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RESUMO

COSTA, H.C.G. Bioprospeccio dos extratos hexanicos de Aspidosperma subincanum
(Guatambu) e suas bioatividades. 2026. Apresentado ao Instituto Federal Goiano —
Campus Rio Verde — GO, como parte das exigéncias da P6s-Graduagdo — Doutorado em
Agroquimica.

A biodiversidade do Cerrado brasileiro representa importante fonte de metabolitos
secundarios com potencial aplicagdo farmacéutica e agroindustrial, destacando-se
espécies da familia Apocynaceae, como a Aspidosperma subincanum, tradicionalmente
utilizada na medicina popular. Nesse contexto, objetivou-se bioprospectar os extratos
hexanicos das folhas e cascas de A. subincanum, avaliando a composi¢cdo quimica e
atividades bioldgicas. Os extratos foram obtidos por maceragdo usando hexano como
solvente e caracterizado por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM), permitindo identificar os compostos volateis, principalmente sesquiterpenos.
Os extratos foram submetidos a ensaios bioldgicos para a avaliacdo da atividade
antibacteriana frente a bactéria Xanthomonas citri, além da capacidade de inibicao das
enzimas acetilcolinesterase, elastase e a-amilase. Adicionalmente foi realizada a analise
de docking molecular para investigar as interacdes entre os compostos identificados e os
alvos biologicos. Os resultados demonstraram atividade antibacteriana e potencial
inibitério enzimatico relevante, indicando a presenca de metabolitos bioativos com
possivel aplicacdo no controle de fitopatdogenos e no desenvolvimento de agentes
terapéuticos voltados a doencas neurodegenerativas e metabolicas. As andlises
moleculares reforcaram a afinidade dos compostos identificados com os alvos estudados.
Os extratos hexanicos de 4. subincanum apresenta potencial biotecnologico evidenciando

a relevancia da flora do Cerrado como fonte de produtos naturais bioativos.

Palavras-chave: Xanthomonas citri; acetilcolinesterase; Docking molecular; metabolitos
secundarios.



ABSTRACT
COSTA, H.C.G. Bioprospecting of hexane extracts from Aspidosperma subincanum
(Guatambu) and their bioactivities. 2026. Submitted to the Goiano Federal Institute
— Rio Verde Campus — GO, as part of the requirements for the Doctor of Philosophy
(Ph.D.) in Agrochemistry.

The biodiversity of the Brazilian Cerrado represents an important source of secondary
metabolites with potential pharmaceutical and agro-industrial applications, particularly
species of the Apocynaceae family, such as Aspidosperma subincanum, which is
traditionally used in folk medicine. In this context, the objective was to bioprospect
hexane extracts from the leaves and bark of 4. subincanum, evaluating their chemical
composition and biological activities. The extracts were obtained by maceration using
hexane as a solvent and characterized by gas chromatography coupled with mass
spectrometry (GC-MS), allowing the identification of volatile compounds, mainly
sesquiterpenes. The extracts were subjected to biological assays to evaluate their
antibacterial activity against the bacterium Xanthomonas citri, as well as their ability to
inhibit the enzymes acetylcholinesterase, elastase, and a-amylase. In addition, molecular
docking analysis was performed to investigate the interactions between the identified
compounds and biological targets. The results demonstrated antibacterial activity and
significant enzymatic inhibitory potential, indicating the presence of bioactive
metabolites with possible applications in plant pathogens control and in the development
of therapeutic agents for neurodegenerative and metabolic diseases. The molecular
analyses reinforced the affinity of the identified compounds for studied targets. The
hexane extracts of 4. subincanum exhibit biotechnological potential, highlighting the

relevance of the Cerrado flora as a source of bioactive natural products.

Keywords: Xanthomonas citri, acetylcholinesterase, molecular docking, secondary
metabolites.



1. INTRODUCAO

A prospecgdo de compostos bioativos a partir de recursos naturais permanece
como uma abordagem estratégica para a inovacao nas areas farmacéutica e agricola,
especialmente diante dos desafios impostos pela resisténcia microbiana e pela
necessidade de alternativas mais sustentaveis. Apesar dos avangos da quimica
sintética, os produtos naturais continuam desempenhando papel central na descoberta
de novos compostos quimicos, em funcdo da elevada diversidade estrutural e da
capacidade de interagir com multiplos alvos biologicos (Newman; Cragg, 2020;
Atanasov et al., 2021).

Nesse contexto, a biodiversidade brasileira configura-se como uma fonte
relevante de metabolitos especiais ainda pouco explorados. A familia Apocynaceae
destaca-se entre as espécies de interesse por causa da diversidade de compostos que
produz, muitos dos quais associados a diferentes atividades bioldgicas. Nesse cenario,
Aspidosperma subincanum Mart., espécie nativa do Cerrado, apresenta relevancia
etnobotanica e potencial fitoquimico que ainda requer investigagcao mais aprofundada.
Estudos com o género Aspidosperma t€m se concentrado predominantemente em
alcaloides indolicos; entretanto, fragdes apolares obtidas com solventes nao polares,
como o hexano, podem concentrar metabolitos lipofilicos, incluindo terpenos, que sao
associados a atividades antimicrobianas ¢ a modulacdo de sistemas enzimaticos
(Muhammad et al., 2026; Riyadi et al., 2023).

A caracterizagdo quimica dessas fragdes por técnicas analiticas, como a
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM), tem sido
amplamente empregada na identificagdo de compostos volateis e na correlagdo entre
composi¢do quimica e atividade bioldgica. Essa abordagem possibilita uma andlise
mais abrangente do potencial quimico de extratos vegetais, contribuindo para a
identificacdo de substancias com interesse biotecnologico. No dmbito biomédico, a
doenga de Alzheimer caracteriza-se por um processo neurodegenerativo progressivo
associado a disfuncdo das vias colinérgicas e a redugdao dos niveis de acetilcolina
(ACh), neurotransmissor essencial para fungdes cognitivas como memoria e atengao.
A acetilcolinesterase (AChE), responsével pela hidrélise da ACh na fenda sinéptica,
constitui um alvo terapéutico consolidado, sendo sua inibicdo uma estratégia eficaz
para aumentar a disponibilidade do neurotransmissor e promover melhora ou

estabilizacdo das fungdes cognitivas (Colovic et al., 2013; Shaikh et al., 2014).



No contexto agricola, destaca-se a bactéria Xanthomonas citri subsp. citri,
agente etiologico do cancro citrico, doenga que acarreta prejuizos significativos a
producao de citrus. Esse fitopatdgeno Gram-negativo provoca lesdes caracteristicas
em folhas e frutos, comprometendo a produtividade e a qualidade das culturas. As
limitagdes dos métodos de controle atualmente empregados evidenciam a necessidade
de novos agentes antibacterianos, preferencialmente de origem natural (Shahbaz et
al.,2022; Timilsina et al., 2020). Embora evidéncias indiquem que espécies do género
Aspidosperma apresentam metabolitos com diferentes atividades biologicas, ainda
sdo limitadas as investigagdes que abordam, de forma integrada, a composi¢do
quimica e o potencial bioldgico de suas fragdes apolares. Nesse sentido, a exploragao
dessas fragdes pode contribuir para a identificagao de novas moléculas com potencial
aplicacdo tanto na modulacdo de alvos enzimaticos quanto no controle de
fitopatdgenos.

Diante do exposto, o presente estudo tem como objetivo bioprospectar os
extratos hexanicos das folhas e da casca do caule de Aspidosperma subincanum, com
énfase na caracterizagdo de seus constituintes volateis por CG-EM e na avaliagdo de

seu potencial biologico.



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Cerrado

O Cerrado ¢ a maior savana neotropical, ocupando uma area de aproximadamente
2 milhdes de km?, sendo o segundo maior bioma brasileiro (Colli et al., 2020; Sano et al.,
2019). Apresentando clima sazonal tropical (chuvas no verdo, inverno seco, tendo
precipitacdo entre 1300 e 2300 mm/ano), relevo com planaltos e uma importante bacia

hidrografica (Araguaia-Tocantins) (Colli et al., 2020).

A composicao floristica varia com a fertilidade do solo, disponibilidade hidrica,
textura, pH e clima, tanto para arvores quanto para arbustos e plantas herbaceas (Bueno
et al., 2018; Amaral et al., 2022; Lira-Martins et al., 2022). Essas plantas adaptaram ao
solo oligotréfico, seco e com aluminio elevado; para mitigar esses estresses as arvores
usam estratégias de sobrevivéncia como raizes profundas, cascas espessas, folhas
coriaceas ricas em compostos fenolicos e taninos, além da capacidade de acumular

aluminio (Furley, Ratter 1988; Novaes ef al., 2013; Lira-Martins et al., 2022).

As plantas nativas do Cerrado sdo amplamente utilizadas na medicina popular, e
mais de 7.000 espécies de plantas nativas t€ém sido objetos de pesquisas, principalmente
com seus extratos e 6leos essenciais apresentando promissoras atividades antifingicas e

antibacteriana (Barreto ef al., 2000).

Segundo Ferraro et al. (2021), as plantas do Cerrado possuem mecanismos de
defesas Unicos, adaptagdes as condicdes especificas do bioma, como a seca, os incéndios,
herbivoria, levando as plantas produzirem compostos bioativos através do metabolismo
secunddrio com propriedades antioxidantes, antidiabéticas, antimicrobianas,

anticarcinogénicas e retardadoras de envelhecimento precoce.

Apesar do reconhecimento potencial das plantas do Cerrado, muitas delas carecem
de estudos cientificos que comprovem a eficdcia terapéutica. Um exemplo ¢ a
Aspidosperma subicanun (Guatambu), conhecida pelo uso na etnofarmacologia devido
aos efeitos antimalarico, antileishmaniotico, antihansenico, antidiabético,
antidislipémico, antiflingicos, antioxidantes, em infecdes uterinas e varias outras
aplicagdes que ainda ndo sdo citadas em artigos e pesquisas “in vivo” € que necessitam

ser comprovadas (Barreto et al., 2006).



2.2. Apocynaceae
Apocynaceae ¢ uma grande familia pertencente as angiospermas (plantas com

flores), majoritariamente tropicais, que inclui plantas ornamentais, espécies venenosas €
importantes plantas medicinais. A antiga familia Asclepiadaceae (asclepiadeas) foi
incorporada na familia Apocynaceae, tornando o grupo um dos maiores entre as

angiospermas.

A familia Apocynaceae compreende a cerca de 370-420 géneros e
aproximadamente 5500 espécies, divididas em cinco subfamilias: Rauvolfioideae,
Apocynoideae, Periplocoideae, Secamonoideae e Asclepiadoideae (Bhadane et al., 2018;
Fishbein et al., 2018; Anand et al., 2020). As formas de vida incluem arvores, arbustos,
lianas, suculentas e ervas, geralmente com latex leitoso e folhas simples, inteiras
(Bhadane et al., 2018; Fishbein et al., 2018). As flores sao tipicamente pentameras, com
gineceu bicarpelar e, nos grupos mais derivados, estruturas florais complexas como

coronas e polinia (agregados de polen).

Espécies dessa familia sdo usadas na medicina tradicional para tratar disturbios
gastrointestinais, cardiovasculares, inflamatorios e infecciosos, além de alguns tipos de
cancer, sustentadas por ricos perfis de alcaloides, terpenoides, flavonoides e glicosideos
cardiotonicos (Bhadane et al., 2018). Plantas como Rauvolfia serpentina, Holarrhena
antidysenterica, Carissa carandas e Tabernaemontana divaricata sao modelos
farmacoldgicos importantes, com atividades antioxidante, anti-inflamatoria,

antimicrobiana e citotoxica demonstradas in vitro e in vivo (Bhadane et al., 2018).

A familia ¢ quimicamente rica em alcaloides, terpenoides, glicosideos e
cardenolideos, fundamentando o uso como medicamentos e alimentos (Bhadane et al.,
2018, El Mokni, Iamonic; 2025, Mohammed et al., 2021). Os alcaloides indolicos
monoterpénicos de um subconjunto de géneros produzem medicamentos clinicamente
importantes (vincristina, reserpina) entre outros compostos citotoxicos e antinflamatdrios

(Bhadane et al., 2018; Mohammed et al., 2021).

Multiplas espécies apresentam forte atividade antimicrobiana e modificadora de
resisténcia, com potencial para combater patdgenos multirresistentes (Anand et al., 2020).
O codigo de barras de DNA (ITS2, psbA-trnH) fornece identificagdo confidvel,

fundamental porque muitas espécies medicinais também sdo toxicas (Ya-Na et al., 2020).



2.3. Género Aspidosperma

O género Aspidosperma compreende aproximadamente 68 espécies, distribuidas
nos ecossistemas caatinga, cerrado e florestas (Amorim ef al., 2005). No Brasil, plantas
do género Aspidosperma sdo conhecidas popularmente como: peroba, guatambu, pau-
pereiro, caparanaiba, pequid, quina, taroba e amargoso; podendo ser encontradas na
regido Amazonica, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (Teixeira ef al.,

2024, Lorenzi; 1992).

O género Aspidosperma compreende tipicamente espécies arboreas tropicais de
grande porte, de 2 a 15 metros de altura, com flores e sementes abundantes, copas amplas,
folhas alternas espiraladas ndo agrupadas no apice dos ramos, e podem apresentar latex

abundante, mas ndo no tronco circular como a maioria das Apocynaceae (Freitas, 2008).

Com distribuigcdo tropical, encontra-se principalmente entre o México e a
Argentina, e ¢ popularmente utilizado no tratamento de diversas doencas. Na regido
amazoOnica, as cascas das espécies Aspidosperma sdo comumente utilizadas como
infusdes na medicina popular contra febre e reumatismo por causa da baixa toxicidade e

auséncia de contraindicagdes (Carmo Lemos et al., 2023).

Os alcaloides isolados desse género possuem atividades biologicas, antitumoral,
antituberculose, antimicrobiana, , antiprotozoarios (como anti-Trypanosoma), anti-
leishimania (Sottomayor ef al., 2004; Luca, Laflamme; 2001; Heinrich et al., 2021). Os
alcaloides podem ser encontrados em diferentes da planta, tendo acdo sobre o sistema
nervoso central, sendo muitos deles utilizados como venenos ou alucinégenos (Luca, St

Pierre; 2000; Adetunji et al., 2022).
2.4. Aspidosperma subincanum

O Aspidosperma subincanum ¢ uma espécie arborea perene conhecida como
Guatambu. O porte das arvores de A. subincanum pode chegar a 25 metros de altura e 80
cm de DAP (diametro a altura do peito) na idade adulta. Porém, foram encontrados
individuos com 4 metros de altura e 6 cm de DAP (Jesus ef al., 2009; Negrelle, et al.,
2007). O tronco ¢ reto e cilindrico, com casca medindo até 10 mm de espessura, a casca

externa ¢ marrom-escura e fissurada.

Junior et al., 2019 analisaram o contexto de plantas bioprodutoras de substancias

quimicas no seu metabolismo secundario, com relatos de citotoxidade seletiva in vitro e



efeitos anti-inflamatérios que justificam a bioprospeccdo, o género Aspidosperma. A
familia Apocynaceae, ¢ estudada por causa da producdo de alcaloides inddlicos. Gilbert
(1966) estudou 33 espécies de Aspidosperma de ocorréncia no Brasil, resultando no
isolamento de mais de 100 alcaloides ind6licos, induzindo a conclusao da predominancia
desta classe de alcaloides nesse género, observando a ocorréncia de alcaloides indodlicos
com grande variedade estrutural como esqueleto beta carbonilico simples, sistemas

triciclicos e anéis pirido-indolicos (Santos et al., 2021).
2.5. Terpenos

O metabolismo secundario, atualmente denominado “metabolismo
especializado”, refere-se as rotas biossintéticas que geram compostos como terpenoides,
alcaloides, fenilpropanoides e flavonoides. Os metabolitos desempenham fungdes
ecoldgicas essenciais, como: defesa contra herbivoria e patogenia, atracdo de
polinizadores e comunicacao planta-ambiente (Ono, Murata; 2023).

Terpenoides também conhecidos como isoprenoides constituem a maior € mais
diversificada classe de metabolitos secundarios. Sdo formados pela polimerizagdo de
unidades de isopreno (isopentenil pirofosfato (IPP) e dimetilalil pirofosfato (DMAPP)),
apresentando ampla distribuicao nas espécies da flora brasileira (Bizzo, Rezende; 2022).

Os terpenoides sao classificados de acordo com unidades de isoprenos: isoprenos

(Cs), monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Czo), sesterterpenos (Cos),
triterpenos (Cso) e tetraterpenos (Cao), como os carotenoides. Em espécies brasileiras, hé
grande diversidade estrutural, com destaque para lactonas sesquiterpénicas em
Asteraceae e triterpenos tipo friedelano e cicloartano em espécies como Azadirachta

indica (Passos et al., 2019).

Nas plantas os terpenoides sdo formados através da via do mevalonato (MVA), no
citosol, e do 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP), nos plastidios. Essas vias geram
IPP e DMAPP, que por ac¢do dos terpenos sintases (TPS), originam a diversidade de
terpenoides (Barbosa ef al., 2025).

Os terpenoides atuam na defesa das plantas contra herbivoros e patogenos, atragao
de polinizadores, possuem reconhecida importancia farmacologica, cosmética e
agroindustrial. No Brasil, a relevancia cientifica e econdmica desses compostos ¢
evidenciada pela expansdo do setor de dleos essenciais, ricos em mono e sesquiterpenos

(Aragjo et al., 2021).



Esse grupo de compostos desempenham papeis ecoldgicos essenciais como
aleloquimicos e semioquimicos, influenciando interagdes planta-ambiente. Na
Asteraceae, sao abundantes as lactonas sesquiterpénicas com efeitos alelopaticos (Araujo
et al., 2021); em Bignoniaceae, compostos do género Fridericia apresentam potencial

farmacolodgico relevante (Henrique et al., 2024).
2.6. Extrato vegetal

Os extratos vegetais sdo preparagdes multicomponentes obtidas pela agdo de um
solvente e método de extracao sobre o material vegetal (folhas, raizes, cascas, sementes,
frutos e flores), visando concentrar constituintes soluveis biologicamente ativos

(Monagas et al., 2022).

A mesma planta pode gerar extratos muito diferentes, conforme método e
solvente, afetando eficacia e seguranga (Heinrich er al., 2022). Os extratos vegetais
consistem em uma mistura complexa de substancias com usos promissores, sobretudo na
area agricola no combate a doengas e pragas de dificil controle (Cardoso, Carmello;

2022).

O uso de plantas apresenta algumas desvantagens, principalmente no que tange a
escassez de dados relacionados a fitotoxicidade, a persisténcia do produto no meio
ambiente e aos efeitos sobre organismos benéficos. Haja vista que os extratos vegetais
possuem muitas substincias ativas, comprovadamente eficazes que podem ser isoladas e
utilizadas como pesticidas ou podem servir como protdtipo para sintese quimica no

desenvolvimento de novas classes de pesticidas (Cardoso, Carmello; 2022).

No Brasil, os extratos vegetais sdo regulamentados de acordo com seu uso. Para
aplicagcdes em medicamentos fitoterapicos, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), ¢ o 6rgao responsavel pela regulamentagao, conforme disposto na Resolugao
RDC n° 26, de 13 de maio de 2014, que trata do registro de medicamentos fitoterapicos
industrializados. Ja para produtos cosméticos, a regulamentacdo segue as diretrizes da
RDC n° 07, de 10 de fevereiro de 2015. Além disso, o acesso ao patrimdnio genético
vegetal brasileiro ¢ regulado pela Lei n® 13.123/2015 (Lei da Biodiversidade), que
estabelece regras para o uso sustentavel da biodiversidade, beneficiamento econémico e

reparticdo de beneficios com comunidades tradicionais (BRASIL, 2015).

2.7. Bioprospeccao



O Brasil abriga a maior diversidade de plantas mundial, uma flora extensa e
amplamente diversificada (Bieski et al., 2022). Essa biodiversidade possibilita a
prospec¢ao de plantas em busca de compostos fitoterapicos, bioherbicida, bioinseticida,
antifingico, antibactericida, oriundos do metabolismo secundario de plantas, fungos e

bactérias (Fernandes et al., 2024).

O processo de bioprospecgao gera como produto muitas moléculas com possivel
acdo biolodgica para diferentes doengas. Sendo assim, faz-se necessario métodos capazes

de avaliar produtos da bioprospeccao de forma rapida e precisa (Marques et al., 2022).

E importante enfatizar a utilizagao dos recursos naturais com cautela, a fim de ndo
destruir o meio ambiente e ecossistemas, promovendo uso consciente ¢ sustentavel,
evitando a degradagdo e biopirataria. A biopirataria refere-se ao ato de levar a

biodiversidade de um pais para outro sem a autorizacao (Soares, Gomes; 2017).

A familia Apocynaceae ¢ muito bioprospectada por ser fonte de compostos
bioativos usados na medicina popular. Diversas substancias dessa familia foram isoladas
e usadas em acdes terapéuticas (Bhadane ef al., 2018). O género Aspidosperma pode ser
encontrado ao longo da América Latina; os aspectos fitoquimicos das espécies de
Aspidosperma sdo estudados, sendo os alcaloides indolicos os principais metabolitos
secundarios encontrados nessas espécies e considerados bons marcadores quimicos

taxondmicos desse género (Almeida et al., 2019).

Através de extratos polares das folhas e caule de Aspidosperma subincanum foi
possivel isolar os compostos apparicina, ramiflorina A e ramiflorina B, H-17-a-
ramiflorina A e H-17-o-ramiflorina B, esses compostos demostram atividade in vitro

antiparasitaria frente & Leishmania (L.) amazonensis (Xx).

Outras classes de produtos naturais foram isoladas de Aspidosperma, como
flavonoides, saponinas, triterpenos, esteroides e dcidos organicos, esses compostos foram
isolados de extrato metandlico do caule (Guimardes et al., 2013). Através do
fracionamento do extrato das folhas foi possivel isolar 4cido quinovico 3-O-f-

ramnopiranosideo e o &cido quinovico 3-O-B-fucopiranosideo (Estrada ef al., 2015).

2.8. Utilizacao de plantas na medicina popular
As plantas tém diversas moléculas biologicas as quais sdo utilizadas ha séculos, a

utilizacao de plantas para fins medicinais ocorre de maneira mundial, aos quais possuem


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/leishmania

inimeros materiais bioativos nas moléculas tornando-se base para desenvolvimento de
farmacos além de serem utilizadas em pesquisas de bioprospec¢ao (Lazzarotto-Figueird
et al., 2021). O Brasil destaca-se pela vasta biodiversidade, tendo suma relevancia para
o desenvolvimento sustentavel.

Lazzarotto-Figueiro et al., (2021), enfatiza a utilizag¢do do estudo e conhecimento
sobre as plantas e a partir de entdo fazer seu uso de forma sustentavel. Plantas constituem
elementos naturais de primeira escolha para a prospec¢ao de extratos bioativos seguidos
de microrganismos, sendo a segunda maior fonte de estudo para o desenvolvimento de
farmacos (Pinheiro et al., 2017).

Os compostos fitoquimicos presentes nas plantas demonstram diversas atividades
bioldgicas. Quimicos de produtos naturais preparam extratos, isolam, purificam e
caracterizam metabolitos secundarios com o objetivo de compreender como os
fitoquimicos afetam os sistemas biologicos (Dhiman, Malik, Khatkar; 2018).

A familia Apocynaceae ¢ considerada uma das vintes mais importantes de
metabolitos secundarios, responsaveis por diversas atividades biologicas relevantes para
a busca e desenvolvimento de farmacos. Espécies do género Aspidosperma sdo
tradicionalmente utilizadas no tratamento de malaria, leishmaniose, bactericida e
inflamacao (Pereira ef al., 2018).

O guatambu (4spidosperma subincanum) ¢ utilizado na medicina popular para
tratamento de diabetes, hipercolesterolemia e doengas digestivas (Oliveira et al., 2009).
Dados etnobotanicos relatam que comunidades indigenas utilizam tonico preparado a
partir das cascas para estimular o sistema circulatorio e geniturinario, melhorar a fungao
respiratoria, aliviar espasmos e reduzir a febre (Federlin et al., 2014).

Estudos fitoquimicos de A. subincanum revelaram a presenga de alcaloides
inddlicos, substincias nitrogenadas com potente acdo bioldgica. Compostos isolados do
de A. subincanum, como a elipticina e seus derivados, demonstraram efeito

anticancerigeno em ensaio clinico como farmaco (Pereira et al., 2018).

2.9. Xanthomonas citri

Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) € a bactéria Gram-negativa causadora do
cancro citrico (forma asidtica, canker A), doenga quarentendria e altamente contagiosa de

citros. A patogénese depende de efetores do sistema de secrecdo do tipo III (T3SS),
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notadamente TALEs da familia PthA, que ativam genes de suscetibilidade citrica como

CsLOBI, iniciando hiperplasia e a formag¢ao de pustulas erumpentes (Chen et al., 2024).

As lesdes comecam como pontuacdes encharcadas, evoluindo para pustulas
corticas e erumpentes com halo clorético; em frutos, a suscetibilidade precoce gera lesdes
de tamanhos variados na mesma unidade, com rachaduras e queda (Ali et al., 2023). A
sintomatologia classica (pustulas elevadas, centro corticoso, halo amarelado), diferencia
Xcc de manchas fingicas comuns, mas pode confundir com lesdes por minador; histérico

e distribuicao ajudam no diagnostico diferencial (Ali et al., 2023; Behlau, 2016).

Segundo Vieira et al. (2021), apds penetragdo via estdmatos e microferimentos
(inclusive lesdes de minador-dos-citros), Xcc multiplica-se no parénquima
subepidérmico; TALEs (p.ex., PthA4) ativam cascatas (p.ex., CsLOBI) que culminam em
paligadico, hiperplasia e rompimento cuticular; vias de carboidratos e sinalizagdo podem
induzir a expressdo do T3SS. Reguladores pos-transcricionais (CsrA/RsmA) e fatores

ECF modulam a viruléncia (Andrade et al., 2014, Alexandrino et al., 2024).

De acordo com Ali et al. (2023); o cancro citrico afeta a maior parte das espécies
e cultivares comerciais, com impactos economicos relevantes por queda de produtividade,
depreciagdo para mesa e custos de erradicacdo e controle; ndo hd “cura” de plantas
doentes a campo ¢ 0 manejo depende de exclusdo, erradicagdo, cobre e medidas culturais.
E estudos de longo prazo no Brasil demonstraram que, quando programas rigorosos de
exclusdo e erradicacdo foram aplicados, a ocorréncia caiu a niveis muito baixos, mas
medidas menos estritas favoreceram a reemergéncia regional (Behlau, 2016; Behlau,

2021).

Como manejo, o uso de calda de cobre segue como pilar do controle em areas
endémicas, com formulagdes soliveis e insoluveis e ajuste de dose/volume por
arquitetura (Behlau ef al., 2021). A oportunidade de aplicacdo € critica para proteger
ferimentos de praticas culturais e a aplicagdes de cobre entre 24 h antes e até 0,5 h apds

o ferimento reduziram 92-96% a infeccdo em estudos brasileiros (Machado et al., 2021).

De acordo com Islam et al. (2024); o uso de antibidticos agricolas (p.ex.,
estreptomicina) mostrou eficdcia em condigdes especificas, mas envolve restricdes
regulatorias e risco de resisténcia; deve ser considerado apenas quando autorizado e
dentro de programas integrados. S3o também usadas medidas ndo quimicas essenciais

como o uso de viveiros certificados, barreiras vegetais, manejo do minador, remog¢ao de



11

focos e plantas sintomaticas, conforme legislagcdo e periodos criticos de suscetibilidade

(Behlau, 2021).
2.10. Enzimas

Enzimas sdo compostos organicos de natureza proteica essenciais em todos os
seres vivos (Robinson, 2015). As enzimas aceleram respostas quimicas rapidas a energia
de ativacdo, com alta especificidade para seus substratos (Robinson, 2015; Ndochinwa et
al., 2024). Sdo geralmente proteinas (as vezes cofatores metalicos ou organicos) e sdo
classificadas em seis grandes classes: hidrolases, oxidorredutases, transferases, liases,
isomerases ¢ ligases (Farhan et al., 2025). Elas coordenam o metabolismo celular em

animais, plantas e microrganismos (Robinson, 2015; Ndochinwa et al., 2024).

Como catalizadores as enzimas s3o necessarias apenas em concentragdes muito
baixas e aceleram as reagdes sem serem consumidas durante o processo. A enorme
atividade catalitica das enzimas pode ser bem expressa por uma constante, K.,;. Essa
constante representa o nimero de moléculas de substrato que podem ser convertidas em

produto por uma unica molécula de enzima por unidade tempo (Robinson, 2015).
2.10.1. Colinesterase

A colinesterase (ChE) ¢ uma enzima crucial para o funcionamento do sistema
nervoso, pois estd envolvida na degradagdo da acetilcolina, um neurotransmissor
essencial para a transmissdo de impulsos nervosos. A inibicdo da atividade
colinesterasica pode levar a acumulagdo de acetilcolina nas sinapses, resultando em

hiperatividade neuromuscular, paralisia e, em casos extremos morte (Nicareta, 2023).

Os inibidores da colinesterase sdo compostos quimicos que prejudicam a atividade
das colinesterases (AChE e butirilcolinesterase (BChE)). Elas reduzem a hidrolise dos
neurotransmissores acetilcolina (ACh) (inibidores de acetilcolinesterase) e butirilcolina
(inibidores da butirilcolinesterase), aumentando os niveis no corpo (cérebro, sangue e

tecido nervoso) (Kummerle, 2021).

As ChE possuem atividades cataliticas adicionais (aril acilamidase, semelhante a
metalocarboxipeptidase) e participam de processos como diferenciagdo celular,
tumorigénese, adesdo celular (Balasubramanian, Bhanumathy, 1993; Kisa et al., 2020).
Acetilcolina (ACh) ¢ um neurotransmissor, agonista colinérgico, sintetizado pela colina

acetiltransferase a partir da colina e acetilcoenzima A; sendo sintetizada no interior das
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vesiculas dos neurdnios, principalmente nas terminag¢des axonais (Moraes, 1999;

Patrick, 2023).

ACh ¢ inativada por hidrodlise pela acdo da enzima acetilcolinesterase (AChE),
com formacdo de colina e &cido acético. Os produtos gerados dessa hidrolise sdao

reutilizados para a sintese e de acetilcolina e acetilcoenzima (Moraes, 1999).

AChE ¢ uma enzima responsavel por hidrolisar o neurotransmissor ACh nas
sinapses colinérgicas. Nas sinapses a ACh atua transmitindo a mensagem de um
neurdnio a outro. As sinapses colinérgicas estdo amplamente distribuidas no sistema

nervoso central (SNC) e sistema nervoso periférico (SNP) (Bruton, Lazo, 2006).

A AChE ¢ uma enzima que apresenta trés ramificagdes, ligadas por pontes de
dissulfeto, sendo fixada a membrana celular por colageno. Cada ramificagdo dessa

unidade enzimatica composta por quatro subunidades proteicas, capazes de hidrolisar a

ACh (Patrick, 2009).

O desenvolvimento de farmacos concentra-se em inibidores da colinesterase com
multiplos alvos, com propriedades neuroprotetoras ou anti-B-amiloides, e em inibidores
seletivos da butirilcolinesterase (BChE) ou da carboxilesterase para minimizar os efeitos

colaterais (Makhaeva ef al., 2019; Smyrska-Wieleba, Mroczek; 2023).

Produtos naturais continuam sendo rica fonte de novos inibidores da colinesterase
(ChE), mas os mecanismos e as relagdes estrutura-atividade precisam ser bem
elucidados, pois os inibidores de colinesterase de ocorréncia natural afetam as esterases

de maneira reversivel (Bukowska et al., 2007; Smyrska-Wieleba, Mroczek; 2023).
2.10.2. Elastase

Elastase ¢ uma serina protease que degrada a elastina, a principal proteina da
matriz extracelular que confere elasticidade aos pulmdes, vasos sanguineos e pele. O
controle rigoroso da atividade da elastase ¢ essencial; a hiperatividade cronica contribui
para doencas inflamatdrias, cardiovasculares, oculares e gastrointestinais (Suresh,

Vaithilingam; 2025).

Existem multiplas elastase humanas em diversas classes de proteases (serina,
metaloproteinases, cisteina, aspartica), definidas como enzimas capazes de degradar a
elastina madura e reticulada (Famutimi, et al., 2022; Robert, Hornebeck, 1989). A

elastase de neutrofilos (NE) ¢ armazenada nos granulos azurofilos dos neutrofilos e



13

degrada a elastina, coldgeno, fibronectina e muitas proteinas imunologicas (Voynow,

Shinbashi, 2021; Korkmaz et al., 2010).

A degradagao da elastina ao longo da vida e a liberagao de elastocinas promovem
enfisema/DPOC (doenga pulmonar obstrutiva cronica), aterosclerose, sindrome
metabolica e cancer (Suresh, Vaithilingam, 2025; Janoff, 1985; Famutimi, ef al., 2022).
Nas vias aéreas, o excesso de NE leva a hipersecrecao de muco, comprometimento da
funcado ciliar, remodelamento das vias aéreas e disfun¢ao imunoldgica inata na fibrose

cistica, DPOC e bronquiectasia (Voynow, Shinbashi, 2021; Polverino et al., 2017).

A atividade anormal da elastase e a renovagao da elastina contribuem para a
degradacdo macular relacionada a idade e aneurisma da aorta abdominal (Motta et al.,
2021). Compostos de origem vegetal e peptidica inibem a elastase (especialmente a

elastase de neutréfilos e pancreatica) (Motta et al., 2021).

Extratos vegetais ricos em fendis e flavonoides, como: luteolina, quercetina,
hiperosideo e luteolosideo possuem agdo para inibi¢do da elastase (Lin et al., 2025).
Agliconas, glicosideos, metilados, acetilados, hidroxilados possuem atividade sobre a

elastase de neutréfilos (Jakimiuk ez al., 2021).

Algumas plantas como, Garcinia latissima, Garcinia tetandra, Rubus spp.,
Sterculia populifolia e Eugenia uniflora demostram atividades antielastase relevante em

concentragdes cosméticas (Wenas ef al., 2025; Desmiaty et al., 2021).

2.10.3. a-amilase
As amilases s3o enzimas que catalizam reagdes em que ocorre a hidrolise de
polissacarideos em moléculas, transformando em glicogénio, amilose e amilopectina,
transformando-os em dextrinas maltose e glicose (Zhao et al., 2024). Por ser uma
enzima do tipo hidrolase que atua celularmente clivando o glicogénio e amido, os quais

sao ingeridos usualmente na dieta (Silva et al., 2017).

As hidrolases sdo proteases, amilases, lipases, pectinases, celulases e catalases tém
fungdo importante ndo apenas na digestdo, mas também ampla aplicacdo industrial
como panifica¢do, fermentagdo de bebidas, desengomagem e gomagem de tecidos nas

industrias té€xteis (Poondla et al., 2016).

Podem ser destacado dois tipos de amilases, as a-amilase e - amilase, atuando

sobre o amido, e derivados de polissacarideos como o glicogénio. As amilases
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diferenciam-se pela maneira que agem hidrolisando carboidratos, a a-amilase hidrolisa
a ligacdo glicosidica a-1,4 (entre duas glicdlises) e as - amilase atuam clivando as

ligacdes glicosidicas a-1,6 (Fernandes et al., 2007).

As o-amilase tém caracteristicas especificas para sua atividade enzimatica, as de
origem vegetal tem pH 6timo em meio 4cido, por volta de 5, e temperatura de atividade
ideal por volta de 40°C. Ja a a-amilase animal o pH 6timo ¢é de 6,8 e temperatura ideal

por volta de 37°C (Koblitz, 2008).

A enzima a-amilase € produzida principalmente pelas glandulas salivares e pelo
pancreas (Khan et al., 2024). A atividade da o-amilase inicia-se na boca, durante a
mastigacdo, e prossegue no intestino delgado, quando a enzima pancreatica atua em
ambiente ideal de pH. Essa a¢do sequencial garante a degradagdo eficiente do amido
presente na alimentacdo, facilitando a absor¢@o no trato gastrointestinal (Zhao et al.,

2024).

Apesar da eficacia dos inibidores sintéticos da a-amilase, como a acarbose, 0s
efeitos colaterais, que incluem desconfortos gastrointestinais, limitam seu uso em
pacientes. Dessa forma aumenta o interesse por alternativas naturais que possam

oferecer beneficios semelhantes, sem toxicidade e efeitos adversos (Gunny et al., 2025).
2.11. Docking molecular

O docking molecular (modelagem molecular) ¢ uma ferramenta essencial para
estudar a estrutura tridimensional de um alvo molecular (uma molécula). Os métodos
de modelagem molecular ajustam o composto ao alvo, prevendo a estrutura e a energia
de ligagdo do composto; o docking molecular pode ser usado para descobrir novos
ligantes para um alvo por meio da triagem de grandes bibliotecas virtuais de compostos

(Paggi, Pandit, Dror; 2024).

Atualmente, o método de ancoragem molecular sio amplamente empregados em
pesquisa bioldgica, descoberta de novos farmacos e outras areas. O docking permite a
otimizag¢do mais eficiente de ligantes, etapa fundamental na descoberta de moléculas,
no qual se parte de um ligante e buscam compostos relacionados com propriedades
desejaveis, ndo apenas uma ligacdo mais forte, mas também maior eficacia, menor

toxicidade e menos efeitos colaterais (Paggi, Pandit, Dror; 2024).
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O docking molecular ¢ frequentemente usado entre proteinas-alvo e pequenas
moléculas, compostos com aproximadamente 100 ou menos atomos (Agrawal et al.,
2019). O método de acoplamento molecular € projetado para estimar dois atributos da
interacdo entre um composto quimico e um alvo biologico. O primeiro acoplamento
prediz a posicao de ligacdo do composto, geometria energeticamente mais favoravel do
composto quando ligado ao alvo, especificado pela coordenacao tridimensional de cada

atomo do composto em relacao ao alvo (Paggi, Pandit, Dror; 2024).

O segundo acoplamento estima uma energia de ligacdo associada (ou equivalente,
afinidade de ligagdo), que quantifica a extensdo quando o composto ¢ ligado ao alvo em
oposi¢ao permanecendo no solvente circundante (Wang et al., 2021). O docking
molecular em programas de descoberta de firmacos baseados em produtos naturais pode
ajudar a explicar o uso tradicional e potencialmente identificar novos usos para plantas

e prevenir doencas emergentes (Paggi, Pandit, Dror; 2024).
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4. OBJETIVOS

4.1. Geral

Objetivou-se bioprospectar os extratos hexanicos da entrecasca e folhas de Aspidosperma

subincanum (Guatambu), avaliar a composi¢ao quimica e suas bioatividades.

4.2. Especificos

. Preparar extrato hexanico das folhas de Aspidosperma subincanums;

. Preparar extrato hexanico da entrecasca de Aspidosperma subincanum;

. Determinar a composi¢do quimica dos compostos volateis presente nos extratos
hexanicos por meio da Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massas
(CG-EM);

. Avaliar a atividade antibacteriana in vitro dos extratos hexanicos das folhas (EH-FG)

e entrecasca de Aspidosperma subincanum (EH-CG) frente a Xanthomonas citri.

. Determinar a atividade inibidora de enzimas acetilcolinesterase do EH-FG e do EH-
CG.
. Avaliar a atividade citotoxica in vitro com diferentes linhas de células humanas;

. Realizar analise por Docking molecular.
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Capitulo I: Aspidosperma subincanum (Guatambu): potencial fitoterapico e aplicagdes

na medicina tradicional

Aspidosperma subincanum (Guatambu): phytotherapeutic potential and applications in

traditional medicine
Disponivel: DOI: 10.54033/cadpedv22n9-431
Artigo aceito: 21 de julho de 2025
Artigo publicado na revista: Revista Caderno Pedagogico

RESUMO

O Cerrado ¢ o segundo maior bioma brasileiro e apresenta uma das maiores
biodiversidades do mundo. Dentre suas espécies nativas, destaca-se a Aspidosperma
subincanum (Guatambu), amplamente utilizada na medicina tradicional para o tratamento
de diversas enfermidades, como maldria, leishmaniose, diabetes e dislipidemias. Essa
planta ¢ rica em alcaloides indolicos, como aspidospermina, uleina, aspidocarpina,
eliptina, olivacina, isorhamnetina e quebrachamina, os quais possuem propriedades
farmacoldgicas comprovadas, incluindo atividades antiparasitirias, antioxidantes e
hipolipemiantes. Este estudo tem como objetivo realizar uma revisdo de literatura sobre
a bioprospeccao do 4. subincanum, abordando os usos tradicionais, composi¢ao quimica,
toxicidade, potencial terapéutico e os desafios para a inser¢do no mercado como
fitoterapico. Os resultados indicam que a planta apresenta baixo indice de toxicidade e
elevada atividade farmacologica, reforcando o potencial como alternativa terapéutica
promissora. Contudo, ha necessidade de mais estudos clinicos e regulamentacdes que

viabilizem o uso seguro e padronizado.

Palavras-chave: Plantas Medicinais. Cerrado. Fitoterapia. Etnofarmacologia.

Aspidosperma.
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ABSTRACT

The Cerrado is the second largest biome in Brazil and one of the richest in biodiversity
worldwide. Among its native species, Aspidosperma subincanum (Guatambu) stands out
for its traditional use in the treatment of various diseases, such as malaria, leishmaniasis,
diabetes, and dyslipidemias. This plant is rich in indole alkaloids such as aspidospermine,
uleine, aspidocarpine, ellipticine, olivacine, isorhamnetin, and quebrachamine, which
exhibit proven pharmacological activities, including antiparasitic, antioxidant, and lipid-
lowering effects. This study aims to review the literature regarding the bioprospecting of
A. subincanum, addressing its traditional uses, chemical composition, toxicity, therapeutic
potential, and challenges related to its development as a phytotherapeutic agent. The
findings indicate that the plant has low toxicity and high pharmacological potential,
supporting its use as a promising natural therapeutic. However, further clinical studies

and regulatory frameworks are necessary to ensure its safe and standardized application.

Keywords: Medicinal Plants. Cerrado. Phytotherapy.  Ethnopharmacology.
Aspidosperma.
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1. Introducio

O Cerrado ¢ o segundo maior bioma do Brasil, com aproximadamente 204
milhdes de hectares. Desde a década de 1970, tem se consolidado como um dos pilares
da agricultura nacional, sendo relevante no comércio mundial de alimentos e estratégico
para a seguranga alimentar, tanto em ambito nacional quanto global (Salatino; Faria
Salatino, 2023; Ribeiro et al., 2008). Ocupa a cerca de 23,3% do territorio brasileiro e
11% da América do Sul (2.045.000 km?), sendo uma das savanas mais biodiversas do

planeta (Barreto; Gomes; Teixeira, 2006).

Trata-se de um bioma heterogéneo, composto por 11 ecorregides com distintas
condi¢des edafoclimaticas e geomorfologicas. O volume médio de precipitacdo anual
varia entre 650 mm e 2.550 mm, com uma estacdo chuvosa predominante entre setembro
e marco. A distribuicdo pluviométrica ¢ desigual, com aumento da Caatinga em direcdo a
Amazonia. A temperatura média anual oscila entre 15,6°C e 28,1°C, influenciada pela

latitude (Sano, 1998).

O clima influencia diretamente a distribui¢ao da flora, que varia amplamente no
territério do Cerrado. As fisionomias vegetais, classificadas conforme a estrutura das
plantas, variam de campos abertos a florestas densas, determinadas por fatores como
topografia, fertilidade do solo, disponibilidade hidrica e ocorréncia de fogo (Felfili ef al.,

2002; Silva et al., 2010).

A vegetacdo do Cerrado, independentemente da tipologia, interage fortemente
com as comunidades humanas. Essa relagdao ¢ objeto de estudo da etnofarmacologia,
ciéncia que, em conjunto com a etnobotanica, busca identificar e validar o uso de plantas

medicinais com potenciais agentes biologicamente ativos (Matos, 1989).

Nesse contexto, diversas plantas nativas do Cerrado sao utilizadas pela medicina
tradicional. Estima-se que mais de 7.000 espécies tenham sido alvo de pesquisas,
especialmente quanto aos extratos e Oleos essenciais, demonstram atividades
antimicrobianas promissoras (Barreto; Gomes; Teixeira, 2006; Monteles; Pinheiro, 2007;

Barbosa Junior et al., 2007).

As espécies vegetais do Cerrado desenvolveram mecanismos de defesa
adaptativos frente a condigdes ambientais adversas, como seca, incéndios e herbivoria.

Essas adaptacdes favorecem a produgdo de metabdlitos secundarios com propriedades
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antioxidantes, antidiabéticas, antilipémicas, antimicrobianas e antienvelhecimento
(Pereira et al., 2005). Tais caracteristicas tornam essas plantas atrativas para as industrias

alimenticia, farmacéutica e cosmética.

Apesar do reconhecido potencial farmacoldgico, muitas espécies carecem de
comprovagdo cientifica quanto a eficicia terap€utica. Um exemplo ¢ A. subincanum
(Guatambu), amplamente utilizada por populagdes tradicionais e indigenas como
antimalarico, antileishmaniotico, antidiabético, antihipolipemiante, antifungico e
antioxidante (Rocha er al., 2018). No entanto, varios desses usos ainda ndo foram

validados por estudos in vivo.

Dessa forma, este breve estudo de revisdo tem como objetivo realizar uma analise
de bioprospecgdo sobre o A. subincanum, investigando na literatura as caracteristicas
botanicas, composicdo quimica, usos tradicionais, potencial terapéutico e a legislacdo

brasileira que regula o cultivo e aproveitamento na fitoterapia.
2. Material e Métodos

Este trabalho caracteriza-se como uma pesquisa qualitativa, de natureza
exploratoria e descritiva, baseada em uma revisao bibliografica acerca da bioprospeccao
da espécie 4. subincanum Mart. (Guatambu) e seu potencial fitoterapico. O objetivo foi
reunir, analisar e sintetizar o conhecimento disponivel sobre a composi¢ao quimica, usos

tradicionais, atividades farmacologicas e desafios regulatorios associados a planta.

A busca por informagdes foi realizada entre janeiro e abril de 2025, por meio das
seguintes bases de dados eletronicas: Google Académico, Scielo, PubMed, ScienceDirect
e Periodicos CAPES. Foram utilizados descritores em portugués, inglés e espanhol,
incluindo: “Aspidosperma subincanum”, ‘“Guatambu”, “bioprospeccao”, “plantas
medicinais do Cerrado”, “atividade hipolipemiante”, “alcaloides inddlicos”,

“etnofarmacologia” e “fitoterapia”.

Foram incluidos estudos publicados entre 2000 e 2024, que abordassem direta ou
indiretamente aspectos quimicos, farmacologicos, toxicoldgicos ou etnobotanicos da
espécie em questdo. Os critérios de inclusdo compreenderam: artigos cientificos,
dissertacdes, teses, capitulos de livros e documentos técnicos com acesso ao texto

completo e com relevancia tematica comprovada. Foram excluidos trabalhos repetidos,
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publicacdes sem revisao por pares, resumos expandidos sem dados experimentais e fontes

sem embasamento cientifico.

ApoOs a selecdo, os dados foram organizados e analisados de forma qualitativa,
permitindo a constru¢do de uma visdo integrada sobre o potencial terapéutico da espécie

A. subincanum no contexto da medicina tradicional e das ciéncias quimico-biologicas.
2.1. Importancia do guatambu na cultura popular no tratamento de doencas

A pesquisa de novas substancias oriundas de plantas, necessitam da jungdo de
algumas dareas essenciais, como a fitoquimica, que trabalha com a purificagdo, o
isolamento e a caracterizacdo de principios ativos, a farmacologia, que estuda os efeitos
farmacoldgicos de extratos e dos constituintes quimicos isolados, e a etnobotanica, que
busca informagdes a partir do conhecimento de diferentes povos e etnias (Albuquerque,

Hanazaki; 2005).

Das plantas do cerrado, o 4. subincanum (Guatambu), tem sido citado, como uma
das plantas mais usadas no costume e uso popular para tratar de feridas de leishmaniose,
malaria, diabetes e colesterol alto. Por outro lado, em experimentos cientificos, esta planta
foi usada em modelos experimentais em camundongos que foram tratados com Triton
WR 1339, um detergente nao idnico, conhecido como tyloxapol, muito usado para induzir
hiperlipidemia, reduzindo niveis séricos de triglicérides e colesterol em até 41% (da Silva

et al., 2005; Silva, 2009).

2.2. Principais desafios para um novo produto natural de origem vegetal

chegar ao mercado

Os avangos tecnologicos, bioinformatica, metabolismo especializado em plantas
e biologia sintética apresentam oportunidades através das quais as propriedades
medicinais das plantas sdo descobertas, utilizadas e expandidas para o desenvolvimento

de novos medicamentos inspirados em ervas (Li ef al., 2012).

Os produtos naturais derivados de plantas ainda representam uma fonte valiosa
para a descoberta de medicamentos, motivados pelos desafios globais de saide publica,
como a COVID-19, o VIH/SIDA, a malaria, a hipertensao, a diabetes e o cancro (Herrera-
Arellano et al., 2004). Estudos recentes destacaram a importancia farmacologica de
plantas pouco exploradas do Cerrado (Neto, 1987; Neto, 2006; Guarim Neto, Morais,

2003; Jesus et al., 2009). Infelizmente, existe discrepancia entre o nimero de publicagdes
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cientificas sobre plantas por cientistas brasileiros e o desenvolvimento de novos agentes
fitoterapicos e sublinha a necessidade de politicas publicas focadas na inovagao (Jesus et

al., 2009).

As frutas oriundas de plantas nativas do Cerrado sdo cada vez mais valorizadas no
mercado mundial como alimentos funcionais e nutracéuticos pelo alto valor nutricional e
caracteristicas sensoriais atrativas (Jorge et al., 1998). Na agricultura, muitas espécies de
plantas do Cerrado crescem espontaneamente com incrivel adaptabilidade, sobrevivendo
em solos com pouca fertilidade natural e que carecem de aditivos quimicos (Silva,
Fernandes-Bulhdo, Santos, 2007). Além disso, os frutos do Cerrado podem ser
empregados em multiplas aplicagdes alimentares, e seus residuos do processamento
industrial sdo ricos em compostos bioativos que possuem muitas propriedades funcionais

(Jorge et al., 1998).

Quadro 1. Principais desafios para um novo produto natural de origem vegetal chegar ao

mercado.

1. A identificacdo botanica exige um especialista, sendo cada vez mais raro hoje em

dia.

2. A disponibilidade de produtos naturais € baixa e os testes farmacoldgicos consomem

muito material.

3. A recoleta de espécies silvestres ¢ dificil, uma vez que os biomas vegetais podem

desaparecer rapidamente sob pressao antropica.

4. A composic¢ao quimica de uma planta varia de acordo com fatores ambientais, como
temperatura, disponibilidade de agua, radiagdo UV, nutrientes do solo, altitude e
composi¢do atmosférica, limitando a janela de tempo para coleta.

5. Em produtos naturais derivados de plantas, a transformacdo e degradacdo de
compostos podem ocorrer durante os processos de extracao e isolamento, dificultando
a padronizagdo dos procedimentos.

6. Devido a complexidade das misturas moleculares, menos produtos ou compostos
quimicos sdo isolados.

7. A falta de conhecimento sobre o cultivo agricola de determinadas espécies silvestres
torna o artesanato silvestre a Unica alternativa, tornando o processo de coleta muito
demorado e pode resultar em problemas ecoldgicos e risco de extin¢do de espécies.

8. Regulamentagdes de protecdo muito rigorosas em alguns paises dificultam a
bioprospeccdo de novos produtos naturais derivados de plantas.

9. O desenvolvimento de métodos de sintese total ou derivatizacdo para obter
moléculas semelhantes a produtos naturais ¢ complexo, uma vez que as estruturas
quimicas dos produtos naturais contém frequentemente numerosos substituintes de
oxigénio e centros quirais
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10. Incompatibilidade de produtos naturais com plataformas estabelecidas de triagem
de alto rendimento (HTS); os compostos de teste nao devem decompor-se ou precipitar
e nao devem interferir com os reagentes do ensaio nem apresentar efeitos
inespecificos; os produtos naturais muitas vezes ndo cumprem esses requisitos.
11. Determinar o mecanismo molecular preciso de acdo dos produtos naturais ¢ um
desafio.
12. Muitas vezes ocorrem dificuldades durante os ensaios clinicos, uma vez que a
atividade terapéutica dos extratos vegetais ¢ geralmente baseada na acgdo sinérgica e
simultanea de muitos produtos quimicos.
13. O interesse das empresas farmacé€uticas em produtos naturais (que ndo sejam
modificados sinteticamente) ¢ limitado devido a controvérsias relativas a
patenteabilidade.

Fonte: Ribeiro et al., 2008; Rodrigues, Carvalho, 2001.

2.3. Bioprospecciao do Guatambu

O Guatambu de acordo com o Sistema de classificacdo baseado no The
Angiosperm Phylogeny Group (APG), 2009, a posi¢do taxondmica de A. subincanum
obedece a uma hierarquia taxonomica de divisao — Angiospermae; Ordem — Gentianales;
Familia — Apocynaceae; Género — Aspidosperma. Recebendo nomes vulgares diferentes
de acordo com a regido da federacdo brasileira. Na Bahia — pereira; no Ceara — piquié; no
Espirito Santo — piquid-amarelo; em Goids — Guatambu e pereiro; em Mato Grosso —

pereiro e pereiro-branco.

Na etimologia, 0 nome genérico Aspidosperma descreve a morfologia da semente,
que se encontra rodeada por larga asa circular. O termo ¢ formado pela aglutinagdo de
aspido (escudo), e sperma (semente). Que significa “semente protegida por escudo”
(Jesus et al., 2009). Ja a espécie “subincanum”, significa folhas brancas acinzentadas na

face inferior (Margal et al., 2003).

O A. subincanum € uma espécie arborea de padrao foliar sempre verde. As arvores
maiores atingem dimensodes proximas a 25 metros de altura e 80 cm de DAP (diametro
medido a altura do peito), na idade adulta. Contudo foram encontrados individuos com 4
m de altura e 6 cm de didmetro de DAP (Jesus et al., 2009; Negrelle et al., 2007). O tronco
¢ reto e cilindrico, as cacas medem até 10 mm de espessura sendo a casca externa de cor
castanho-escura e fendilhada (Figura 1). A coleta de amostras do Aspidosperma pode ser
realizada em qualquer época do ano, porém a floragdo ¢ observada entre os meses de julho

€ agosto.
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Figura 1: Casca e entrecasca de Aspidosperma subincanum; e folhas de Aspidosperma

subincanum.

Fonte: Aspidosperma subincanum Mart. - Espécime DC Zappi 3270 ID:1108719 ©
RBG Kew https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/Imagem de William Milliken

O Cadigo Florestal brasileiro, Lei n® 12.651/2012, trata da protecdo e recuperagao
da floresta brasileira, incluindo a espécie A. subincanum, com vdrias implicagdes. O
codigo define a importancia da Mata Ciliar (ambientes fluviais ou riparios), ¢ a A.
subincanum é recomendada para restauracao, e areas de preservacao permanente (APPs).
O codigo Florestal brasileiro também aborda a necessidade de recuperar 4reas degradadas
e a protecao de espécies nativas, como a subincanum, em areas de ocorréncia e em outras

areas consideradas estratégicas (Novo Cddigo Florestal, 2017).

O Guatambu apresenta varios produtos e utilizagdes, como na apicultura e as
flores sdo meliferas, a madeira ¢ muito explorada na confec¢do de moveis finos e cabos
para ferramentas e na area medicinal, pois contribuem para a informacao sobre plantas
medicinais brasileiras (Cicero et al., 2004). Estudos conduzidos na Universidade de
Brasilia (Negrelle ef al., 2007; Noldin, 2005) confirmam que essa espécie pode ser usada
como matéria-prima na preparacdo de fitoterdpicos no tratamento do diabetes e da
hipercolesterolemia. No interior de Goids, a populagdo rural usa a infusdo ou o cha das
flores, sementes e das cascas do tronco dessa espécie para controlar o diabetes ¢ as taxas

do colesterol ruim (Silva et al., 2010).

O género Aspidosperma ¢ composto por 43 espécies de distribuicdo tropical,
encontradas principalmente entre o México e a Argentina sendo popularmente utilizado
para tratar maldria e sintomas de febre (Cicero et al., 2004; Clayton, Stock, 2006).
Especificamente, na regido amazonica as cascas de espécies do género Aspidosperma sao
comumente utilizadas como infusdes na medicina popular contra reumatismo nao sendo

descrito quadros de intoxicacdo ou contraindica¢des (Lima, 2021).
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O A. subincanum tem dois principios ativos formados a partir de fracdes do n-
hexano e diclorometano da casca do caule, identificados como acido graxo insaturado e

um alcaloide tetrahidropiridinico, conhecido como guatambuina (Coutinho et al., 2013).

Na farmacologia, a administragao oral de doses at¢ 300 mg/Kg de extrato etério
alcoolico (EEA), ndo conduziu a qualquer sinal de toxicidade ou alteracdo do
comportamento geral em camundongos. No entanto, doses de 500 a 2500 mg/Kg foram
seguidas por sinais e sintomas tipicos de efeitos estimulantes do sistema nervoso central
como piloerecdo, tremores, convulsdes, cianose e morte. Em que a DLso (dose letal em
50% da populagdo), encontrada ¢ de 1129 mg/Kg (Alves et al., 2021; Coutinho et al.,
2013; OCDE, 2000).

2.3.1. Composi¢ao quimica

Aproximadamente 250 alcaloides indolicos foram isolados de Aspidosperma spp.
Como a oleina, 2-metiltetrahidroelipticina, diidroolivacina e 2 metiltetrahidroolivacina
(Renia et al., 2011). Varios compostos isolados como a aspidospermina, um alcaloide
inddlico tem sido apresentado como poderosos antiparasitarios, que tem sido apresentado
com propriedades inibidoras dos P. falciparum in vitro (ICso= 3,2-8,7 uM) (Reina et al.,
2011).

Estas espécies sao conhecidas por serem muito ricas em alcaloides indélicos como
aspidospermina e quebrachamina. Os alcaloides sdo uma das mais diversas classes de
metabolitos secundarios encontrados nos organismos vivos, a cerca de 12.000
substancias, incluindo alcaloides indolicos (25% de todos os alcaloides) (Silva et al.,
2010; Pereira et al., 2007). Varios anti-inflamatorios utilizados na terapia possuem a
estrutura quimica basica de anéis aromaticos contendo nitrogénio (Consolini, Migliori,

2005).

A oleina e os extratos contendo oleina também tém recebido atencdo como
agentes antiparasitarios. Foi patenteado um extrato vegetal contendo oleina como
medicamento preventivo para o tratamento de doengas infecciosas, especialmente a

malaria (Silva et al., 2010).

Outros alcaloides indélicos como a aspidocarpina, elipticina e olivacina isolados
da casca de Aspidosperma ssp, respectivamente, exibiram atividade antiplasmodial in

vitro significativa contra a cepa K1 de P. falciparum (Mesquita et al., 2005; Mesquita et
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al., 2007; Mitaine-Offer ez, al., 2002). Além disso, a elipticina e a olivacina exibiram
baixa citotoxicidade e alta atividade antimalarica in vivo em camundongos infectados por
Plasmodium berghei em doses diarias de 50-100 mg/kg/dia no teste supressivo de 4 dias

(Mesquita et al., 2007; Mitaine Offer et, al., 2002).

Embora o género Aspidosperma seja conhecido por ser rico em alcaloides
inddlicos, neste estudo o flavonoide isorhamnetina, um flavonol aglicona foi isolada em
trés espécies de Aspidosperma, as quais sdo escritas como possuidoras de atividade
antioxidante, capacidade citoprotetora e benéficos efeitos cardiovasculares (Coutinho et
al., 2013). Equivalente a um dos principais mecanismos de agdes de farmacos ja
renomados, usados no tratamento de pacientes dislipemicos, como por exemplo as
estatinas, que agem diminuindo a inflamagao das placas de ateroma, como antioxidantes

e citoprotetores diminuindo os efeitos cardiovasculares (Goodman, Gilman; 1978).

Devido as caracteristicas quimicas ja definidas, os métodos de identificagdao
usados sdo a cromatografia de coluna, cromatografia em camada delgada comparativa,
cromatografia em camada delgada preparativa, métodos espectroscopicos como a RMN,
IV, UV, espectroscopia de massa e analise estrutural por difracdo de raios X (Henrique,

2007).
2.4.Toxicidade

As espécies do género Aspidosperma estdo cada vez mais conhecidas pelos efeitos
medicinais, decorrente da baixa toxicidade e até entdo, a auséncia de contraindicagdes
(Alves et al., 2021; Coutinho et al., 2013). Para avaliar a citotoxicidade dos extratos e
fracdes vegetais, foram utilizadas linhagem celular de hepatoma humano (HepG2) e
linhagem celular de rim de macaco (BGM) utilizando células cultivadas (Ansah, Khan,
Gooderham, 2005). A citotoxicidade também foi testada usando células mononucleares
normais do sangue periférico (PBMC), isoladas de individuos sauddveis (McMillian et

al., 2002; Ansah, Khan, Gooderham 2005).

A planta ndo apresentou toxicidade para as linhagens celulares HepG2 e BGM e
apresentou valores elevados de LDso para a maioria dos extratos e fragdes (Coutinho et
al., 2013; OCDE, 1999). Os extratos acidos e insoluveis foram toxicos para as células
normais. Quando avaliados contra PBMC humanas recém-isoladas, os valores de MLD50

foram menores para a maioria dos extratos e fragdes testados (Santos et al., 2009).
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Em outro estudo de avaliagdo de toxicidade, extrato etanolico e a fragdo de
alcaloides foram administrados por via oral diariamente a camundongos machos tratados
com 1000 mg/kg por 28 dias, e ndo induziram nenhuma morte ou sintomas toxicos aos
animais, que se comportaram normalmente durante todo o estudo e sobreviveram até o

final do experimento (28 dias) (Alves et al., 20221; Coutinho et al., 2013).

Durante o experimento, ndo foram observadas alterag¢des clinicas significativas, e
o ganho de peso também foi semelhante ao dos controles. Também foi observado que nao
houve alteragdes nos parametros hematoldgicos dos camundongos. Além disso, nao
foram observadas alteracdes significativas nos testes de fungdo renal e hepatica (Alves et

al., 2021).

Com base nos dois estudos citados, A planta ndo apresentou toxicidade nem para
as linhagens celulares HepG2 ¢ BGM e apresentou valores elevados de MLDsg para a
maioria dos extratos e fragdes, quanto para a populacdo de camundongos que usaram os

extratos vegetais, denotando seguranga no uso farmacologico (Coutinho et al., 2013).
3. Discussao

Dois aspectos centrais merecem destaque neste estudo. O primeiro diz respeito a
grande diversidade vegetal do bioma Cerrado, que oferece vasto leque de espécies com
potencial farmacologico. A flora rica e adaptada a condi¢cdes ambientais extremas fornece
matéria-prima com propriedades promissoras para o desenvolvimento de fitoterapicos.
Essa riqueza ainda é pouco explorada frente a demanda por novos medicamentos de

origem natural (Golan et al., 2009).

O segundo aspecto refere-se a importdncia do conhecimento popular na
identificacdo e uso terapéutico das plantas medicinais. A tradigdo oral e os saberes
passados entre geragdes constituem uma base valiosa para a etnofarmacologia.
Populagdes rurais e indigenas recorrem a essas plantas com frequéncia, muitas vezes
confiando mais nos remédios naturais do que nos farmacos industrializados,

considerando-os mais eficazes ou “mais fortes” (Silva, 2009; Dixon et al., 2015).

Nesse sentido, a 4. subincanum (Guatambu) destaca-se como uma das espécies
mais citadas em levantamentos etnobotanicos relacionados ao tratamento de
dislipidemias, malédria e outras doengas. A validacdao cientifica de os efeitos

hipolipemiantes, j& demonstrada em estudos experimentais com modelos animais, reforca
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o valor da sabedoria tradicional e evidencia a relevancia de integrar saberes populares e

académicos na pesquisa e no desenvolvimento de fitoterapicos (Negrelle et al., 2007).
4. Conclusio

O A. subincanum (Guatambtl) € uma das espécies mais conhecidas e utilizadas no
bioma Cerrado, tanto por comunidades tradicionais quanto por pesquisadores
académicos, para o tratamento de diversas enfermidades, como leishmaniose, maldria,
diabetes e dislipidemias. Seus principios ativos, como a guatambuina e diversos
alcaloides indolicos, ja apresentam caracterizagao fitoquimica definida e foram testados

quanto a toxicidade, com resultados favoraveis.

Os dados disponiveis na literatura indicam baixo potencial toxico e efeitos
terapéuticos relevantes, especialmente no controle de lipidios séricos e em atividades
antiparasitarias. Tais caracteristicas tornam essa espécie uma candidata promissora para

o desenvolvimento de formulagdes fitoterapicas seguras e eficazes.

Entretanto, ainda ha necessidade de estudos clinicos controlados, bem como
avancos nas politicas publicas que favoregam a pesquisa, regulamentacdo e
comercializa¢do de produtos derivados de plantas medicinais do Cerrado, promovendo o

uso sustentavel e seguro dessa biodiversidade.
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Capitulo II: Extratos de n-hexano ricos em sesquiterpenos de Aspidosperma subincanum
Mart.: atividade anti-Xanthomonas citri, inibi¢ao da acetilcolinesterase e insights sobre

acoplamento molecular

Sesquiterpene-rich n-Hexane Extracts from Aspidosperma subincanum Mart.: Anti-
Xanthomonas citri Activity, Acetylcholinesterase Inhibition and Insights into
Molecular Docking
Artigo submetido: 01 de dezembro de 2025
Artigo aceito: 10 de maio de 2026

Artigo submetido a revista: Natural Product Research
RESUMO

Embora a Aspidosperma subincanum Mart. seja tradicionalmente utilizada no tratamento
de distirbios metabolicos e digestivos, sua fracdo volatil ndo polar permanece
inexplorada. Este estudo investigou extratos em n-hexano de folhas (EH-FG) e da casca
do caule (EH-CG), com foco nas atividades antibacterianas e inibidoras de enzimas, com
base no uso etnofarmacoldgico. A analise por CG-MS revelou pf-cariofileno e
aromadendreno como principais constituintes. O EH-FG apresentou forte atividade contra
Xanthomonas citri (CIM/CBM = 50 pg/mL), enquanto o HE-CG apresentou efeitos
moderados (200 pg/mL). Ambos os extratos exibiram inibig¢do da acetilcolinesterase (ICso
~ 80 pg/mL) e fraca inibicdo da a-amilase e da elastase (ICso > 500 ug/mL). Ensaios de
citotoxicidade em linhagens celulares tumorais humanas (HeLa, MCF-7, U-251MG) e
ndo tumorais (GMO07492A) ndo mostraram efeitos até 250 pg/mL. A simulacdo de
acoplamento molecular confirmou interacdes com a acetilcolinesterase e alvos
bacterianos. Esses achados destacam o potencial antibacteriano e modulador da

colinesterase dos compostos volateis de 4. subincanum.

Palavras-chave: cancro citrico; inibidores naturais; guatambu; componentes volateis
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ABSTRACT

Although Aspidosperma subincanum Mart. is traditionally used for metabolic and
digestive disorders, its volatile nonpolar fraction remains unexplored. This study
investigated n-hexane extracts from leaves (HE-GL) and stem bark (HE-GS),
targeting  antibacterial and  enzyme-inhibitory  activities based on
ethnopharmacological use. GC-MS analysis revealed [-caryophyllene and
aromadendrene as major constituents. HE-GL showed strong activity against
Xanthomonas citri (MIC/MBC = 50 ng/mL), while HE-GS showed moderate effects
(200 pg/mL). Both extracts exhibited acetylcholinesterase inhibition (ICso = 80
png/mL) and weak a-amylase and elastase inhibition (ICso > 500 pg/mL). Cytotoxicity
assays in human tumour (HeLa, MCF-7, U-251MG) and non-tumour (GM07492A)
cell lines showed no effects up to 250 pg/mL. Molecular docking supported
interactions with acetylcholinesterase and bacterial targets. These findings highlight

the antibacterial and cholinesterase-modulating potential of A. subincanum volatiles.

Keywords: citrus canker; natural inhibitors; guatambu; volatile constituents
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1. Introducio

A Aspidosperma subincanum Mart. (guatambu) tem sido tradicionalmente
utilizada no Brasil para o tratamento da diabetes, da hiperlipidemia e de distirbios
digestivos. Sua casca ¢ empregada por comunidades indigenas na preparacdao de tonico
para os sistemas circulatorio, respiratorio e geniturinario, bem como para o alivio de
espasmos e febre (Rocha et al., 2018; Almeida et al., 2019; Alves et al., 2021). As
investigacoes fitoquimicas sao concentradas predominantemente em alcaloides indolicos
e outros constituintes polares, como derivados da elipticina, com atividades antimalaricas
e antitumorais relatadas que avangaram para ensaios clinicos (Pereira Rocha et al., 2018;
Almeida ef al., 2019). Uma revisdo recente enfatizou ainda mais a espécie como fonte
rica em moléculas bioativas (Costa et al., 2025). Em contrapartida, os constituintes

volateis dos extratos ndo polares ainda nao foram caracterizados.

A selegdo dos alvos bioldgicos investigados foi orientada pelos usos medicinais
tradicionais da A. subincanum. Sua aplicacdo relatada no tratamento de disturbios
metabolicos justifica a avaliagdo da inibi¢do da a-amilase, enquanto os potenciais efeitos
neuroativos justificam a investigacdo da inibicdo da acetilcolinesterase. Além disso,
considerando a relevancia dos compostos de origem vegetal na protecdo de culturas, a
atividade antibacteriana contra Xanthomonas citri, o agente causador do cancro citrico,
foi avaliada como estratégia para explorar alternativas sustentaveis aos bactericidas
sintéticos (Silva et al., 2024). A inibi¢do da elastase também foi incluida pela associagao
com processos inflamatérios e relacionados ao envelhecimento (Marrelli et al., 2013;
Arifah et al., 2025). Essa abordagem direcionada evita uma estratégia de triagem genérica
e, em vez disso, estabelece uma ligagdo clara entre o conhecimento etnofarmacologico e

os ensaios bioldgicos realizados.

Portanto, este estudo teve como objetivo, pela primeira vez, caracterizar os
constituintes volateis de extratos n-hexanicos ndo polares de folhas e casca do caule de
A. subincanum (Figura 1) e investigar as atividades bioldgicas in vitro, como efeitos
antibacterianos contra Xanthomonas citri, inibicdo enzimatica (acetilcolinesterase, o-
amilase e elastase) e citotoxicidade em linhagens celulares humanas, complementadas
por analises de acoplamento molecular. Ao integrar o perfil quimico com abordagens
experimentais e in silico, este estudo amplia o conhecimento fitoquimico e farmacologico

desta espécie medicinal do bioma brasileiro denominado Cerrado.
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2. Materiais e métodos

2.1. Material vegetal

As folhas e a casca do caule de A. subincanum (Guatambu (Figura 1)) foram
coletadas no verdo, em 10 de fevereiro de 2025, as 14h, em uma fazenda chamada
Fazenda Paciéncia, em Aparecida do Rio Doce, Goids (GO), Brasil (18°15°08,4” S e
51°08°15,8” W). A espécie foi identificada pela botanica Erika Amaral e um espécime de
referéncia (AS23) foi depositado no Herbéario Professor Germano Guarin Neto. O
material vegetal fresco foi colocado em sacos plasticos e transportado para o Laboratorio
de Quimica de Produtos Naturais do Instituto Federal Goiano, campus Rio Verde. No
laboratoério, as folhas e a casca do caule foram limpas e posteriormente secas em estufa
com ar for¢ado a 40°C por 72 h. O acesso ao material botanico foi aprovado pelo Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado

(SISGEN) sob o codigo AFECEA4F.

Figura 1. A. subincanum (Apocynaceae)

Fonte: Costa, H. C. G., 2026

2.2. Preparacio dos extratos n-hexinicos

A metodologia proposta por Santos et al. (2025), com algumas modificagdes, foi
utilizada para a preparacao de EH-FG e EH-CG. Folhas secas (100 g) e casca do caule
(100 g) foram trituradas e submetidas ao processo de extracdo com o uso de 400 mL
de n-hexano a temperatura ambiente. Todo o processo de extragdo com o solvente

durou 15 dias. Posteriormente, foi realizada a filtragdo para separar o material vegetal
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solido do solvente, que foi recuperado por um evaporador rotativo a baixa pressao.
Para garantir a secagem adequada do extrato bruto de hexano, ele foi colocado em um
forno a 38°C por 48 h, até peso constante. O EH-FG e o EH-CG foram armazenados

em frascos ambar e mantidos em refrigerador a 4°C até a analise.
2.3. Identificacdo quimica dos extratos n-hexanicos (EH-FG e EH-CG)

EH-FG e EH-CG foram dissolvidos em éter etilico e analisados por cromatografia
gasosa com detec¢ao por ionizagdo de chama (CG-FID) e cromatografia gasosa com
espectrometria de massa (CG-MS) utilizando os sistemas Shimadzu QP5000 Plus e
GCMS2010 Plus (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao). A temperatura da coluna no
GC-FID foi programada para subir de 60 a 240°C a 3°C/min ¢ foi mantida a 240°C
por 5 minutos; o gas transportador foi H, a uma vazao de 1,0 mL/min. O equipamento
foi configurado para operar no modo de injecdo; o volume de injecdo foi de 0,1 pL
(proporc¢do de divisdo de 1:10), enquanto as temperaturas do injetor e do detector
foram de 240 e 280°C, respectivamente. As concentragdes relativas dos componentes
foram obtidas pela normalizacao das areas de pico (%). As areas relativas consistiram
na média de andlises triplicadas de GC-FID. As condi¢gdes de GC-MS ¢ a identificago
foram relatadas anteriormente (Santos et al., 2025). A identificagdo dos componentes
volateis dos extratos de n-hexano (Tabela 1) foi baseada nos indices de retencao em
uma coluna capilar Rtx-SMS (30 m X 0,25 mm; 0,250 pm) nas mesmas condi¢oes
operacionais utilizadas para CG em relagdo a uma série homoéloga de n-alcanos (C8-
C20). As estruturas foram comparadas por computador com Wiley 7, NIST 08 e
FFNSC 1.2 e seus padrdes de fragmentagdo foram comparados com dados da literatura

(Adams, 2007).
2.4. Ensaio anti-Xanthomonas citri

A bactéria Xanthomonas citri subsp. citri 1647 (resistente ao cobre) foi cultivada
em Agar Nutriente (NA) ou Caldo Nutriente (NB) e incubada a 28°C por 72 horas.
Todas as cepas foram fornecidas pelo Fundo de Defesa do Citricola

(FUNDECITRUS) em Araraquara, SP, Brasil, pelo pesquisador Dr. Franklin Behlau.

A Concentragdo Inibitéria Minima (CMI) (Tabela 2) ¢ a menor concentracao de
extratos de n-hexano capaz de inibir o crescimento bacteriano. Ela foi determinada
pelo método de microdilui¢ao em caldo em placa de cultura de 96 pogos. Seguiu-se a

metodologia recomendada por lantas et al. (2021), com algumas modificacdes. As
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amostras foram primeiro dissolvidas em DMSO a 5% (Synth, Diadema, SP, Brasil) e
depois diluidas em NB para atingir concentragdes que variaram de 0,002 a 2,000
png/mL. O teor final de DMSO foi de 5% (v/v) e essa solugdo foi usada como controle
negativo. Os inoculos foram ajustados para produzir uma concentragao celular final
de 5 x 10° UFC/mL. Uma solu¢io de DMSO a 5% (v/v) foi preparada e utilizada
como controle negativo em todos os ensaios; nessa concentragdo, o solvente nao
interferiu no crescimento bacteriano. Os seguintes controles também foram
realizados: inoculo (todas as bactérias utilizadas no teste + meio de cultura), para
observar a viabilidade das bactérias; caldo, para garantir que o meio de cultura fosse
estéril; e amostras, para garantir que essa solucao fosse estéril. A estreptomicina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi o controle positivo em concentracdes que
variaram de 0,0115 a 5,9 pg/mL. As placas foram incubadas em demanda bioquimica
de oxigénio (DBO) a 28°C por 72 h. Apos a incubagao, 30 puL de solu¢do aquosa de
resazurina a 0,02% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), utilizada como revelador
bacteriano, foi adicionada a cada pogo. As placas foram novamente incubadas a 28°C
por 12 h (Gongalves et al., 2025). O crescimento bacteriano foi avaliado visualmente
através da observacao da mudancga de cor na resazurina, em que os pogos que ficaram
cor-de-rosa indicavam crescimento bacteriano, enquanto 0s po¢os que permaneceram
azuis indicavam inibi¢do do crescimento (Sarker et al., 2007). Foram realizadas trés

experiéncias independentes em triplicata.

A Concentracao Bactericida Minima (CBM) (Tabela 2) ¢ a concentragdo mais
baixa na qual ndo ha crescimento bacteriano. Os valores de CBM dos extratos de
hexano foram determinados com o uso de microplacas CMI, apos incubacdo e antes
da resazurina, removendo uma aliquota de 10 pL de cada pogo e semeando em NA
para todas as cepas. O teor final de DMSO (Synth, Diadema, SP, Brasil) foi de 5%
(v/v) e essa solugdo foi utilizada como controle negativo. As placas de agar foram
incubadas em BOD a 28°C por 72 horas para X. citri. Todos os ensaios foram

realizados em triplicata.

2.5. Atividade inibidora de enzimas

2.5.1.Ensaio de inibi¢do da colinesterase

A atividade inibitéria da acetilcolinesterase foi medida pelo método

espectrofotométrico desenvolvido por Ellman et al. (1961), conforme relatado
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anteriormente, com uma ligeira modificagdo (Tel ez al., 2012). Foi utilizada AChE de
enguia elétrica, enquanto o iodeto de acetiltiocolina foi empregado como substrato da
reacdo. DTNB (&cido 5,5'-ditio-bis(2-nitrobenzoico)) foi utilizado para medir a
atividade da colinesterase. Resumidamente, 130 puL de tampao fosfato de s6dio 100
mM (pH 8,0), 10 pL de solucdo de amostra dissolvida em etanol em diferentes
concentragdes e 20 pL de solugcdo de AChE em tampao foram misturados e incubados
a 25°C por 15 minutos; em seguida, 20 uL. de DTNB 0,5 mM foram adicionados a
mistura. A reagdo foi iniciada quando 0,71 mM, 20 pL de iodeto de acetiltiocolina
foram  adicionados. @A  hidrélise  deste  substrato  foi  monitorada
espectrofotometricamente por meio da formacdo do anion amarelo 5-tio-2-
nitrobenzoato, resultado da reagdo entre o DTNB e a tiocolina, liberada pela hidrolise
enzimatica do iodeto de acetiltiocolina, no comprimento de onda de 412 nm, com o

uso de um leitor de microplacas de 96 pogos.
2.5.2.Ensaio de inibi¢ao da elastase

A atividade inibidora da elastase foi avaliada por uma versdo ligeiramente
modificada de um procedimento original (Mechqoq et al., 2022) que emprega N-
succinil-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilida como substrato. A liberagao de p-nitroanilina foi
monitorada espectrofotometricamente a 405 nm. Na mistura de reacdo, as
concentracoes finais do substrato e da elastase foram de 0,4 mM e 0,00225 U/mL,
respectivamente. Os valores de ICso foram determinados por ensaios realizados com
varias concentragcdes na faixa de até 100 pg/mL; agua destilada foi o controle
negativo. O galato de epigalocatequina (EGCG) foi o controle positivo. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata. A porcentagem de inibi¢do da elastase

foi calculada da seguinte formula:

absorbancia da amostra

Eficiencia (%) = (1 )x 100

~ absorbancia do controle ne gativo
2.5.3. Ensaio de inibi¢ao de a-amilase

Foram realizadas experiéncias com a-amilase pancreatica suina a 40°C em
tampao fosfato 20 mmol/L, pH 6,9, contendo 6,7 mmol/L de NaCl. Tanto a
temperatura como o pH do ensaio estao proximos dos valores 6timos relatados por
varios estudos (Anitha Gopal, Muralikrishna, 2009; Van Dyk, Caldwell, 1956) . A

40°C, a atividade da a-amilase pancredtica suina ¢ apenas 15% superior a encontrada
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a 37°C (Van Dyk, Caldwell; 1956). O amido de batata (Sigma-Aldrich) foi utilizado
como substrato. O substrato (0,05—1,0 g/100 mL) e um dos trés inibidores, acarbose
(até¢ 8 ug/mL) e extratos de hexano (até 80 pg/mL) foram misturados. A reagdo foi
iniciada quando a enzima foi adicionada. As atividades especificas da a-amilase
pancreatica suina foram de 500 unidades/mg de proteina. A quantidade de enzima
adicionada a cada sistema de reagdo foi de 1 unidade de a-amilase. A reacdo foi
deixada em andamento por 5 minutos. Os agucares redutores produzidos pela
hidrélise do amido foram analisados pelo método do acido 3,5 dinitrosalicilico
(DNS), cujo padrao ¢ a maltose (Miller, 1959). O grupo aldeido dos aglicares
redutores converte o acido 3,5-dinitrosalicilico em acido 3-amino-5-nitrosalicilico,
que ¢ a forma reduzida do DNS. A formagao do 4cido 3-amino-5-nitrosalicilico resulta
em alteragcdo na quantidade de luz absorvida no comprimento de onda de 540 nm. A
absorbancia medida por um espectrofotometro ¢ diretamente proporcional a
quantidade de agucares redutores. O pH do meio de reagdo foi testado em todas as

situagdes. Nenhuma alteracao foi detectada durante o tempo de incubagao.
2.6. Atividade citotoxica

Neste estudo, diferentes linhagens celulares humanas foram utilizadas para avaliar
a atividade citotoxica dos extratos: fibroblastos ndo tumorais (GMO07492A),
adenocarcinoma cervical (HeLa), adenocarcinoma de mama (MCF-7) e glioblastoma
(U-251MG). A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio colorimétrico com resazurina,
conforme descrito por Riss et al. (2016). Os extratos foram inicialmente dissolvidos
em dimetilsulfoxido (DMSO; Sigma-Aldrich) e, em seguida, diluidos em meio
completo. Considerando o limite de solubilidade, as concentragdes dos extratos
variaram de 1,95 a 250 pg/mL. As condi¢des experimentais foram conduzidas,
conforme descrito por Silva ef al. (2025). A andlise de regressdo ndo linear foi
realizada pelo software GraphPad Prism para determinar a concentra¢do que inibe

50% da viabilidade celular (ICs).

2.7. Analise de acoplamento molecular

Neste estudo, foram selecionados cinco proteinas-alvo para andlise de
acoplamento molecular, a fim de fundamentar mecanicamente os resultados in vitro
relativos a atividade antibacteriana e inibidora de enzimas. A acetilcolinesterase foi

incluida para esclarecer a base molecular da atividade anticolinesterasica. A a-amilase
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e a elastase foram selecionadas porque foram avaliadas experimentalmente por ensaios
de inibi¢do enzimatica, permitindo a interpretacdo estrutural de seus padrdes de
inibicao no nivel do sitio ativo. Para investigar a base molecular subjacente a atividade
antibacteriana, a metionil-tRNA sintetase, uma enzima-chave responsavel pela sintese
de proteinas bacterianas, foi escolhida como alvo bacteriano essencial. Além disso,
uma proteina reguladora associada ao c-di-GMP envolvida na formagao de biofilmes
foi incorporada para explorar possiveis mecanismos antibiofilme. Essa estratégia de
selecao de alvos permite a interpretagdo estrutural integrada dos resultados biologicos

experimentais.

Todas as estruturas cristalograficas de proteinas foram obtidas do RCSB Protein
Data Bank. A acetilcolinesterase humana em complexo com donepezil (PDB ID:
4EY7) foi utilizada para investigar as interacdes anticolinesterasicas. O inibidor
cocristalizado permitiu a identificagdo precisa da garganta catalitica, ¢ a grade de
acoplamento foi centralizada em x = —14, y = —43 e z = 27 para abranger a cavidade
do sitio ativo. Para avaliar a inibicdo enzimatica antidiabética, foi empregada a o-
amilase pancreatica suina complexada com acarbose (PDB ID: 10SE). O bolso de
ligacdo foi definido de acordo com a posic¢ao do ligante nativo e a caixa da grade foi
centralizada em x = 54, y = 18 e z = 13 para cobrir totalmente a regido de ligacdo do
substrato. A inibicdo da enzima proteolitica foi avaliada pela estrutura cristalina da
elastase pancredtica suina em complexo com MDL 101.146 (PDB ID: 1BOE). A
conformagdo ligada ao inibidor orientou a defini¢do da regido do sitio ativo e a grade

de acoplamento foi centralizada em x =6,y =27 e z=23.

Para explorar os mecanismos antibacterianos, a metionil-tRNA sintetase de
Xanthomonas citri em complexo com metionina (ID PDB: 6WQ6) foi selecionada
como a enzima bacteriana essencial representativa. A cavidade de ligagcao da metionina
foi utilizada para definir a regido de acoplamento; as coordenadas da grade foram
definidas como x = —16, y = —21 e z = 12. Além disso, o dominio EAL da proteina
FimX de Xanthomonas citri em complexo com c-di-GMP (ID PDB: 4FQ)J) foi incluido
para avaliar possivel interferéncia na regulacdo do biofilme bacteriano. A posicao da
grade de acoplamento baseou-se no ligante cocristalizado e foi centralizada em x = 1,
y=23ez=1.

Antes do acoplamento, as estruturas das proteinas foram preparadas pelo

AutoDock Tools (versdo 4.2). As etapas de preparagdo incluiram a remocdo de
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moléculas de 4dgua cristalografica, a corre¢do de inconsisténcias estruturais, a adi¢do
de atomos de hidrogénio polares e a atribui¢do de cargas parciais de Gasteiger. As
proteinas processadas foram subsequentemente convertidas para o formato PDBQT. A
preparacgao das estruturas dos ligantes seguiu o protocolo do AutoDock Vina, incluindo

a otimizacdo da geometria, preservando as ligagdes rotativas (Troot e Olson 2010).
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Docking Binding Energy Heatmap (kcal/mol)
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Figura 2. Mapa de calor das energias livres de ligacdo dos compostos em estudo em
varias proteinas-alvo, obtidas a partir de analises de acoplamento molecular.

Fonte: Costa, H. C. G., 2026
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Para cada proteina, os complexos que apresentavam as menores energias de
ligacdo foram selecionados para andlises de interacdo tridimensional (3D) e
visualizagao estrutural. O aromadendreno ligado ao 4EY7, o espatulenol ligado ao
10SE e o aromadendreno ligado ao 1 BOE sao mostrados na Figura S3 (A—C), enquanto
o aromadendreno ligado ao 6WQ6 e o espatulenol ligado ao 4FOJ sdo mostrados na
Figura 4 (A-B). Esses complexos foram selecionados para permitir a avaliagdo

detalhada dos modos de ligagao e das principais interacdes moleculares.
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Figura 3. Interacdes de ligacdo tridimensionais de (A) aromadendreno com

4EY7, (B) espatulenol com 10SE e (C) aromadendreno com proteinas 1BOE.

Fonte: Costa, H. C. G., 2026
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Figura 4: Interagdes de ligagao tridimensionais de (A) aromadendreno com a proteina

6WQ6e (B) espatuleno com a proteina 4FOJ.
Fonte: Costa, H. C. G., 2026.

3. Resultados e discussio

A andlise do perfil de compostos volateis dos extratos de n-hexano revelou
diferengas qualitativas e quantitativas entre o EH-FG ¢ o EH-CG. O EH-FG foi
caracterizado por p-cariofileno (25,7%), aromadendreno (23,5%) e espatulenol
(22,7%), indicando um perfil foliar rico em sesquiterpenos, enquanto o EH-CG
apresentou niveis elevados de aromadendreno (35,5%), P-cariofileno (24,4%) e

biciclogermacreno (19,7%) (Tabela 1).
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Tabela 1. Composicao quimica dos extratos de hexano de A. subincanum (EH-FG e
EH-CQG).

%AR IRexp IRt
Constituintes TR Folhas | Caule
a-Copaeno 23.52 — 5.8 1373 1374
B-Cariofileno 25.39 24.4 25.7 1415 1417
Aromadendreno 26.30 29.6 35.5 1439 1439
a-Amorfeno 28.16 — 11.8 1480 1483
Germacreno D 28.18 11.7 — 1484 1484
Biciclogermacreno  28.86 10.3 18.5 1498 1500
Espatulenol 31.99 22.7 — 1575 1577
Total 98.7 97.3

TR = Tempo de retengio; IRexp = Indice de retencio relativo aos n-alcanos (C8—C20) na coluna
Rtx-5MS; IRy = Indice de reten¢io de Kovats (valores encontrados na literatura — Adams,
2007). %eAR = Abundancia relativa. Os nimeros em negrito significam que os constituintes
volateis foram considerados constituintes principais dos extratos de hexano das folhas (HE-GF)
e da casca do caule (HE-GC) de A. subincanum ndo detectado.

Foram observadas diferen¢as na distribuicao de sesquiterpenos entre os 6rgaos
da planta, com germacreno D foi detectado exclusivamente nas folhas, enquanto o a-
amorfeno e altos niveis de aromadendreno caracterizaram o extrato da casca do caule,
sugerindo uma biossintese de terpenoides especifica de cada tecido. Essas descobertas
ampliam o conhecimento quimico sobre A. subincanum, que tem sido estudada
predominantemente por seus alcaloides inddlicos, com informagdes limitadas sobre

constituintes volateis (Almeida ef al., 2019).

Ambos os extratos de n-hexano inibiram X. citri, com o EH-FG apresentando
maior poténcia (CIM = 50 pg/mL) do que o EH-CG (CIM = 200 pg/mL) (Tabela 2).
Esses valores situam-se dentro ou abaixo da faixa comumente relatada para extratos
vegetais contra Xanthomonas spp. (Bajpai et al., 2010). A maior atividade do EH-FG
pode estar associada a maior abundancia relativa de sesquiterpenos bioativos, como /-
cariofileno, aromadendreno e espatuleno, que ja haviam sido relatados anteriormente

como possuidores de propriedades antibacterianas (Li ef al., 2022).

Tabela 2. Atividades anti-Xanthomonas citri de EH-FG e EH-CG (os valores de CIM
e CMB sdo expressos em pg/mL).

Bactéria HE-GF HE-GC Estreptomicina
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Xanthomonas citri 1647 | MIC =50 MIC =200 MIC =0.0461

MBC =50 MBC =200 MBC = 0.0461

HE-GF. Extrato n-hexanico das folhas de A. subincanum. HE-GC. Extrato n-hexanico do
caule de A. subincanum. Os valores representam os resultados de trés experimentos
independentes realizados em triplicata *Controle positivo

Ambos os extratos também apresentaram inibicdo da acetilcolinesterase, com
valores de ICso de 78,20 pg/mL (EH-FG) e 82,30 ug/mL (EH-CG), comparaveis aos da
galantamina (ICso = 80,45 pg/mL) (Tabela 3). Em contrapartida, a inibi¢do da a-amilase
foi fraca (ICso = 500 pg/mL), e a inibigdo da elastase foi minima (ICso = 1950-2100
pg/mL), em comparagdo com a acarbose (ICso = 1,72 pg/mL) e o galato de
epigalocatequina, respectivamente (Silva et al., 2014; Angelo ef al., 2024). Esse perfil de
bioatividade indica uma predominancia da inibi¢do da colinesterase, que ¢ consistente
com a composi¢do rica em sesquiterpenos dos extratos ¢ com a atividade inibitoria da
ACHhE relatada para essa classe de compostos (Arya et al., 2021). A inibi¢do limitada da
a-amilase sugere que o uso antidiabético tradicional de A. subincanum pode estar
associado a constituintes mais polares ou ndo volateis, tais como alcaloides e compostos

fenolicos (Alves et al., 2021).

Tabela 3. Atividade enzima-inibitéria de EH-FG e EH-CG (valores de ICso expressos em pg/mL + SD)

Enzimas HE-GF HE-GC Galantamina* Galato de Acarbose*

epigalocatequina

*

Acetilcolinesterase | 78.20+0.93 | 82.30+0.14 80.45+0.70 - -

a-Amilase 500+2.50 | 500+1.14 - - 1.72+0.09

Elastase 1950+4.13 | 2100+2.16 - 36.71 £4.13 -

HE-GF. Extrato n-hexanico das folhas de A. subincanum. HE-GC. Extrato n-hexanico do
caule de 4. subincanum. Os valores representam a média + desvio padrio de trés experimentos

independentes realizados em triplicata *Controle positivo
Os ensaios de citotoxicidade realizados em linhagens celulares tumorais
humanas (HeLa, MCF-7, U-251MG) e ndo tumorais (GM07492A) ndo revelaram
reducdo significativa na viabilidade celular (ICso > 250 pg/mL). De acordo com a

literatura recente, extratos vegetais com valores de ICso > 100 pg/mL sdo geralmente
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considerados como apresentando baixa citotoxicidade (Lopes ef al., 2025), indicando
um perfil de seguranga in vitro favoravel. Além disso, uma vez que a atividade
antibacteriana foi observada em concentracdes mais baixas, esses achados sugerem
que os efeitos bioldgicos nao estdo associados a citotoxicidade geral, corroborando

com um certo grau de seletividade.

Por outro lado, os perfis de bioatividade do HE-GL e do HE-GS foram
predominantemente orientados para a inibi¢ao da colinesterase, em concordancia com
a composicao rica em sesquiterpenos e com o potencial inibidor da AChE relatado para
essa classe de compostos (Arya et al., 2021). A inibi¢ao limitada da a-amilase sugere
que o uso antidiabético tradicional de A. subincanum pode estar relacionado a
constituintes mais polares ou nao volateis, como alcaloides e compostos fendlicos, em

vez de sua fragdo volatil (Alves et al., 2021).

A anélise de acoplamento molecular revelou que as afinidades de ligacdo dos
terpenos avaliados variaram dependendo da proteina-alvo. As interagdes mais fortes
foram observadas com a acetilcolinesterase (4EY7), particularmente para o
aromadendreno (—8,76 kcal/mol), o biciclogermacrene (—8,48 kcal/mol) e o p-
cariofileno (—8,43 kcal/mol), indicando alta estabilidade de ligacdo. Foram observadas
interacdes moderadas com a metionil-tRNA sintetase (6WQ6), enquanto afinidades
mais fracas foram detectadas para a a-amilase (10SE) e a elastase (1BOE). Esses
resultados sdo consistentes com os achados in vitro, apoiando a contribuicdo dos
sesquiterpenos para a inibi¢do da acetilcolinesterase e a atividade antibacteriana, ao
mesmo tempo que reforcam seu papel limitado na inibi¢do da a-amilase e da elastase.
De modo geral, os resultados in silico fornecem suporte mecanico para o perfil de

bioatividade seletiva observado.
4. Conclusao

Os extratos de n-hexano das folhas e da casca do caule de A. subincanum
apresentaram um perfil de compostos volateis rico em sesquiterpenos e um potencial
bioldgico significativo, particularmente por meio da inibicdo da acetilcolinesterase e
da atividade antibacteriana contra X. citri. As analises de acoplamento molecular
corroboraram os resultados experimentais, uma vez que demonstraram interagdes de
ligagdo favoraveis dos principais terpenos com alvos enzimaticos e bacterianos. A

inibicdo limitada da o-amilase e da elastase, juntamente com a auséncia de
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citotoxicidade, sugere um perfil de bioatividade seletivo. Em suma, este estudo
fornece o primeiro relatorio abrangente sobre a fracdo volatil ndo polar de A4.
subincanum. Ele ndo apenas expande a relevancia farmacoldgica além da conhecida
quimica alcaloide, mas também destaca o potencial como fonte segura de agentes

bioativos a base de sesquiterpenos.
5. Referéncias

Adams, R. P. Identification of essential oil components by gas chromatography/mass

spectrometry (ed. 4.1). Allured Publ Crop Carol Steam, IL, 2017.

Almeida, VL, Silva, CG, Silva, AF, Campana, PRV, Foubert, K., Lopes, JCD, Pieters,
L. Espécies de Aspidosperma: uma revisdo de sua quimica e atividades

bioldgicas. Journal of ethnopharmacology , v. 231, p. 125-140, 2019.

Alves, N. M., Silva, M. A. C., Parente, L. M. L., de Paula, J. R., de Carvalho Cruz,
A., Diniz, J. A., da Cunha, L. C. Pharmacognostic assessment and pre-clinical toxicity
of ethanolic extract from Aspidosperma subincanum Mart. stem bark
(Guatambu). Research, Society and Development, v. 10, n. 9, p. e17510917547-
e17510917547, 2021.

Angelo, G. L., de Oliveira, I. S., de Albuquerque, B. R., Kagueyama, S. S., Vieira da
Silva, T. B., dos Santos Filho, J. R., Corréa, R. C. G. Jatoba (Hymenaea courbaril L.)
pod residue: A source of phenolic compounds as valuable biomolecules. Plants, v. 13,

n. 22, p. 3207, 2024.

Anitha Gopal, B., Muralikrishna, G. Porcine pancreatic a-amylase and its isoforms:
Purification and kinetic studies. International Journal of Food Properties, v. 12, n.

3, p. 571-586, 2009.

Arifah, N. Z., Helianti, D., Efendi, E. Anti-Elastase Potential in Vitro of Koro Komak
(Lablab Purpureus) Extract as Anti-Aging Protection. Journal of Social Research,

v.4,n. 8, p. 1946-1958, 2025.

Arya, A., Chahal, R., Rao, R., Rahman, M. H., Kaushik, D., Akhtar, M. F., Mittal, V.
Acetylcholinesterase inhibitory potential of various sesquiterpene analogues for

Alzheimer’s disease therapy. Biomolecules, v. 11, n. 3, p. 350, 2021.



63

Bajpai, V. K., Dung, N. T., Suh, H. J., Kang, S. C. Antibacterial activity of essential
oil and extracts of Cleistocalyx operculatus buds against the bacteria of Xanthomonas
spp. Journal of the American Oil Chemists' Society, v. 87, n. 11, p. 1341-1349,
2010.

Costa, H. C. G., Fernandes, C. C., dos Santos, J. G., Pereira, G. C. S., Miranda, M. L.
D. Aspidosperma subincanum (Guatambu): potencial fitoterdpico e aplicagdes na

medicina tradicional. Caderno Pedagogico, v. 22, n. 9, p. €18637-¢18637, 2025.

Deveci, E., Tel-Cayan, G., Duru, M. E. Phenolic profile, antioxidant,
anticholinesterase, and anti-tyrosinase activities of the various extracts of Ferula

elaeochytris and Sideritis stricta. International journal of food properties, v. 21, n.

1, p. 771-783, 2018.

Ellman, G. L., Courtney, K. D., Andres Jr, V., Featherstone, R. M. A new and rapid
colorimetric ~ determination of  acetylcholinesterase  activity. Biochemical

pharmacology, v. 7, n. 2, p. 88-95, 1961.

Gongalves, D. S., Silva, N. B. S., Mota, L. C. B. M., Duarte, L. C., Tebaldi, N. D., da
Costa, P. D. T., Martins, C. H. G. Catecholic chalcones control phytopathogenic

bacteria in non-toxic concentrations. Journal of Applied Microbiology, v. 136, n. 4,

p. 1xaf094, 2025.

Hang-Ying, L., Wen-Qian, Y., Xin-Zhu, Z., Shao, F., Shen, T., Hui-Ying, G., Li-Ming,
Z. Antibacterial and Antifungal Sesquiterpenoids: Chemistry, Resource, and
Activity. Biomolecules, v. 12, n. 9, p. 1271, 2022.

Iantas, J., Savi, D. C., Schibelbein, R. D. S., Noriler, S. A., Assad, B. M., Dilarri, G.,
Glienke, C.Endophytes of Brazilian medicinal plants with activity against

phytopathogens. Frontiers in Microbiology, v. 12, p. 714750, 2021.

Li, H. Y., Yang, W. Q., Zhou, X. Z., Shao, F., Shen, T., Guan, H. Y., Zhang, L.
M. Antibacterial and antifungal sesquiterpenoids: chemistry, resource, and

activity. Biomolecules, v. 12, n. 9, p. 1271, 2022.

Lopes, A. A., Coppede, J. D. S., Amatto, P. D. P. G., Aragon, D. C., Franga, S. D. C.,
Carmona, F., Pereira, A. M. S. Cytotoxic effect of different Uncaria tomentosa (cat’s
claw) extracts, fractions on normal and cancer cells: a systematic review. Frontiers

in Pharmacology, v. 16, p. 1584840, 2025.



64

Marrelli, M., Loizzo, M. R., Nicoletti, M., Menichini, F., Conforti, F. Inhibition of
key enzymes linked to obesity by preparations from Mediterranean dietary plants:

effects on a-amylase and pancreatic lipase activities. Plant foods for human

nutrition, v. 68, n. 4, p. 340-346, 2013.

Mechqoq, H., Hourfane, S., El Yaagoubi, M., El Hamdaoui, A., da Silva Almeida, J.
R. G., Rocha, J. M., El Aouad, N. Molecular docking, tyrosinase, collagenase, and

elastase inhibition activities of argan by-products. Cosmetics, v. 9, n. 1, p. 24, 2022.

Miller, G. L. Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing

sugar. Analytical chemistry, v. 31, n. 3, p. 426-428, 1959.

Pereira Rocha, M., Rodrigues Valadares Campana, P., de Oliveira Scoaris, D., de
Almeida, V. L., Dias Lopes, J. C., Fonseca Silva, A., Gontijo Silva, C. Biological
activities of extracts from Aspidosperma subincanum Mart. and in silico prediction
for inhibition of acetylcholinesterase. Phytotherapy Research, v. 32, n. 10, p. 2021-
2033, 2018.

Santos, J. G., Fernandes, C. C., Silva, N. B., Calefi, G. G., Martins, C. H., Volpini, G.
A., Miranda, M. L. Volatile compounds of hexane extract from Pterodon pubescens
Benth seeds and its significant in vitro potential against different bacterial

strains. Natural Product Research, v. 39, n. 5, p. 1428-1433, 2025.

Sarker, S. D., Nahar, L., Kumarasamy, Y. Microtitre plate-based antibacterial assay
incorporating resazurin as an indicator of cell growth, and its application in the in
vitro antibacterial screening of phytochemicals. Methods, v. 42, n. 4, p. 321-324,
2007.

Silva, S. M., Koehnlein, E. A., Bracht, A., Castoldi, R., de Morais, G. R., Baesso, M.
L., Peralta, R. M. Inhibition of salivary and pancreatic a-amylases by a pinhdo coat
(Araucaria angustifolia) extract rich in condensed tannin. Food Research

International, v. 56, p. 1-8, 2014.

Silva, I. R., Fernandes, C. C., Gongalves, D. S., Martins, C. H., Miranda, M. L.
Chemical composition and anti-Xanthomonas citri activities of essential oils from
Schinus molle L. fresh and dry leaves and of its major constituent

spathulenol. Natural Product Research, v. 38, n. 19, p. 3476-3480, 2024.



65

Smyrska-Wieleba, N., Mroczek, T. Natural inhibitors of cholinesterases: chemistry,
structure—activity and methods of their analysis. International Journal of Molecular

Sciences, v. 24, n. 3, p. 2722, 2023.

Tel, G., Apaydin, M., Duru, M. E., Oztiirk, M. Antioxidant and cholinesterase
inhibition activities of three Tricholoma species with total phenolic and flavonoid
contents: the edible mushrooms from Anatolia. Food Analytical Methods, v. 5, n. 3,

p. 495-504, 2012.

Van Dyk, J. W., Caldwell, M. L. A Study of the Kinetics of the Hydrolysis of Waxy
Maize Starch by Crystalline Pancreatic Amylase from Swinel. Journal of the

American Chemical Society, v. 78, n. 14, p. 3345-3350, 1956.



66

5. CONCLUSAO GERAL

Conclui-se que os extratos hexanicos das folhas e da entrecasca de
Aspidosperma subincanum apresentaram composi¢ao quimica rica em sesquiterpenos
bioativos,  destacando-se  f-cariofileno, aromadendreno, espatulenol e
biciclogermacreno, compostos associados a importantes atividades farmacologicas e
antimicrobianas. Os resultados reforcam a relevancia etnofarmacologica da espécie e
ampliam o conhecimento cientifico sobre o potencial biotecnologico de plantas
nativas do Cerrado, bioma reconhecido pela elevada biodiversidade e riqueza em

metabolitos secundarios.

Os extratos demonstraram atividade antibacteriana promissora frente a
Xanthomonas citri, importante fitopatogeno responsavel pelo cancro citrico,
apresentando valores de CIM/CBM de 50 pg/mL para o extrato das folhas e 200
pg/mL para o extrato da entrecasca. Esses resultados evidenciam o potencial da
espécie como alternativa sustentavel para o desenvolvimento de agentes naturais

aplicaveis no manejo fitossanitario agricola.

Em relagdo as atividades enzimaticas, ambos os extratos apresentaram
expressiva inibi¢do da acetilcolinesterase, com valores de ICso de 78,20 pg/mL para
o extrato das folhas e 82,30 pg/mL para o extrato da entrecasca, resultados
comparaveis ao controle galantamina. Por outro lado, a inibi¢do da a-amilase foi
considerada baixa, com ICso de aproximadamente 500 pg/mL, enquanto a atividade
antielastase apresentou efeito discreto, com ICso variando entre 1950 e 2100 pg/mL.
Esses achados sugerem uma bioatividade seletiva, predominantemente voltada a
modulacdo colinesterasica, possivelmente relacionada a elevada concentracdo de

sesquiterpenos presentes nos extratos.

Os ensaios de citotoxicidade demonstraram auséncia de toxicidade
significativa em linhagens celulares tumorais e ndo tumorais humanas até a
concentragdo de 250 ng/mL, indicando um perfil de seguranca preliminar favoravel.
Além disso, as analises de docking molecular corroboraram os resultados
experimentais, evidenciando interagdes favoraveis dos principais terpenos com alvos

bacterianos e enzimaticos, especialmente com a acetilcolinesterase.

Dessa forma, Aspidosperma subincanum destaca-se como uma fonte

promissora de compostos bioativos com potencial aplicagdo farmacéutica,
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agroquimica e biotecnoldgica. O estudo contribui para a valorizagdo cientifica da
biodiversidade do Cerrado e incentiva futuras pesquisas voltadas ao isolamento de

moléculas ativas, estudos in vivo e desenvolvimento de produtos naturais sustentaveis.



