

deiscentes e aromaticos. Sua floracdo pode ocorrer até duas vezes por ano, com maior



intensidade nos meses de setembro a novembro e a maturacdo dos frutos entre 0s meses
de abril a julho. (DIAS, 1988; LORENZI 2014).

Figura 2: Folhas e frutos de Xylopia aromatica. (Arquivo pessoal)

Existem cerca de 150 espécies do género Xylopia distribuidas nas regides
tropicais do mundo. O Brasil apresenta 32 espécies de Xylopia descritas, distribuidas
nas cinco regides do pais (MAAS et al., 2010).

Os frutos da Xilopia aromética sdo usados popularmente por suas propriedades
estimulantes e afrodisiacas. Alguns frutos de espécies de Xylopia, inclusive a Xylopia
aromatica, também sdo usados como condimento, principalmente no tempero de carnes,
como substituto da pimenta do reino por apresentarem semelhante odor, no entanto mais
suave (MAIA et al., 2005).

Estudos realizados com extratos de Xylopia aromatica demonstraram que essa
espécie é eficaz no controle de parasitas, sendo utilizado frequentemente como
antiparasitario, fungicida, antibacteriano e inseticida (STASHENKO et al., 2004).
Estudo realizado por Osério e colaboradores (2007) com extrato de 6 espécies da
familia Annonaceae, incluindo a Xylopia aromatica, demonstrou que esta espécie é
eficiente no controle dos parasitas Leishmania sp. para formas promastigotas e
Trypanosoma cruzi. O extrato de Xylopia aromatica também foi pesquisado frente ao
Plasmodium falciparum, parasita causador da malaria, e demonstrou-se bastante eficaz
(MESQUITA et al., 2007).

Estudos quimicos de Xylopia aromatica identificaram a presenca de alguns
terpenos, incluindo monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e esterois, porem em

outras espécies de Xylopia ja foram identificados alcaloides do tipo isoquinolinicos
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(EZEKWESELI et al., 2010). Em outros trabalhos para caracterizagdo quimica de frutos
de diversas espécies de Xylopia foram identificadas a presenca de alcaloides, esteroides,
flavonoides, diterpenos e saponinas. Desta forma, pode-se afirmar que plantas deste
género representam uma fonte promissora de substancias bioativas (ELHASSAN et al.,
2009).

Pesquisas que avaliaram quimicamente o 6leo essencial dos frutos de Xylopia
aromatica existentes no Brasil identificaram a presenca de a-pineno, S-pineno, mirceno,
ocimeno, limoneno, citronelol e carvona, sendo o limoneno, citronelol, « e -pineno o0s
componentes majoritarios. Entretanto estudo realizado com esta mesma planta
originarias da Coldmbia, determinou composicdo quimica diferente. Onde os
componentes quimicos majoritarios encontrados foram o p-felandreno, mirceno, a-
pineno, « -felandreno e p-cimeno, (STASHENKO et al., 2004).

Pesquisas feitas com diversas espécies de Xylopia e seus constituintes quimicos,
incluindo Oleos essenciais, alcaloides, flavonoides e &acidos graxos insaturados
demostram atividade antioxidante, diurética, hopolipidémica e hipoglicémica (SILVA et
al., 2009; OGBONNIA et al.,2010).

2.3.2 Kielmeyera coriacea (Clusiaceae)

A Kielmeyera coriacea Mart.& Zucc Calophyllaceae € conhecida popularmente
como pau-santo, folha-santa, pau-de-santo ou pau-de-sdo-josé. E uma planta
semidecidua, seletiva xerofita, caracteristica do cerrado, com ampla distribuicdo e
formagBes tanto primaria como secundaria e nitida preferéncia por terrenos drenados e
elevados. Sua ocorréncia vai do Piaui até Sdo Paulo e incluindo os estados de Minas
Gerais, Mato Grosso do Sul e Goias, nos cerrados e cerraddes (PINTO et al., 1996;
BITTRICH, 2010). E uma das principais elementos lenhosos da vegetagdo do Cerrado,
tipico do Brasil Central (RATTER et al., 2003).

Sdo arvores que apresenta de 3 a 6 m de altura, dotada de copa pequena e rala,
com troco de 20 a 30 cm de diametro, revestido por casca muito suberosa e cor
acinzentada. Folhas concentradas no é&pice dos ramos, alternas e espiraldas,
estreitamente ovaladas e alongadas, com 16-20 cm de comprimento e 3-6 cm de largura
(Figura 3). Flores grandes actinomorfas, diclamideas, de pétalas brancas e estames

amarelos. Os frutos sdo capsulas triangulares, lenhosas com sementes aladas. Floresce
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durante os meses de novembro e dezembro e os frutos amadurecem nos meses de
setembro e outubro (LORENZI, 2014).

Diversos estudos tém sido realizados com esta espécie principalmente
investigacOes quimica e farmacéutica. Devido a sua enorme popularidade como planta
medicinal, tem se buscado analisar essa planta na busca de um medicamento natural em
diversas areas da satde (ALVES et al., 2000).

oK

Figura 3: Folhas de Kielmeyera coriacea. (Arquivo pessoal)

Na medicina popular, é uma planta muito utilizada como emolientes, para dores
de dente e tumores. Estudo realizado por Martins (2012) verificou o efeito inibitorio do
6leo essencial das folhas de Kielmeyera coriacea em Streptococcus mitis, Streptococcus
mutans e Streptococcus sanguinis, microrganismos aerébicos bucais.

Substancias isoladas do extrato das folhas de Kielmeyera coriaceae mostrou
atividade de protecédo contra a infec¢do por cercaria de Schistosoma mansoni. Atividade
antibacteriana contra Micrococcus luteus e Bacillus subitilis (GARCIA CORTEZ et al.,
2002; SOBRAL et al., 2009).

O extrato hexano da casca da raiz de Kielmeyera coriacea mostrou atividade
significativa e valores de 1Csode 10,6 pg mL™ para células MDA-MB-435 (melanoma),
5,2 ug mL™ para HCT-8(c6lon), 15,4 pg mL™ para a HL-60 (leucemia), e 6,4 pg mL™
para SF-295 (glioblastoma). Uma mistura das substancias d-tocotrienol e a sua
peroxidimero, isoladas a partir do extrato hexano das folhas de Kielmeyera coriacea,
mostrou ser bastante ativo contra MDA-MB-435 (melanoma), HCT-8 (c6lon), HL-60
(leucemia) e SF-295 (glioblastoma) celulas. A mistura reduziu a leucemia, células

cancerigenas do sangue, e 0 crescimento das mesmas, provocando tanto a apoptose
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como necrose, em concentragdes de 5 e ug mL™, respectivamente ( BEZERRA et al.,
2011).

2.3.3 Zanthoxylum rhoifolium (Rutaceae)

A Zanthoxylum rhoifolium Lam. (Rutaceae) é uma planta da América do Sul e
possui nomes populares como de mamica-de-porca, mamiqueira, mamica-de-cadela,
teta-de-cadela entre outros. Caracteristica de mata pluvial € uma planta semidecidua,
heliofita e seletiva xerofita até mesoéfita. Sua ocorréncia é mais frequente em clareiras de
matas primarias e terrenos ingremes e de rapida drenagem. Presente em todo pais,
principalmente em matas da encosta atlantica e na floresta semidecidua de altitude
(LORENZI, 2014).

Suas caracteristicas morfoldgicas apresentam uma planta de 6-12 m de altura,
com copa densa, tronco de 30-40 cm de diametro revestido de casca acinzentado com
acumulos esparsos e ritidoma suberoso. As folhas compostas com 5-13 pares de foliolos
com 4-8 cm de comprimento (Figura 4). A floracdo ocorre durante 0s meses de outubro

e novembro e 0 amadurecimento dos frutos entre os meses de marco a junho (SILVA &

Figura 4: Folhas e frutos de Zanthoxylum rhoifolium. (Arquivo pessoal)

Zanthoxylum rhoifolium Lam. popularmente empregada contra inflamagéo
microbiana e maléria. Atualmente, Zanthoxylum rhoifolium é comercializada como um
componente de misturas de ervas em chas e infusdes vendidos em drogarias,
supermercados e mercados populares (GONZAGA et al., 2003; DA SILVA et al.,
2006). A analise quimica do 6leo essencial das folhas Zanthoxylum rhoifolium mostrou
que entre 0s seus NUMerosos componentes, existem alguns descritos na literatura como
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substancias citotdxicas contra células tumorais, tais como p-cariofileno (5,9%), S-
elemeno (3,1%), 6 -elemene (1,6%), f-humuleno (2,3%) (MOURA et al., 2006; TAO et
al., 2006; XIAO et al., 2006.).

Zanthoxylum rhoifolium é utilizado pelos habitantes que vivem ao longo do Rio
Madeira (Porto Velho - Rondbnia) para tratamento de cancer e malaria, o alivio da dor
de dentes e para reduzir os processos microbianos (FACUNDO et al., 2005).

2.3.4 Zanthoxylum riedelianum (Rutaceae)

Zanthoxylum riedelianum Engl. é também conhecida como tembetari, mamica-
de-porca, mamica-de-cadela, tembetaiba. Sinonimia botanica de Farare riedelianum
Engl), Farara duckei Albug, Zanthoxylum mayanum Standl. Planta decidua, heliofita,
pioneira, caracteristica da floresta latifoliada semidecidua da bacia do Parand. Ocorre
principalmente em matas abertas e secundarias, com dispersdo continua e esparsas.
Presente em S&o Paulo, Minas Gerais e Goids (LORENZI, 2014).

E uma planta espinescente, com 8-18 m de altura, com tronco de 40-60 cm de
didmetro revestido de casca amarelada com ritidoma suberoso e aculeado. Folhas
alternas estriladas, com 4-6 pares foliolos de 7-13 cm de comprimento por 2-5 de
largura (figura 5). Flores masculinas, femininas e bissexuais amareladas dispostas em
paniculas multiflorais. Fruto foliculo verde contendo sementes negras lustrosas.

Floresce nos meses de maio e junho e os frutos amadurecem entre 0s meses de outubro

e dezembro.

Figura 5: Galhos e folhas de Zanthoxylum riedelianum. (Arquivo pessoal)
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No cerrado brasileiro espécies da familia Rutaceae, como a Zanthoxulum
riedelianum, sdo bastante encontradas, aumentando o interesse de pesquisadores, pois
essas possuem diversas atividades bioldgicas (SANO et al., 2008). Zanthoxylum
riedelianum € utilizada na medicina popular contra diferentes tipos de inflamac6es
reumaticas e manchas na pele (Da SILVA et al., 2007). Os 6leos essenciais de plantas
deste género também demonstraram atividade inseticida, antimicrobiana, bactericida,
fungicida, antinociceptivas, antinflamatorias, além de serem utilizados em tratamentos
cancerigenos e no combate a malaria (PEREIRA, 2010).

Pesquisas anteriores com Zanthoxylum (Rutaceae) para investigacOes
fitoquimica de espécies deste género revelaram a presenca de alcaloides, flavonoides,
cumarinas e terpenos (DIEH, 2000). Em Zanthoxylum riedelianum foi identificado a

presenca de terpenos no 6leo essencial das folhas e cascas (LIMA, 2007).
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3. OBJETIVO

Esse trabalho teve como objetivo analisar a composicdo quimica dos 6leos
essenciais das folhas de Zanthoxylum riedelianum, Zanthoxylum rhoifolium e
Kielmeyera coriacea e dos frutos da Xylopia aromatica e Zanthoxylum rhoifolium, bem
como avaliar a atividade tripanocida na cepa Y e atividade citotdxicos em células
LLCMK; dos mesmos.
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4. METODOLOGIA

4.1 Coleta do material vegetal

As folhas de Zanthoxylum riedelianum, Zanthoxylum rhoifolium e Kielmeyera
coriacea e dos frutos da Xylopia aromatica e Zanthoxylum rhoifolium foram coletadas
entre 0os meses de outubro de 2013 a junho de 2014, em uma area de mata ciliar na zona
rural do municipio de Ipora, GO e identificadas pela Dra. Véania Sardinha dos Santos.
Coordenadas: Zanthoxylum riedelianum (latitude 16° 26’ 44.29°” S, longitude 51°8’
0.61”* O), Zanthoxylum rhoifolium ( latitude 16° 26’ 44.48” S, longitude 51° 7° 58.72”’
0), Xylopia aromatica (latitude 16° 21’ 19.31”” S, longitude 51° 1° 0.12°”), Kielmeyera
coriacea (latitude 16° 24°47.60°" S, longitude 51° 9 47.58°* O). Todos os materiais
vegetais coletados foram levados ainda fresco para o Laborat6rio de Quimica Orgéanica
do Instituto Federal Goiano campus de Ipora e em seguida realizada extracdo dos 6leos

essenciais.

4.2 Obtencao dos 6leos essenciais

Para a obtencdo dos dleos essenciais foi utilizado a técnica de arraste a vapor,
onde 300g de cada material vegetal fresco ( folhas de Zanthoxylum riedelianum e
Kielmeyera coriacea; folhas e frutos de Zanthoxylum rhoifolium e frutos de Xylopia
aromatica) foram triturados e juntamente com 1.500 mL de agua colocados em um
baldo de fundo redondo com capacidade para 3.000 mL sobre uma manta aquecedora e
submetido a hidrodestilacdo por trés horas, em aparelho tipo Clevenger. O hidrolato foi
extraido com o solvente diclorometano, em trés repeticGes de 30 mL cada, e a fase
orgénica foi separada com funil de separagdo. Em seguida, a solucdo foi seca com 5 g

de sulfato de sdédio anidro para total retirada de agua e posteriormente filtrada. A
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mistura foi submetida a pressédo reduzida por meio de um evaporador rotativo para
separacdo do diclorometano e o 0leo essencial. O dleo essencial foi colocado em frascos
de vidros bem limpos e esterizados envoltos por papel aluminio e condicionados em
congelador, para assim evitar a degradacdo pela luz e temperatura até a analise. O
rendimento percentual do 6leo foi calculado relacionando a massa de 6leo obtida e a

massa de material vegetal fresco utilizado na extragéo.

4.3 Analise quimica do 6leo essencial

As andlises dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais foram realizadas no
Laboratdrio de Quimica Orgéanica da Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar), em
cromatografo gasoso Shimadzu GC QP 5000, equipado com uma coluna capilar de
silica fundida OPTIMA®- 5-0,25 um (30 m x 0,25 mm) e detector por ionizagdo por
impacto eletrénico (IE) (70 e.V). Foi injetado 1L da solucdo de 10uL de 6leo essencial
diluido em 1mL de acetona. A temperatura inicial foi de 50°C mantida assim por 4,5
min, em seguida programada para aumentar a 8°C/min até 190°C, permaneceu nessa
temperatura por mais 1,0 min, aumentando novamente até 250°C a 15°C/min
permanecendo assim por mais 1 mim. O tempo da corrida foi de 28 mim. A temperatura
do injetor 250°C, temperatura de interface 280°C, presséo de injecdo 80 KPa, Np modo
Splitless 30, faixa de varredura do espectrometro de massas 43-450 m/z, inicio do start
em 5 mim, corte do solvente em 3,0 min e fluxo de 1,4 mL/min.

Os constituintes dos 6leos essenciais foram identificados pelo indice kovats. A
mistura padréo de n-Alcanos (Cy—Cy), foi utilizada para verificar o desempenho do
sistema CG-EM e calcular o indice de kovats de cada composto das amostras. 1uL
destes alcanos foi injetado nas mesmas condi¢fes das amostras, descritas acima, € seus
respectivos tempos de retencdo foram usados como padrdo externo de referéncia para o
calculo do indice de kovats. Para auxiliar na identificacdo e caracterizacdo dos
compostos, os valores encontrados foram comparados com valores das literaturas para
mesma coluna utilizada (DB-5) nas amostras. O valor do indice de Kovats é
representado por expressfes matematicas dadas pela equacdo de Van den Dool e Kratz
(equacdo 1) (ADAMS, 2007).
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L ' -1
I=100x |n+ (N —n) ""{‘;"*“mjf rin) )
T(N) — Lr(n) (Equacédo 1)

Onde:

I- indice kovats

n - nimero de atomos de carbono do menor n-alcanos

N - nimero de a&tomos de carbono do maior de n-alcanos
tr - tempo de retencéo.

4.4 Avaliacdo da atividade tripanocida in vitro dos 6leos essenciais
Os ensaios sobre as formas tripomastigotas foram realizados no Laboratério de
Parasitologia da Universidade de Franca (UNIFRAN), Sdo Paulo, sobre supervisdo da

Prof. Dr® Viviane Rodrigues Esperandim Sampaio.

4.4.1. Obtencao das formas tripomastigotas (parasitas)

Para a realizacdo da atividade tripanocida in vitro, utilizou-se parasitas
provenientes do sangue de camundongos criados no biotério da Universidade de Franca
(UNIFRAN). Foi utilizada a cepa Y de Trypanosoma cruzi, constituidas por formas
tripomastigotas delgadas (NUSSENZWEIG, 1953).

Os camundongos foram infectados com os parasitas 15 dias antes do ensaio. Sete
dias antes do ensaio, 0 sangue desse camundongo é retirado por puncdo cardiaca e
transferido para frascos de cultura contendo células (fibroblastos da linhagem
LLCMKS). As células foram cultivadas em meio RPMI, suplementado com 2 x 10° mol
L de L-glutamina, 10- mol L™ de NaHCO3, 100 U mL™ de penicilina, 100 ug mL™ de
estreptomicina e 10% de soro bovino fetal inativado, em garrafas de cultura a 37°C em
ambiente a 5% de CO,, com umidade de 95%.

No dia do experimento, o0 meio com as células e parasitas foram transferidos
para um tubo falcon estéril; em seguida, o mesmo foi centrifugado a 8 mim, 760 rpm e
12°C. Nessa centrifugacdo, as células foram para o sedimento e os parasitas ficaram no
sobrenadante. O sobrenadante foi transferido para outro tubo falcon e submetido a uma
segunda centrifugagdo a 30 mim a 3000 rpm (12°C). Nessa segunda centrifugacéao, o0s
parasitas foram para o sedimento e o sobrenadante descartado. O sedimento foi
ressuspendido em 4 mL de meio RPMI e realizado a contagem das formas parasitarias

através da quantificacdo direta dos parasitas vivos em camara de Neubauer.
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4.4.2 Ensaios sobre as formas tripomastigotas in vitro

Em wuma placa de microtitulacio de 96 pocos foram adicionados
aproximadamente 1x10° formas tripomastigotas e posteriormente foi adicionadas o 6leo
essencial em analise nas concentraces de 200, 100, 50, 25, 12.5 pg mL' (Figura 6A).
Apos 24 horas de incubacéo foi realizada a verificacéo da atividade bioldgica atraves da
quantificacdo direta dos parasitas vivos em camara de Neubauer (Figura 6B), levando-se
em consideracao a motilidade flagelar dos protozoarios.

Os resultados obtidos foram avaliados com auxilio do software GraphPad Prism
versdo 5.0, visando a obtencdo dos valores da concentragdo que inibe em 50% o
crescimento do protozoario (ICsp) e porcentagem de lise para cada um dos dleos
essenciais analisado ou seja a porcentagem de protozoario mortos por cada um dos
oleos essenciais.

Como controles positivos foram utilizados o Benzonidazol e 25% de DMSO

(dimetil sulfoxido) e como controle negativo 0,5% de DMSO. Todos os ensaios foram

realizados em triplicata.

Figura 6: Placa de microtitulacdo de 96 pogos com formas tripomastigotas e éleo

essencial em analise (A); Camara de Neubauer (B). (Arquivo pessoal)

4.5 Avaliacéo da atividade citotoxica dos 6leos essenciais

Fibroblastos da linhagem LLCMK; (linhagem secundaria de células de rim de
macaco) foram cultivados em meio RPMI 1640, suplementado com 10% de soro bovino
fetal inativado (100 mL) e 5 mL de antibi6tico, em garrafas de cultura a 37 °C em
ambiente a 5% de CO,, com umidade de 95%. No dia do experimento, retirou-se 0 meio
com as células da garrafa de cultura transferindo-os para um tubo falcon estéril. Em

seguida, o mesmo foi centrifugado a 1500 rpm e 4°C por 15 minutos. Apés a centrifugacao,
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retirou-se o sobrenadante e acrescentou-se 1 mL de RPMI completo para acertar o
nimero de células para 1x10°.

Em uma placa de microtitulacio de 96 pocos foram adicionados
aproximadamente 1x10° formas de células e posteriormente foi adicionado o 6leo
essencial em analise nas concentracdes de 400, 200, 100, 50, 25, 12.5 e 6.25 pg mL™
(Figura 7A). Como controle positivo e controle negativo foram utilizados 25% e 0,5%
de DMSO, respectivamente. Apos esse procedimento, a placa foi incubada em estufa de
CO, por 24 horas. Ap6s este periodo foi acrescentado 5mg mL™ de MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) em cada poco e a placa foi
encubada por mais 4 horas. MTT é um sal de tetrazolium que absorvido pela célula, é
reduzido no interior da mitocéndria por enzimas desidrogenases, formando cristais de
formazana A forma oxidada é amarela e a forma reduzida € de cor pdrpura.Quanto mais
purpura, maior a re atividade da célula com MTT, e assim maior o numéro de células
vidveis (MOSMANN, 1983).

No término desse periodo, procedeu-se a leitura da placa em leitor de ELISA,
através da técnica colorimétrica pelo MTT (Figura 7B). As absorbancias foram
analisadas no programa GraphPad Prism versdo 5.0 para determinacdo do ICsy dos 6leos
analisados e o célculo da porcentagem de células vidveis. Cada ensaio foi realizado em
triplicata, em trés experiéncias independentes. A concentracdo citotoxica 50% (CCs)
foi determinada por analise de regressdo. O indice de seletividade (SI) foi determinada

pela razdo de CCsq para ICxy.

Figura 7: Placa de microtitulacdo de 96 pocos com 0leo essencial em analise adicionado
a fibroblastos da linhagem LLCMK; (A). Placa de microtitulacdo de 96 no leitor de
ELISA em técnica colorimétrica pelo MTT (B). (Arquivo pessoal)
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4.6 Normas Eticas
Todos os experimentos da metodologia que envolveram o uso de animais de
laboratério foram realizados de acordo com os padrdes éticos da Fundagdo Oswaldo

Cruz e foram aprovados pelo Comité de Etica da Universidade de Franca 010/145.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Teor e aspecto fisico dos 6leos essenciais extraidos

A extracdo do material vegetal, folhas de Zanthoxylum riedelianum,
Zanthoxylum rhoifolium e Kielmeyera coriacea e dos frutos da Xilopia aromatica e
Zanthoxylum rhoifolium resultou em 5 6leos essenciais com teor e aspecto fisicos
diferentes. O calculo do ter de cada 6leo foi expresso em porcentagem em relacdo a
massa vegetal utilizada .A tabela 1 resume estas caracteristicas.

Tabela 1: Cor e teor dos 6leos essenciais extraidos

Material vegetal Cor Teor (%)
kielmeyera coriacea (folha) Amarela escuro 0,038
Zanthoxylum riedelianum (folha)  Amarela claro 0,030
Zanthoxylum rhoifolium (folha) Amarela claro 0,020
Zanthoxylum rhoifolium (fruto) Translucido 0,440
Xilopia aromatica (fruto) Translucido 0,800

Os 6leos essenciais sdo metabdlitos secundarios, e como tal estdo sujeitos a
constantes variacdes de concentracdo na planta. Isso pode ser devido a diversos fatores,
tais como sazonalidade e ritmo circadiano, temperatura, disponibilidade hidrica,
radiagdo ultravioleta, nutrientes (macro e micronutrientes), altitude e ate mesmo
poluicdo atmosférica, entre outros (GOBBO-NETO & LOPES,2007).

Em estudo realizado por Christofoli (2014) mostra que o ter dos 6leos das folhas
da Zanthoxylum rhoifolium e Zanthoxylum riedelianum variaram muito durante o0s
meses ano, de 0,01% (fevereiro) a 0,06% (novembro) e 0,03% (fevereiro) a 0,03%

(novembro) respectivamente. Ja em estudo realizado por Oliveira (2102) com Xylopia
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aromatica, demonstrou que teor de Oleo essencial extraido dos frutos secos dessa
especie foi (2,2%).

5.2. Andlises quimicas dos 6leos essenciais
5.2.1 Andlises quimicas dos 6leos essenciais dos frutos Xylopia aromatica (Lam.)
Mart. (Annonaceae)

A Xylopia aromatica (Lam.) Mart. (Annonaceae), € a espécie menos estudada
entre as do género Xylopia. A caracterizagcdo quimica do 6leo essencial dos frutos
Xylopia aromatica é limitada a poucas literaturas, sendo Silva e Rocha (1981) os
primeiros a trabalharem com a caracterizacdo desse Oleo e avaliarem a presenca de
terpenos, tais como monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e esterais.

As Figuras 9 e 10 mostram os cromatogramas do Oleo essencial dos frutos de
Xylopia aromatica obtidos nas melhores condigdes estabelecidas para anélise. Foram
identificados pelo CG-MS sete picos, sendo que cada pico representa um composto
quimico diferente. O composto majoritario corresponde ao pico sete no tempo de
retencdo de 9,34 mim, foi identificado como sabineno (69,72%) (Figura 8). Foram
identificados com valores expressivo 0 1R-a-pineno (6,85) e a-thujeno (5,12%) (Tabela
2).

Figura 8: Estrutura quimica dos compostos majoritarios do 6leo essencial dos frutos

Xylopia aromatica: A- a-thujeno; B- a-pineno; C- sabineno (ADAMS, 2007).
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Figura 9- Cromatograma obtido no GC-EM para o 6leo essencial dos frutos de Xylopia
aromatica. Condicbes: Géas de arraste: Nitrogénio (N); temperatura inicial de 50° C;
tempo inicial de 4,5 min, a temperatura da coluna aumentou de 8°C/min até 190° C,
permanecendo nesta temperatura por 1,0 min, aumentando novamente até 250 °C a 15
°C/min e mantida por 1,0 min.
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Figura 10- Ampliacdo do Cromatograma obtido no CG-EM para o 6leo essencial dos
frutos de Xilopia aromatica. CondicOes: Gés de arraste: Nitrogénio (N); temperatura
inicial de 50° C; tempo inicial de 4,5 min, a temperatura da coluna aumentou de
8°C/min até 190° C, permanecendo nesta temperatura por 1,0 min, aumentando
novamente até 250 °C a 15 °C/min e mantida por 1,0 min.

Em estudos realizados por Andrade e colaboradores (2004), avaliaram

quimicamente o Oleo essencial dos frutos de Xylopia aromatica e conseguiram
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identificar os compostos a-pineno e B-pineno, como 0s componentes majoritarios. Estes

resultados corroboram com os encontrados no presente trabalho.

Tabela 2: Constituintes quimicos do 6leo essencial dos frutos Xylopia aromatica (Lam.)
Mart. (Annonaceae).

Picos Constituintes T R(mim) *IK ** K Area (%)
CG-EM Cal. Lit. CG-EM
1 1R-a-pineno 6,573 NE NE 6.85
2 a-thujeno 7,727 930 931 5.12
3 a-pineno 7,876 935 933 3,39
4 B-mirceno 8,190 947 991 3.69
5 cis-f-ocimeno 8,601 962 1040 0.22
6 a-felandreno 8,675 964 1005 291
7 Sabineno 9,348 989 976 69.72
Total Area (%) ldentificada 91.90

* = indice de retencéo calculado usando a equacgdo de Van den Dool e Kratz.
** = [ndice de retencdo da literatura (ADAMS, 2007), baseada na equacéo de Van den Dool e Kratz.

NE = Né&o Encontrado

Em estudos realizados por Oliveira e colaboradores (2012) identificaram a
composi¢do quimica do fruto de Xylopia aromatica por analise em CCD e CG- EM.
Identificaram a presenca de mirceno, citronelol e cariofileno através da comparacéo
com o fator de retencdo (Rf) das amostras de referéncia. A analise quimica por CG-EM
confirmou a presenca de mirceno e cariofileno, e evidenciou a presenca do monoterpeno
4,5-dimetil-1-hexeno, e um pico que poderia corresponder ao [-pineno. Estes
constituintes que ndo foram identificados no presente trabalho.

Os Oleos essenciais de folhas de Xylopia frutescens e Xylopia laevigata
demonstraram que sesquiterpenos sdo o0s constituintes dominantes. Os constituintes
principais de Xylopia frutescens foram cariofileno (24,8%), biciclogermacreno (20,8%),
germacreno (17,0%), pB-elemeno (7,9%) e B-ocimeno (6,8%). Para a Xylopia laevigata

obteve quantidade significativa de D-germacreno (18,9%), biciclogermacreno (18,4%),
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B-elemeno (9,5%), o-selineno (9,2%), cariofileno (8,5%), germacreno (5,7%) e v-
muuroleno (5,7%) (BRASIL, et al, 2013). Apesar de serem espécies da mesma familia
da Xylopia aromatica os constituintes identificados ndo foram encontrados no 6leo
essencial dos frutos da Xilopia aromatica do presente trabalho.

Alguns dos constituintes quimicos encontrados no dleo essencial dos frutos da
Xilopia aromatica podem ser observado em outros trabalhos da mesma espécie, como o
a-pineno e limoneno ja o a-felandreno, cis-p-ocinemo e sabineno ndo foram
identificados em anélises anteriores desta mesma espécie (ANDRADE, et al., 2004).
Uma explicacdo pra tal diferenca esta na prdpria planta, pois a composi¢do dos 6leos
essenciais é determinada geneticamente e pode variar por diversos fatores, tais como
origem botanica, ciclo vegetativo, clima, tipo de solo e muitos outros (CHEN et al.,
2011).

5.2.2 Analises quimicas dos Oleos essenciais dos frutos Zanthoxylum rhoifolium
Lam. (Rutaceae)

Nas Figuras 11 e 12 sdo apresentados os cromatogramas do 6leo essencial dos
frutos de Zanthoxylum rhoifolium. Podem ser observados dez picos, sendo que cada um

corresponde a um composto quimico diferente.
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Figura 11- Cromatograma obtido no GC-EM para o 6leo essencial dos frutos de
Zanthoxylum rhoifolium. Condigdes: Gas de arraste: Nitrogénio (N); temperatura inicial
de 50° C; tempo inicial de 4,5 min, a temperatura da coluna aumentou de 8°C/min até
190° C, permanecendo nesta temperatura por 1,0 min, aumentando novamente até 250
°C a 15 °C/min e mantida por 1,0 min.
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Figura 12- Ampliacdo do cromatograma obtido no GC-EM para o0 6leo essencial dos
frutos de Zanthoxylum rhoifolium. CondicBes: Gas de arraste: Nitrogénio (N);
temperatura inicial de 50° C; tempo inicial de 4,5 min, a temperatura da coluna
aumentou de 8°C/min até 190° C, permanecendo nesta temperatura por 1,0 min,
aumentando novamente até 250 °C a 15 °C/min e mantida por 1,0 min.

Foram identificados dez compostos quimicos (Tabela 3), dentre os quais o
sabineno (55,94%) como composto majoritario, seguido do D-germacreno (17,12%) e
-mirceno (8,03%) (Figura 13)

O

Y

A B C

Figura 13: Estrutura quimica dos compostos majoritarios do 6leo essencial dos frutos de

Zanthoxylum rhoifolium: A- sabineno; B- D-germacreno; C- mirceno (ADAMS, 2007).

A anédlise quimica do oleo essencial dos frutos dessa especie por Costa e

colaboradores permitiu a identificacdo de nove constituintes, sendo o trans-f-ocimeno
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(33,90%), linalol (23,27%) e undecanona (16,19%) com maiores porcentagem. O estudo
também demonstrou que o Oleo essencial possui eficaz atividade antibacteriana,
demonstrando resultados significativos resultados contra larvicida acti (COSTA et al.,
2008).

J& em trabalho realizado por Christofoli (2014), analisando os constituintes
quimicos do 0leo essencial das folhas de Zanthoxylum rhofolium, identificou como
compostos majoritarios p -elemeno (31,26%), D-germacreno (18,16%) e B -cariofileno
(12,09%).

Estudo realizado por Pietro e colaboradores (2011) determinou a composicéo
quimica dos Oleos essenciais dos frutos de Zanthoxylum monophyllum, Zanthoxylum
rhoifolium e Zanthoxylum Fagara. Os principais constituintes gquimicos do 0leo
essencial de Zanthoxylum rhoifolium foram, o B-mirceno (59,03%), B-felandreno
(21,47%) e D-germacreno (9,28%), estes compostos aparecem também no Gleo
esséncial dos frutos de Zanthoxylum rhoifolium do presente trabalho. Para os éleo
essencial de Zanthoxylum monophyllum o binene (25,71%), 1,8-cineol (9,19%) e cis-4-
thujanol (9,19%), foram os principais constituintes quimicos encontrados e para o 6leo
essencial da Zanthoxylum Fagara o D-germacreno-4-ol (21,1%), elemol (8,35%), e 0
cadinol (8,22%) foram os mais abundantes. Este estudo também avaliou o efeito destes
Oleos essenciais nos fungos patogénicos Fusarium oxysporum e Colletotrichum.
acutatum, mostrando que estes exibem excelente atividade fungicida (PIETRO et al.,
2011).

O fruto da Zanthoxylum schinifolium, teve a composicdo quimica do 6éleo
essencial analisado, sendo identificados como componentes majoritarios o linalol
(28,2%), limoneno (13,2%) e sabineno (12,1%), este ultimo também encontrado no
presente trabalho. A atividade antibacteriana, como, concentragdo inibitéria minima e
concentracdo bactericida minima do 6leo essencial do fruto dessa espécie tambeém
foram avaliadas contra bactérias selecionadas, incluindo agentes patégenos de origem

alimentar, demonstrando real eficacia para tais (DIAO et al., 2013).
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Tabela : Constituintes quimicos do dleo essencial dos frutos de Zanthoxylum rhoifolium

Lam. (Rutaceae)

Picos Constituintes T R(mim) *IK ** K Area(%)
CG-EM Cal. Lit. GC-EM
1 [-mirceno 9.368 989 991 8,03
2 Sabineno 10.445 1031 976 55,94
3 2-undecanano 16.061 1336,28 NE 1,95
4 -elemeno 17.933 1393,62 1375 3,96
5 B-cariofileno 18.528 1428,2 1408 1,73
6 Ciclohexeno 18.801 1447,41 NE 0,45
7 7,11-dimetil-3-
metileno 1,6,10- 18.947 1456,87 NE 2,56
Dodecatrieno
8 D-Germacreno 19.574 1489,48 1480 17,12
9 6 — elemeno 19.811 1504,05 1430 2,33
10 B-bisaboleno 19.924 1523,96 1509 1,25
Total Area (%) Identificada 95.32

* = indice de retencéo calculado usando a equacao de Van den Dool e Kratz.

** = [ndice de retencdo da literatura (ADAMS, 2007), baseada na equacdo de Van den Dool e

Kratz.

NE = Nao Encontrados.

5.2.3 Analises quimicas dos 6leos essenciais das folhas de Zanthoxylum rhoifolium

Lam. (Rutaceae)

As Figuras 14 e 15 mostram os cromatogramas do 6leo essencial das folhas de

Zanthoxylum rhoifolium obtidos nas melhores condic6es estabelecidas para analise.
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Figura 14- Cromatograma obtido no CG-EM para o 6leo essencial das folhas de
Zanthoxylum rhoifolium. Condigdes: Gas de arraste: Nitrogénio (N); temperatura inicial
de 50° C; tempo inicial de 4,5 min, a temperatura da coluna aumentou de 8°C/min até
190° C, permanecendo nesta temperatura por 1,0 min, aumentando novamente até 250
°C a 15 °C/min e mantida por 1,0 min.
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Figura 15- Ampliagdo do Cromatograma obtido no CG-EM para o 6leo essencial das
folhas de Zanthoxylum rhoifolium. CondicGes: Gas de arraste: Nitrogénio (N);
temperatura inicial de 50° C; tempo inicial de 4,5 min, a temperatura da coluna
aumentou de 8°C/min até 190° C, permanecendo nesta temperatura por 1,0 min,
aumentando novamente até 250 °C a 15 °C/min e mantida por 1,0 min.

Nos cromatogramas foram identificados trinta e dois picos, correspondendo cada
pico um composto quimico presente no Oleo essencial das folhas de Zanthoxylum
rhoifolium. Dos compostos encontrados, 0s que apresentaram maiores porcentagens
foram p-elemeno (31,26%), D-germacreno (18,16%), p-cariofileno (12,09%), o-
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elemeno (7,63%), B-cedreno (6,69%), biciclogermacreno (4,57%) (Figura 16), como se

pode ver na Tabela 4.

Figural6: Estrutura quimica dos compostos majoritario 6leo essencial das folhas de
Zanthoxylum rhoifolium: A- Biciclogermacreno ; B- 5-elemeno; C- B-cedreno; D- B-
elemeno; E- B-cariofileno; F- D-germacreno (ADAMS, 2007).

Tabela 4: Constituintes quimicos do Oleo essencial das folhas de Zanthoxylum

rhoifolium Lam. (Rutaceae).
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Picos Constituintes TR(mim) *1K **K Area(%)
CG-EM Cal. Lit. CG-EM
4,7,7-trimetilbiciclo[4.1.0]
1 heptan-3-ol LU 1329,283 NME e
2 d-elemeno 10,958 1337,952 1335 7,63
3 Geranil Acetato 11,316 1362,389 1379 0,75
4 A-cubebeno 11,558 1378,908 1387 0,44
2,4-diisopropenil-1-metil-
> 1-vinilciclohexano 11,613 1382,662 2,08
6 B-elemeno 11,723 1390,171 1389 31,26
7 B-cariofileno 12,117 1419,639 1408 12,09
8 B-cedreno 12,250 1430,086 1419 6,69
9 Seicheleno 12,429 1444,148 1446 1,91
10 B-farneseno 12,485 1448,547 1454 0,42
11 E-cariofileno 12,536 1452553 1464 3,63
12 Tau cadinol 12,657 1462,058 1475 0,82
1,1, 7-trimetil-4-
13 metilenedecahidro-1H- 12,804 1473,606 NE 0,56
ciclopropale]azuleno
14 D-germacreno 12,875 1479,183 1484 18,16
biciclo[5.3.0]decano, 2-
15 metilene-5-(1-metilvinil)- 12,947 1484,839 NE 0,49
8-metil
16 Cedreno 13,008 1489,631 NE 0,36
17 Biciclogermacreno 13,062 1493,873 1500 4,57
18 a-farnesenoE 13,169 1502,524 1505 0,32
19 D-cadinol 13,242 1508,877 NE 0,25
biciclo[4.1.0]-3-hepteno,
20 2-isopropenil-5-isopropil- 13,335 1516,971 NE 0,95
7,7-dimetil
21 3-hexen-1-ol benzoato 13,667 1545,866 NE 0,16
22 nerolidol E 13,704 1549,086 1561 0,55
23 Viridiflorol 14,026 1577,111 1592 0,12
1,2-15,16-
24 diepoxihexadecano 14,114 1584,769 1600 0.25
2-isopropenil-5-metil-6-
25 hepten-1-ol 14,246 1596,258 NE 0,13
26 2-nitro-2-hepten-1-ol 14,317 1602.649 NE 0,13
27 cis-Z-a-bisabolenoepoxide 14,430 1613,340 NE 0,52
28 Tau-muurolol 14,595 1628,950 1644 0,68
29 a-cadinol 14,724 1641,154 1652 2,09
30 Hexadecanal 16,688 1837,045 NE 0,24
31 Fitol 19,013 1999,656 1942 1,26
32 2,4-dimetil-1-heptanol 19,222 2024,911 NE 0,17
Total Area (%) Identificada 100

* = indice de retencéo calculado usando a equagdo de Van den Dool e Kratz.

** = [ndice de retengo da literatura (ADAMS, 2007), baseada na equacio de Van den Dool e

Kratz.
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NE = Nao Encontrados

Em trabalho realizado por Boehme e coloboradores (2008) para investigacdo dos
principais constituintes do 6leo essencial das folha de Zanthoxylum rhoifolium
determinou que D-germacreno (14,6%), limoneno (12,5%), trans-2-hexenal (11,3%),
elemeno (9,2%), 2-undecanona (9,2%), mirceno (7,9%), biciclogermacreno (7,5%) e
germacreno (5,2%) foram os principais compostos encontrados. No presente trabalho

também foram identificados o D-germacreno e o biciclogermacreno.

5.2.4 Analises quimicas dos 6leos essenciais das folhas Zanthoxylum riedelianum
Lam. (Rutaceae)

As Figuras 17 e 18 mostram os cromatogramas do 6leo essencial das folhas de
Zanthoxylum riedelianum obtidos nas melhores condicdes estabelecidas para anélise.
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Figura 17- Cromatograma obtido no CG-EM para o 6leo essencial das folhas de
Zanthoxylum riedelianum. Condicfes: Géas de arraste: Nitrogénio (N); temperatura
inicial de 50° C; tempo inicial de 4,5 min, a temperatura da coluna aumentou de
8°C/min até 190° C, permanecendo nesta temperatura por 1,0 min, aumentando
novamente até 250 °C a 15 °C/min e mantida por 1,0 min.
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Figura 18- Ampliagdo do Cromatograma obtido no CG-EM para o 6leo essencial das
folhas de Zanthoxylum riedelianum. CondigBes: G&s de arraste: Nitrogénio (N);
temperatura inicial de 50° C; tempo inicial de 4,5 min, a temperatura da coluna
aumentou de 8°C/min até 190° C, permanecendo nesta temperatura por 1,0 min,
aumentando novamente até 50 °C a 15 °C/min e mantida por 1,0 min.

Na tabela 5 podemos observar todos os 28 constituintes encontrados no 6leo
essencial das folhas de Zanthoxylum riedelianum. Os constituintes que apresentam
maior porcentagem sdo y-elemeno (24,81%) fitol (18,16%) e a-bisaboleno-epoxide

(16,18%) (Figura 19).

OH

C

Figura 19: Estrutura quimica dos compostos majoritario do 6leo essencial das folhas de
Zanthoxylum riedelianum: A- fitol; B- y-elemeno; C- a-bisaboleno-epoxide (ADAMS,
2007).
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Tabela 5: Constituintes quimicos do o6leo essencial das folhas de Zanthoxylum
riedelianum Lam. (Rutaceae).

Picos Constituintes T R(mim) *IK **K Area(%)
CG-EM Cal. Lit. CG-EM
1 ZSGhEBQtit.gnt% 10,837  1329,693 NE 1,90
2 y-elemeno 10,968 1338,635 1432 24,81
3 etbivinicioohenno 1178 1390512 NE 3.68
4 Aromadrendeno 12,121 1419,953 1439 2,49
5 y-muuroleno 12,260 1430,872 1478 2,12
6 1,11-hexadecadiino 12,441 1445,090 NE 0,35
7 Isotujol 12,542 1453,024 NE 0,58
8 1-cloroundecano 12,661 1462,372 NE 0,39
9 D-germacreno 12,877 1479,340 1484 6,52
Biciclo(5.3.0)decano-2-
10 metileno-5-(1- 12,955 1485,467 NE 1,08
metilvinil)-8-metil
11 Biciclogermacreno 13,069 1494,423 1500 16,18
12 d—cadineno 13,342 1517,581 1522 1,40
13 cis-nerolidol 13,709 1549,521 1531 8,26
14 Espatulenol 13,913 1567,276 1577 1,58
15 Cariofileno Oxide 14,033 1577,720 NE 0,55
16 Viridiflorol 14,118 1585,117 1592 0,65
17 Eudesmol 14,211 1593,211 1619 0,20
18 Isopulegol 14,250 1596,606 NE 0,15
19 a-bisaboleno epoxide 14,436 1613,907 NE 0,41
20 a-muurolol 14,599 1629,328 1644 0,51
21 a-cadinol 14,727 1641,438 1652 1,64
22 Fitol 15,090 1675,781 1942 18,16
1-hexanol,2-
23 (hi droximétl) 15,786 1744177 NE 0,78
24 d—cadineno 16,692 1837,473 NE 0,71
25 Palmitaldeido 17,078 1878,801 NE 0,28
26 a-acido Linolénico 18,475 1968,789 NE 0,25
27 NI 19,018 1999,943 NE 4,10
28 5,6-dimetildecano 19,223 2025,034 NE 0,27
Total Area (%) Identificada 100

* = indice de retencéo calculado usando a equacdo de Van den Dool e Kratz.

** = [ndice de retenco da literatura (ADAMS, 2007), baseada na equacdo de Van den Dool e

Kratz.

NE = N&o Encontrados

NI= N&o indentificado
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Em trabalho realizado por Christofoli (2014), analisando a composi¢do quimica
do oleo essencial das folhas de Zanthoxylum riedelianum demonstrou que 0s principais
constituintes quimicos foram fitol, Biciclogermacreno, cis-nerolidol, D-germacreno,
constituintes que também foram identificados no presente trabalho.

Pesquisa com a espécie Zanthoxylum caribaeum identificaram 54 componentes
no oOleo essencial das folhas, sendo 90,4% da composicdo relativa a sesquiterpenos
(47,3%) e monoterpenos (41,2%). Além disso, os principais constituintes, muurola-4,5-
trans-dieno e isodauceno, foram descritos pela primeira vez no 6leo essencial das folhas
desta espécie, sendo considerado um excelente inseticida (NOGUEIRA et al 2014).

O Oleo essencial das folhas de Zanthoxylum molle foi analisado por
Cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de massas detectando 51 compostos,
sendo que o 2-undecanona (26,81%), limoneno (20,12%) e terpinen-4-ol (13,09%)
foram os principais componentes (TIANA et al 2013). O o6leo das folhas de
Zanthoxylum setulosum também foi investigado mostrando que 0s principais composto
quimicos encontrados foram felandreno (37,5%), cariofileno (13,7%), pineno (11,9%),
germacreno (10,9%), mirceno (5,9%) e nerolidol (5,4% ) (BOEHME ET al., 2008).
Apesar dessa espécies pertenceram a mesma familia da Zanthoxylum riedelianum,
nenhum desses compostos foram encontrados no presente trabalho.

5.2.2 Andlises quimicas dos 0leos essenciais das folhas Kielmeyera coriacea

As Figuras 21 e 22 mostram os cromatogramas do 6leo essencial das folhas de
Kielmeyera coriacea obtidos nas melhores condicGes estabelecidas para analise. A
Tabela 6 apresenta os 21 constituintes quimicos identificados no dleo essencial das
folhas de Kielmeyera coridcea. Os constituintes que apresentaram maior porcentagem
foram n-tetradecano (13,46%), D-germacreno (12,08%), &-amorfeno (11,72%) e
cariofileno 10,04%) (Figura 20).



37

D

Figura 20: Estrutura quimica dos compostos majoritario do éleo essencial das folhas de
Kielmeyera coriacea: A- &-amorfeno; B- cariofileno; C- D-germacreno; D- n-
tetradecano (ADAMS, 2007).
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Figura 21- Cromatograma obtido no CG-EM para o 6leo essencial das folhas de
Kielmeyera coriacea. CondicOes: Gas de arraste: Nitrogénio (N); temperatura inicial de
50° C; tempo inicial de 4,5 min, a temperatura da coluna aumentou de 8°C/min até 190°
C, permanecendo nesta temperatura por 1,0 min, aumentando novamente até 250 °C a
15 °C/min e mantida por 1,0 min.



38

(x1,000,000)
TIC ©3 o
50, 2 bl 3
] o 2|2 « <
4.0 B ~
30
[[e]
1 8 Il -
4 - OO o]
204 o g 29 S 3
] 0 9 gy o & w ~ o
] 2L Topl > v g 8 8 2
104 = & o & R S
— Ay O ~— -~ (o]
: /L “/\/\ Ao 0N
0_0; T |MT T /I\ T 1 | T 1 T I T [ [l T T |A |J\ T |;\ T | 1 T
180 19.0 20.0 210 220

Tempo (mim)

Figura 22- Ampliagdo do Cromatograma obtido no CG-EM para o 6leo essencial das
folhas de Kielmeyera coriacea. Condicdes: Gas de arraste: Nitrogénio (N); temperatura
inicial de 50° C; tempo inicial de 4,5 min, a temperatura da coluna aumentou de
8°C/min até 190° C, permanecendo nesta temperatura por 1,0 min, aumentando
novamente até 250 °C a 15 °C/min e mantida por 1,0 min.
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Mart & Zucc.
Picos Constituintes TR(mim)  *IK **IK  Area(%)
CGE-ME Cal. Lit. CG-EM
1 Isolendeno 17,720 1282,00 NE 2.75
2 Cariofileno 18,533 1328,85 NE 10,04
3 1Hciclopropen(e)azuleno,decahidro-1,1,7- 18,861 1348,12 NE 3,75
trimetil
4 Azuleno 18,969 1354,47 NE 2,38
5 Cis- a-bisaboleno 19,158 1366,00 NE 3,49
6 1H-ciclopentanol 19,235 1370,00 NE 1,09
7 Nafitaleno,1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahidro-7- 19,434 1382,00 NE 4,30
dimetil
8 -bourboneno 19,509 1386,19 1387 2,29
D-germacreno 19,576 1390,13 1389 12,08
10 Nafitaleno,1,2,4a,5,8,8a-hexahidro-4,7- 19,645 1394,18 NE 2,44
dimetil
11 n-tetradecano 19,734 1399,41 1400 13,46
12 (+)-cicloisosativeno 19,819 1404,68 NE 11,55
13 NI 19,910 1410,36 NE 2,26
14 B-cedreno 20,085 1421,27 1417 3,76
15 d—amorfeno 20,140 142470 1512 11,72
16 Tau-cadinol 20,235 1430,63 1430 1,08
17 o—muuroleno 20,458 1444 54 NE 2,24
18 5-azulenementanol 21,462 1507,22 NE 1,20
19 Cubenol 21,906 1535,09 1537 1,39
20 1-nafitalenol 22,158 1550,91 NE 3,19
21 Tau-muurolol 22,350 1562,96 NE 3,54
Total Area (%) ldentificada 99.98

* = indice de retencéo calculado usando a equacdo de Van den Dool e Kratz.

** = [ndice de retencéo da literatura (ADAMS, 2007), baseada na equacio de Van den Dool e

Kratz.
NE = N&o Encontrados

NI= N&o identificado
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Poucos estudos foram realizados para determinar a composic¢éo quimica do 6leo
essencial das folhas de Kiemeyera coriacea. Um dos primeiros trabalhos realizado para
investigacdo quimica dos Oleos essenciais de varias partes dessa espécie foi o de
Martins (2012). Neste trabalho, este autor identificou como principais constituintes o D-
germacreno (24,21%), trans-cariofilano (15,46%) e biciclogermacre (11,63%0) .
Também foram identificados os a-copoeno, o B-bourboneno, o B-elemeno e o B-cedreno
em menores quantidades. No presente trabalho apenas o cariofileno foi encontrado.

Ja estudo realizado com a Kielmeyera rugosa foi possivel identificar no 6leo
essencial das folhas 41compostos, sendo sua grande maioria sesquiterpenos, sendo 0s
principais o-cubebeno (13%), o a-copoeno (11%), o PB-cubebeno (5-9%) e o B-
cariofileno (9-13%) (ANDRADDE, 2007). Apesar dessa espécie pertenceram a mesma
familia da Kielmeyera coriacea, nenhum desses compostos foram encontrados no

presente trabalho.

5.3 Avaliacéo da atividade tripoanocida dos 6leos essenciais

Os oleos essenciais sdo metabolitos secundarios produzidos pelas plantas,
constituidos principalmente de terpenos e sesquiterpenos, sendo estes capazes de
possuir atividades antimicrobiana, fungicida, antiviral, entre outras (NERIO et al.,
2010). Neste trabalho, todos os éleos essenciais testados mostraram eficacia, causando
lise celular das formas tripomastigota em todas as concentracdes testadas.

Os 6leos essenciais que apresentaram melhores atividades foram os das folhas
Kielmeyera coriacea (ICs, 6,4 pug.mL™) e frutos Xylopia aromatica (ICs 6,4 pg.mL™), ,
seguidos pelo 6leo essencial dos frutos Zanthoxylum rhoifolium (1Cs, 8,1 pg.mL™) como
observado na tabela 7.

Os oleos essenciais das folhas Zanthoxylum riedelianum e folhas Zanthoxylum
rhoifolium apresentaram 1Cs, 13,1 pug mL* e 29,5 pg/mL respectivamente, demostrando
assim atividade interessante mesmo possuindo valores de concentrac@es inibitdrias mais

elevadas quando comparados com o controle positivo Benzonidazol 1Cs,9,8 pug mL™.
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Tabela 7: Porcentagem de lise das tripomastigotas e concentracdo de inibi¢éo (I1Cs;) dos
6leos essenciais.

Substéncias concentracgdo (ug mL™)
200 100 50 25 125 ICs (ug mL™)
% de lise*
OE KC Fo 100+0 99,5+0,7 97,8+1,9 84,812 73,4+2,5 6,4
OE XA Fr 1000 1000 79,6£1,6 68,5+4,2 69,473 6,4
OE ZRh Fr 1000 1000 91,4+1,1 76,6£1,9 65,1+1,1 8,1
OE ZRh Fo 1000 1000 76,2£2,5 31,1+t44 27,425 29,5
OE ZRi Fo 1000 98,5+1,2 90,3+1,2 67,425 50,3+2,5 13,1

* valores representam a média £ desvio padrdo (n= 3)

OE KC Fo = 6leo essencial kielmeyera coriacea folhas

OE XA Fr = bleo essencial Xilopia aromatica frutos

OE ZRh Fr = 6leo essencial Zanthoxylum rhoifolium frutos
OE Z Rh Fo = éleo essencial Zanthoxylum rhoifolium folhas

OE ZRi Fo = éleo essencial Zanthoxylum riedelianum folhas

Em pesquisa realizada por Borges e colaboradores (2012) com 6leos essenciais
de plantas do Nordeste Brasileiro, Lippia sidoides, Ocimum gratissimum, Chenopodium
ambrosioides e Lippia origanoides, demonstra que estes possuem apresentam valores
ICs0/24h de 10,3, 11,5, 28,1 e 39,7 pg/mL respectivamente para formas tripomastigotas.

Estudo realizado por Santoro e colaboradores (2007a) com os 6leos essenciais de
orégano, tomilho e com timol, o principal constituinte de tomilho, em diferentes
concentracdes em formas epimastigota e tripomastigota revelaram bons resultados
tripanocida.

O oleo essencial de erva-cidreira e seu principal constituinte (citral) foi avaliado
sobre as trés formas evolutivas do Trypanosoma cruzi, epimastigota, tripomastigota e
amastigotas, e se mostraram eficazes. Para o 6leo essencial o ICs foi de 126,5 e 15,5 ug
mL™ para as formas epimastigota e tripomastigota, respectivamente. Para o citral 0s ICsq
foram de 42 pg mL’ para a forma epimastigota, 14,2 pg mL™ para a forma
tripomastigota e 1C50/48 h (% infeccdo de macrofagos x namero de amastigotas por
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célula) de 5,1 ug mL™, com uma forte inibicao da proliferacdo amastigota intracelular.
Os resultados mostram que o O6leo essencial de erva-cidreira é eficaz contra
tripomastigotas e amastigotas, e que o0 seu componente principal, o citral, é responsavel
pela atividade tripanocida (SANTORO et al., 2007b).

Cymbopogon citratus (DC) Stapf (Gramineae), mais conhecido como citronella,
teve o Oleo essencial das folhas avaliado sobre tripomastigotas metaciclica in vitro
juntamente com o citral, seu constituinte majoritario. O citral apresentou 1Cs¢/24 h, de
245 pg mL™, sendo, portanto considerado um bom candidato & droga antiparasitaria
para Trypanosoma cruzi (CARDOSO &SOARES, 2010)

InvestigagcOes feitas com dleo essencial de Piper cubeba, identificou como
constituinte majoritario o sabineno (19,99%), o mesmo encontrados como constituintes
principais nos 6leos dos frutos de X. aromatica (69,72%) e Z. rhoifolium (55,94%). No
teste tripanocida contra formas tripomastigota in vitro isoladas de uma cultura linha
celular LLCMK2 com oOleo essencial de Piper cubeba os resultados foram
significativos, apresentando atividade inibitéria com valores de ICso de 45,5 pg mL™
(ESPERANDIM et al., 2013).

A rotundifolona, limoneno e piperitenona, identificados no 6leo essencial das
folhas de Lippia pedunculosa, foram isolados e avaliados quanto & sua atividade
tripanocida contra as formas epimastigotas e tripomastigotas. Os resultados se
mostraram significativos com ICs, inferiores a 34,0 pg mL™ para os trés compostos
testados, sendo o rotundifolona 0 composto mais ativo com um valor de 1Csq inferior a
10,0 ug mL*para ambas as formas de Trypanosoma cruzi (MENEZES et al., 2014).

Os 6leos essenciais de folhas de Xylopia frutescens e duas espécies de Xylopia
laevigata (XLMC e XLSI) foram avaliados quanto suas atividade tripanocida contra a
cepa Y de Trypanosoma cruzi, com ICs, valores inferiores a 30 pg mL™e 15 pg mL™
contra epimastigotas e tripomastigotas, respectivamente. Além disso, foram capazes de
reduzir a percentagem in vitro de o nimero macréfagos infectados com Trypanosoma
cruzi e a forma amastigotas em concentra¢fes ndo citotoxicas para macrofagos (DA
SILVA et al., 2013).

5.4 Avaliacao da atividade citotoxica dos 0leos essenciais
Essa avaliacdo € muito importante uma vez que no ser humano o Trypanosoma

cruzi sobrevive na corrente sanguinea e se multiplica em células nucleadas. Assim além
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de avaliar o efeito dos Oleos essenciais no protozoario é necessario que avalie seus

efeitos nas células que o abriga para verificar se estas ndo serao afetadas.

O CCsxp € a concentracdo citotoxica ou concentracdo que leva a lise de 50% do

ndmero de células testadas.

Verificou-se com essa avaliacdo que todos os 6leos essenciais ndo apresentaram

toxicidade contra as células de mamiferos em concentracdes menores que 100 ug mL™*

(Tabela 8). Isso implica que todos os dleos essenciais sdo considerados de baixa

citotoxicidade.

Tabela 8: Avaliacdo da atividade citotdxica dos 0leos essenciais.

Substancias

concentracéo (g mL'l)

6,25 12,5 25 50 100 200 400 CCoso(Mg
mL 1)
%0 células viaveis*

OE KC Fo 100+0 1000 100+0 100+0 73,9+1,1 70,9+1,8 25,9+0,9 262,1

OE XA Fr 10010 100+0 100+0 100+0 100+0 100+0 35,6+0,3 392,6

OE ZRh Fr 1000 1000 97,119 88,2+1,1 87,1+1,2 75,8+1,8 39,1+15 365,0
OEZRhFo 1000 100+0 100+0 98,5+0,9 63,1+1,6 56,2+2,1 31,1+1,7 2159
OE ZRi Fo 100+0 99,1+0,3 95,7+3,2 88,315 82,7+29 80,8+35 71,1+1,1 116,3

* valores representam a média £ desvio padrdo (n= 3)

OE KC Fo = dleo essencial kielmeyera coriacea folhas

OE XA Fr = 6leo essencial Xilopia aromatica frutos

OE ZRh Fr = 6leo essencial Zanthoxylum rhoifolium frutos

OE Z Rh Fo = 6leo essencial Zanthoxylum rhoifolium folhas

OE ZRi Fo = éleo essencial Zanthoxylum riedelianum folhas
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Analisando ainda o trabalho de Borges e colaboradores (2012), observou-se que
todos os 0Oleos essenciais por eles estudados apresentaram citotoxicidade em mamiferos
em concentracdes maiores que 100 pg mL™, sendo assim considerados néo citotéxicos.
Os 06leos analisados obtiveram valores de 1Cso de 617,9, 275,6, 192,7, 175,7, 176,9 e
180,4 pg mL para Vitex agnus-castus, Chenopodium ambrosioides, Lippia sidoides,
Lippia origanoides, Justicia peitorais e Ocimum gratissimum , respectivamente. J4 o
oleo essencial de tomilho ndo apresentam citotoxicidade para macrofagos de rato em
concentracdes pelo menos 1,5-2 vezes maior do que as concentracfes de ICso que é de
38 pg.mL*para tripomastigotas da corrente sanguinea (SANTORO et al., 2007b).

O indice de sensibilidade (IS) é dado pela razéo entre o valor de CCsg das células
hospedeira (linhagem LLCMK;) dividido pelo valor ICsy do parasita. Segundo
Romanha e colaboradores (2010) as substancias que apresentam IS maiores que 50 sdo
consideradas como bons candidatos a uma nova droga. A Tabela 9 traz os resultados de
IS de todos os Oleos essenciais analisados, sendo os 6leos dos frutos da Xylopia
aromatica (61,3) e Zanthoxylum rhoifolium (45,1) excelentes candidatos a uma

investigacdo na procura de um novo farmaco antiparasitario.

Tabela 9: Atividade tripanocida e citotoxica* e indice de seletividade dos o6leos
essenciais de kielmeyera coriacea, Xilopia aromatica, Zanthoxylum rhoifolium e

Zanthoxylum riedelianum.

Oleos essenciais Tripomastigota Fibroblasto indice de
ICsp (g mL™) LLCMK; Seletividade

CCso (Mg mL™) (IS)

kielmeyera coriacea 6,4 262,1 40,9
(folhas)

Xilopia aromética 6,4 392,6 61,3
(frutos)

Zanthoxylum rhoifolium 8,1 365,0 45.1
(frutos)

Zanthoxylum rhoifolium 29,5 215,9 07.3
(folhas)

Zanthoxylum riedelianum 13,1 116,3 08.9

(folhas)
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6. CONCLUSAO

Nas anélises quimicas dos Oleos essenciais de cada espécie estudada, o
constituinte em maior porcentagem encontrado foi o sabineno no 6leo essencial dos
frutos da Xylopia aromatica (69,72%) e Zanthoxylum rhoifolium (55,94%). J& nos 6leos
essenciais das folhas de Zanthoxylum rhoifolium, Zanthoxylum riedelianum e
Kielmeyera coriacea 0s constituintes em maior porcentagem encontrados foram -
elemeno (31,26%), y-elemeno (24,81%) e n-tetradecano (13,46%), respectivamente.

A alta atividade tripanocida associado a baixa citotoxicidade para células de
mamiferos dos dleos essenciais das folhas de Z. riedelianum, Z. rhoifolium e K coriacea
e dos frutos de X. aromatica e Z. rhoifolium, faz com que todos estes 6leos sejam
promissores candidatos de drogas antiparasitarias. Entretanto, tomados em conjuntos, 0s
resultados revelaram que os 6leos essenciais mais promissores e passiveis de uma
investigagdo mais cuidadosa sdo os dos frutos da X. aromatica e Z. rhoifolium.
Adicionalmente, o sabineno pode ser o responsavel por essas propriedades destes 6leos
essenciais, uma vez que é 0o composto que esta em maior porcentagem nestes. Mais
estudos sao necessarios para elucidar os mecanismos de morte dos parasitas induzidos
pelos Gleos essenciais mais promissores e identificacdo de seus alvos intracelulares,
assim como ensaios biol6gicos in vivo. E ainda avaliar o potencial do composto

sabineno isolado.
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