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RESUMO

A planta medicinal negramina (Siparuna guianensis Aublet) pertence a familia
Siparunaceae, é um arbusto monaoico, com folhas simples, alongadas elipticas e membranaceas,
de margens lisas, com flores unissexuais, e frutos deiscentes. A variagdo do rendimento de seus
oOleos essenciais bem como sua composicéo quimica pode ser observada em diferentes trabalhos
realizados em varias regides do pais em fungdo de sua fenologia e interagdes com o meio
ambiente. Ela também é conhecida como capitid, fedegoso, erva-santa, entre outros. E utilizada
principalmente na forma de decoctos e banhos contra resfriados, sinusites, dores no corpo,
doencas inflamatérias e “malina”. O objetivo deste trabalho consistiu em coletar e extrair os
6leos essenciais das folhas frescas da espécie Siparuna guianensis Aublet durante o periodo
chuvoso e seco na regido do municipio do Canté localizado no note de Roraima, pertencente a
Amazonia, e realizar um estudo sobre as possiveis varia¢des sazonais a respeito da composi¢do
quimica e atividade biologica, cujos Oleos foram submetidos a testes de atividade
antimicrobiana, inibicdo da enzima acetilcolinasterase, captura pelo menos 50% do radical livre
estdvel DPPH e toxicidade frente a Artemia salina. Os Oleos essenciais extraidos via
hidrodesltilacdo obtiveram rendimentos divergentes, os teores do periodo seco foram superiores
aos do periodo chuvoso. As amostras foram caracterizadas através de cromatografia gasosa
acoplada a um espectrofotdmetro de massas CG-EM. Nas amostras do periodo chuvoso foram
identificados os compostos: iso-shyobunona (21,45%) e shyobunona (19%) e no periodo seco
foram o a iso-shyobunona (16,2%) e o T-muurolol (11,7%). Os valores de inibicdo média das
amostras extraidas no periodo chuvoso dos 6leos essenciais da S. guianensis frente as bactérias
Staphylococcus aureus (50,81% - 69,84%) esta sendo Gram-positiva, e Citrobacter freundii
(52,77% - 80,93%) Gram-negativa e no periodo seco as amostras testadas apresentaram
inibicdes médias acima de 50% para a bactéria Listeria monocitogenes de 52,1% a 79,1% e
para a bactéria Citrobacter freundi de 50,6 a 66,9%, com potencial inibitério mimino para
bactérias Gram positivas e negativas, apresentando potencial bioldgico referente aos padrdes
adotados. No teste de acetilcolinesterase, as amostras apresentaram melhores inibicdes nos
meses de junho e julho, 76,57 % e 51,82%, respectivamente, sendo consideradas inibitdrias. Os
resultados da atividade da enzima acetilcolinasterase das amostras dos 6leos essenciais de
S.guianensis obtiveram percentuais de 56,4 % a 82,5% sendo consideradas inibidores da enzima
acetilcolinasterase e potenciais agentes contra o Alzheimer. O teste de atividade antioxidante
pela captura do radical livre estavel DPPH de uma das amostras 6leos essenciais extraidos no
periodo chuvoso e seco ndo demonstram potencial para serem usados como antioxidante, 0s
percentuais das concentracfes testadas foram relativamente baixos. O teste frente a Artemia
salina, determinou-se um DL50 de 392,38 ug.mL™, sendo considerada moderadamente toxica.

Palavras-Chave: Siparuna guianensis Aublet; Amaz6nia; Iso-shyobunona; Alzheimer;
Toxicidade.



ABSTRACT

The negramina medicinal plant (Siparuna guianensis Aublet) belongs to the Siparunaceae
family; it is a monoecious shrub with simple leaves, elliptic and elongated membranous, smooth
edges, with unisexual flowers and dehiscent fruit. The change in the producement of their
essential oils as well as their chemical composition can be observed in different studies
conducted in various regions of the country due to its phenology and interactions with the
environment. It is also known as capitil, fedegoso, erva santa, among others. It is mainly used
in the form of decoctions and showers against colds, sinusitis, body pain, inflammatory diseases
and “malina”. The objective of this study was to collect and extract the essential oils from fresh
leaves of the species Siparuna guianensis Aublet during the rainy and dry season in the region
of Canta localized on north of Roraima, belong to Amazon, and conduct a study on the possible
seasonal variations concerning to the chemical composition and biological activity, whose oils
were subjected to antimicrobial activity tests, inhibition of enzyme acetilcolinasterase,
capturing stable free radical DPPH and toxicity against Artemia salina. Essential oils extracted
via hidrodesltilation obtained divergent results for the periods, and the proportion of oil
extracted in the dry period was higher than the rainy season. The samples were characterized
by gas chromatography coupled to a spectrophotometer GC-MS mass. Samples of the rainy
season compounds were identified: iso- shyobunona (21,45%) and shyobunona (19%) and in
the dry season were the the iso- shyobunona (16,2%) and T- muurolol (11,7%). The average
inhibition values of the samples taken during the rainy season of the essential oils of S.
guianensis on the bacteria Staphylococcus aureus (50,81% - 69,84%) is being Gram- positive ,
and Citrobacter freundii (52,77% - 80,93 %) Gram - negative and during the dry period the test
samples had average inhibition above 50 % for Listeria monocytogenes 52,1% and 79,1% for
Citrobacter freundi from 50,6% to 66,9%, with potential inhibitory minimum to positive and
Gram negative bacteria, with biological potential regarding the adopted standards. In
acetylcholinesterase test, the samples showed better inhibitions in June and July, 76.57 % and
51,82%, respectively, considered inhibitory. The results of the enzyme activity
acetilcolinasterase of samples of essential oils obtained S.guianensis percentage of 56,4% to
82,5% being considered inhibitors acetilcolinasterase enzyme and potential agents against
Alzheimer. The test for the antioxidant activity resulted by the capturing of the stable free
radical DPPH one of essential oils extracted from samples in wet and dry period does not show
the potential to be used as an antioxidant, the percentages of concentrations tested were
relatively low. The front testing Artemia salina, determined a LD50 392.38 pg.mL™ being
considered moderately toxic.

Keywords: Siparuna guianensis Aublet; Amazon; Iso-shyobunone; Alzheimer; toxicity.
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1 INTRODUCAO

Para aliviar as dores causadas por enfermidades, 0 homem ha muito tempo tem usado o
poder terapéutico das plantas medicinais desde os tempos mais remotos. Existem relatos da
pratica fitoterapéutica na histdria de todas as civilizagcbes hd mais de 3000 mil anos a.C.
(ALVINO et al., 2005). A pratica medicinal como prevencéo e cura de doencas persiste devido
a falta de recursos dos mais diversos povos do mundo e sdo passados de geracdo em geracao.
A Organizacao Mundial de Saude (OMS) reconhece que grande parte da populacao dos paises
em desenvolvimento depende da medicina tradicional para atencdo primaria, cerca de 80%
desta populacdo utilizam praticas tradicionais nos seus cuidados bésicos a salde e 85% destes
utilizam plantas ou preparacdes para tratamentos de problemas de satide (MINISTERIO DA
SAUDE, 2006).

O Brasil é o pais de maior biodiversidade do planeta além de possuir a uma rica
diversidade étnica e cultural, detém um valioso conhecimento tradicional associado ao uso de
plantas medicinais. Este grande potencial torna interessante o desenvolvimento de pesquisas
com resultados em tecnologias e terapias apropriadas. Para a producdo de novas alternativas
terapéuticas devido a esta rica flora é explorado o vasto conhecimento a respeito do uso de
plantas medicinais dos varios grupos étnicos brasileiros. Tais conhecimentos sdo transmitidos
para seus descendentes e cultivados para utilizagdo alternativa de cura, uma vez que
infelizmente a maior parte da populacéo brasileira, com poucos recursos, muitas vezes nao tem
acesso aos medicamentos alopaticos (SOUZA; FELFILI, 2006).

Neste contexto, o conhecimento etnobotanico tem contribuido significativamente para
o desenvolvimento de novos farmacos e incentivado pesquisas a respeito do potencial biol6gico
que estas ervas medicinais possuem. Portanto seus constituintes quimicos desempenham papel
biolégico importante como principios ativos podendo ser utilizados na cura de doencas, inibi¢éo
de micro-organismos, agentes antioxidantes, antibiéticos dentre outros (FOGLIO et al., 2009).

A Siparuna guianensis Aublet é apontada por pesquisadores como uma espécie
importante para a conservacdo da regido do cerrado brasileiro, pertencente a familia
Siparunaceae, popularmente conhecida como negramina e capiti é encontrada apenas na
América Central e do Sul, possuindo ampla aplicagdo fitoterapica no combate de doengas
inflamatorias, gripe e malina (VALENTINI et al., 2010a).

Na Amazonia Siparuna guianensis é conhecida como capitiu e é utilizada por indios e

ribeirinhos como ansiolitico e sua composic¢ao quimica ainda é pouco conhecida devido a sua
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fenologia que pode ser influenciada por fatores externos como interagbes planta-micro-
organismos, planta-animais, planta-planta e diferencas genéticas das populagdes, podendo
ainda estar diretamente ligados as variagdes sazonais dos componentes volateis desta espécie,
uma vez que diversos trabalhos ja realizados no Brasil e em outros paises como Panamé
revelaram divergéncias em relacéo ao teor dos 6leos essenciais e a seus constituintes quimicos
(NEGRI et al., 2012).

O objetivo deste trabalho foi quantificar e qualificar os principais componentes
quimicos dos 0leos essenciais da S. guianensis, durante os meses mais intensos dos periodos
chuvoso e seco dos individuos desta espécie encontrados no municipio do Canta-RR,
pertencente a Amaz0nia, e avaliar a importancia de estudar a atividade bioldgica dos 6leos
vegetais com foco na atividade antimicrobiana, antioxidante, anticolinesterdsica e sua
citotoxicidade verificando ainda uma possivel variacdo dos resultados, contribuindo para o

conhecimento cientifico desta espécie.



15

1.2 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.2.1 Fitoterapia

Estudos recentes demonstram um numero crescente em relagdo ao uso de remédios
fitoterapicos o qual pesquisadores do mundo inteiro tém voltado suas pesquisas para esta area.
Nesse campo das pesquisas etnofarmacoldgicas e etnobotanicas, encontramos paises como a
China e India, as quais tém encontrado meios de legalizar e reconhecer o uso tradicional das
plantas. A cultura chinesa utiliza o conhecimento popular das ervas ha cinco séculos, com mais
de cinco mil espécies utilizadas (FLOGIO et al., 2009).

Harshberger em 1895 apresentou termo etnoboténico pela primeira vez, embora ndo
tenha dado uma definicéo para a palavra, apontando maneiras pelas quais poderiam ser Gtil para
a investigacdo cientifica (SCHULTES, 1962). A etnobotanica quando aplicada ao estudo de
plantas medicinais trabalha em estreita cumplicidade com a etnofarmacologia, que consiste na
exploracdo cientifica interdisciplinar de agentes biologicamente ativos, 0s quais sdo estudados
por seres humanos quando sdo empregados em testes de atividade terapéutica (MACIEL;
PINTO; VEIGA, 2002).

Os chineses foram o0s pioneiros quanto ao estudo e utilizacdo do conhecimento popular
sobre as ervas medicinais. Destaca-se em sua histdria o Shen-Nong, reconhecidamente como o
fundador da medicina chinesa, pois a ele sdo atribuidas as virtudes da descoberta das plantas
medicinais e a capacidade de experimentar venenos, estabelecendo a arte de criar a medicina
sobre as ervas medicinais. No entanto, desde as mais antigas civilizagdes, as plantas séo
utilizadas como fitoterapicos (CALDERON et al., 2010)

E cada vez mais evidente o uso de plantas medicinais das medicinas tradicionais indi e
chinesa, completamente desconhecidas dos povos ocidentais (VEIGA JR; PINTO, 2005). Ao
longo do tempo tém sido registrados varios procedimentos clinicos tradicionais nos quais, sao
utilizadas plantas medicinais. Vale lembrar que o conhecimento popular passado de geracéo
para geracdo, simboliza muitas vezes o Unico recurso terapéutico de muitas comunidades e
grupos étnicos. No Brasil ndo tem sido diferente, pois é comum essa pratica dentro das
comunidades brasileiras e localidades afastadas de atendimentos basicos de saude. Esse
conhecimento em relacdo ao uso de plantas medicinais tem chegado as capitais e estabelecendo
até pontos comerciais (VEIGA JR et al., 2002).
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1.2.2 Importéncia da biodiversidade no desenvolvimento de novos farmacos

Muitos ecossistemas encontrados no planeta possuem um ndmero maior de seres vivos
em relacdo a outros e quanto maior for esse nimero, mais biodiverso é determinado ambiente.
Os biossistemas que possuem uma grande biodiversidade sdo as florestas tropicais subdivididas
em neotropicas (América Central e Sul), africanas (Africa Ocidental e Madagascar Oriental) e
Indo-Malaia (Costa Oriental da india, Assam, Sudeste da Asia, Nova Guiné e Queensland na
Australia) (MARTINS, 2006). As florestas tropicais localizadas nas Americas sdo mais ricas
em fauna e flora que as florestas africanas e asiaticas (CALDERON et al., 2010). A pesquisa
cientifica aponta a Amazénia como o ecossistema mais biodiverso do mundo, possui uma area
de aproximadamente 665 milhGes de hectares e detentor de uma flora riquissima na qual tem
contribuido para o desenvolvimento de muitos estudos e novas alternativas terapéuticas pela
indUstria farmacéutica (FOGLIO et al., 2009).

A mega biodiversidade amazonica contribui significativamente no desenvolvimento de
novas terapias alternativas devido ao crescimento e fomentacdo de novas pesquisas, com 0
passar dos anos novas moléculas e principios ativos sdo descobertos e utilizados na indudstria
farmacéutica. A medicina tradicional construida pelo conhecimento popular que foi transmitido
através das geracOes passadas, origindria das antigas civilizacbes e também uma préatica
utilizada pelos indigenas como principal meio de tratamento de doencas corriqueiras como
inflamacGes até as mais complexas como até mesmo o cancer, torna-se uma fonte de
informacdes de trabalhos cientificos que foram, estdo e serdo desenvolvidos (CALDERON et
al., 2010). Atualmente, existem algumas farméacias comunitérias espalhadas por todo o Brasil
que realizam venda de produtos fitoterapicos. Devido a comercializacdo de tais produtos
fitoterapicos, ao uso correto e a fabricacdo do produto de forma adequada que surgiu uma
legislacdo, tendo em vista a existéncia desse comércio. A legislacdo em vigor no pais entende-
se como fitoterapico “aquele medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-
primas vegetais”. E caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos riscos do seu uso, assim
como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Sua eficicia e seguranca sao
validadas através de levantamentos etnofarmacologicos de utilizagdo, documentacdes
tecnocientificas em publicagdes ou ensaios clinicos (BRASIL, 2010).

A presenca de compostos biologicamente ativos presentes nas plantas medicinais
proporcionam uma fonte inesgotavel de novos compostos que podem ser utilizados no
tratamento de diversas enfermidades e o fomento de novas pesquisas cientificas sdo de vital

importancia para o surgimento de alternativas terapéuticas mais viaveis a populagcdo mundial,



17

uma vez que 80% da mesma dependem de medicamentos tradicionais como fonte priméria ou
até mesmo Unica de saude. Um exemplo classico do uso popular em trabalhos cientificos é o
estudo da erva medicinal papoula (Papaver somniferum L.) pertencente a familia Papaveraceae,
na qual a planta é usada para a extracdo do Opio, cujo componente majoritario é a morfina,
principio ativo empregado para combater a dor desde 1803 (FOGLIO et al., 2009). Muitos
outros compostos importantes foram descobertos e sintetizados de origem vegetal como a
digoxina e taxol assim como os medicamentos fitoterapicos a base de extratos de grande
circulacdo popular: Panax ginseng, Valeriana officinalis e Ginkgo biloba. H& ainda os
medicamentos tradicionais de origem animal recentemente descobertos: Pelargonium sidoides,
Hedera helix, Petasites hybridus, entre outros (MARQUES; SOUZA, 2012).

1.2.3 Familia Siparunaceae

A familia Siparunaceae, segundo a taxionomia, ocorre em dois continentes distintos: a
América, sendo esta apenas nas partes sul e latina, e na Africa sob dois géneros especificos:
Siparuna e Glossocalyx conforme mostra a Figura 1. (VALENTINI et al., 2010a). O género
Glossocalyx é monoespecifico ocorrendo apenas no oeste da Africa e o género Siparuna é
nativo da America Latina, desde a Nicaragua até o Paraguai, possuindo cerca de 90 espécies
(APENDICE A) identificadas nos neotropicos, e na maior parte nos Andes podendo ser
encontradas em varias regides do Brasil (REBOUCAS, 1984).

Os estudos mostram que o género Siparuna era erroneamente atribuido a subdiviséo da
familia Monimiaceae, onde Jussieu em 1809 denominou esse termo em alusdo ao género
Monimia de Trouars considerando género e tipo o qual homenageou a esposa de Matridades
chamada Monimia (FREIRE, 1943).

Fischer (1997), assim como outros autores, também correlacionou o género Siparuna &
familia Monimiaceae Jussieu, porém pesquisas atuais mostram que na realidade o género
Siparuna pertence de fato a familia Siparunaceae. As espécies das Familias Monimiaceae e
Siparunaceae podem ser facilmente diferenciadas pelo modo de placentacdo. Os arbustos dos
individuos da familia Siparunaceae sdo eretos e o0s da Monimiaceae sdo péndulos
(MONTANARI, 2010). O sistema APG Il (Grupo para a Filogenia das Angiospermas), de
2003, segregou o género Siparuna Aublet, reconhecendo-o como pertencente a familia
Siparunaceae (VALENTINI et al., 2010a).
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Figural - Mapa da Ocorréncia das espécies do Género Siparuna e Glossocalyx

Fonte: adaptado de www.discoverlife.org.

No Brasil 32 espécies do género Siparuna, inclusive a S. guianensis, sdo encontradas em
todos os biomas brasileiros, 21 sdo exclusivas da Amazoénia, 27 ocorrem no Sudeste e 2 na
Bahia, podendo ser encontradas nas bordas das florestas distribuidos no Apéndice A
(FISCHER, 2005).

1.2.4 Siparuna guianensis Aublet

Uma espécie destacada da familia Siparunaceae é a Siparuna guianensis Aublet devido a
sua incidéncia em todo territorio brasileiro e a sua fenologia marcante, motivo pelo qual ha uma
grande variacdo no rendimento dos seus 0Oleos essenciais e composi¢do quimica, podendo
apresentar substancias distintas em cada regido onde é encontrada bem como sua importancia
prioritaria na conservacdo do cerrado brasileiro e 0 encorajamento de mais pesquisas sobre esta
espécie para o enriquecimento sobre seu conhecimento, pois é apontada pelos estudiosos como
espécie genética de preservacdo do cerrado mato-grossense (VALENTINI et al., 2010a).

A espécie Siparuna guianensis Aublet possui diferentes nomes populares como capitid
no Pard (RODRIGUES et al., 2008); negramina no Mato-Grosso e Goias (VALENTINI et al,
2010a); no cerrado de Minas Gerais além de negramina também é conhecida como folha santa
(HERRMANN et al., 1998); no Parana é conhecida como limé&o-bravo e cicatrizante-das-
guianas (FURTADO, 2006); em Brasilia é chamada também de limdo-bravo e erva-santa
(PEREIRA; SILVA, 2008); em Pernambuco os populares a identificam como jaqueira e
catingueira-de-paca (COSTA JR. et al., 2007). No interior de Sdo Paulo, é chamada amescla-
de-cheiro e mata-cachorro (CIELOFILHO; SANTIN, 2002); no municipio do Canta-RR, € do


http://www.discoverlife.org/mp/20q?search=Siparuna+guianensis&flags=glean:&mobile=close
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mesmo modo conhecida como negramina, entre outros.
A planta Siparuna guianensis foi a primeira espécie do género Siparuna catalogada por
Aublet na Histoire des plantes de La Guiane Francoise (1775). Suas caracteristicas gerais sdo:

arbusto ereto ou arvoreta de 3-5 m de altura (Figura 2).

Figura 2 — Arbusto da Siparuna guianensis Aublet na regido do Cantd-RR

Fonte: Autor.

As cascas dessas arvoretas quando jovens sdo esverdeadas e quando mais velhas ficam
acinzentadas, aromaticas, com ramulos jovens rufo-pubescentes, nativa de quase todo Brasil
com folhas simples, alongadas a elipticas, membranaceas, de margens lisas, com flores
unissexuais, e frutos elipsoides deiscentes verdes quando jovens e vinho quando maduro,
guando abrem expdem um interior roseo-avermelhado com sementes afixadas mostradas na

Figura 3. Multiplicam-se apenas por sementes (LORENZI, 2002; MONTANARI, 2010).

Figura 3 — Flores e frutos maduros da Siparuna guianensis Aublet

Fonte: Valentini et al., 2010a.
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Trata-se de uma planta medicinal e aromatica. Esta espécie é utilizada nos
neotrdpicos, com indica¢cdes etnobotanicas muito abrangentes e que vem sendo apontada por
estudiosos como uma espécie prioritaria de conservacdo para este bioma (ALVES; VIEIRA,
2003). Segundo relatos registrados por meio de pesquisas com moradores da comunidade
ribeirinha do Coxipd do Ouro, as folhas desta planta sdo utilizadas em banho para dores no
corpo (SOUZA, 1992). J& no Alto Coité, em Poxoréo, as pessoas usam um semonte (folhas
secas junto ao fogo, moidas e misturadas ao fumo ou puras, para cheirar e uso tépico) para curar
malina, a qual é descrita como um tipo de dor de cabeca causada pela exposicdo demasiada ao
sol que provoca corrimento de sangue nasal (SOMAVILLA, 1998).

Dentro do Vale do Arica, municipio de Cuiaba, as folhas sdo utilizadas na forma de
cha e banhos para fraqueza e também para malina (PASA, 1999), e na Aldeia Pakueran, em
Paranatinga, as folhas sdo fervidas, e utilizadas em banho para febre e “quentura” na cabeca,
espécie de enxaqueca (SCHIMOLLER, 1997). Em Nova Xavantina, o sumo de suas folhas com
mastruz (Chenopodium ambrosioides) é relatado como medicinal para pés-operatério, suas
folhas sdo utilizadas como repelentes nos galinheiros para piolho de galinha, e também ¢é
utilizado em rituais espirituais (DUARTE, 2001).

Existem relatos em pesquisa sobre as indicacGes de raizeiros, que recomendam o
uso da folha na forma de decocto e infuso para enxaquecas, resfriado, e banho de descarrego
para mau olhado, podendo para isso ser associada a quina, assim como para hipertermia e
hemoptise (FONTELLE, 1997).

1.2.5 Composigdo quimica dos 6leos essenciais

Os Gleos essenciais constituem um dos mais importantes grupos de matérias primas para
as industrias de alimentos, farmacéutica e cosmética. S80 constituidos por uma mistura
complexa de diversas classes de substancias, dentre elas os fenilpropandides e terpendides,
pertencentes ao metabolismo secundério das plantas (MORAIS, 2009).

Os compostos resultantes de reacdes quimicas celulares sdo denominados metabdlitos,
sendo divididos em primarios, os quais sdo fundamentais na matéria-viva, responsaveis pelo
crescimento e desenvolvimento do organismo e, secundarios, aqueles que nao sdo necessarios
as funcdes basicas intracelulares, mas que exercem fungdes especificas de interagdo organismo
e ambiente, podendo ser interpretados como a interface quimica entre 0 organismo e 0s outros
seres vivos (ARAUJO, 2011 apud BRIZUELA et al., 1998; KUTCHAN, 2001, p. 68). O

metabolismo secundéario por sua vez pode ser influenciado por fatores genéticos, fenoldgicos,



21

edéficos e ainda interagfes da planta e 0 meio ambiente com a finalidade de manutencédo da
planta e adaptacdo garantindo assim sua sobrevivéncia (MORAIS, 2009).

Oleos essenciais s30 misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, com baixo
peso molecular, geralmente odoriferas e liquidas, constituidos majoritariamente por moléculas
de natureza terpénica. Frequentemente apresentam odor agradavel e marcante. Sdo inconstantes
em temperaturas altas, fator pelo qual é chamado também de composi¢do volatil, apresenta
aspecto oleoso e sua coloracdo em geral é incolor ou amarelada. Possui sabor acido-picante,
sdo instaveis na presenca de luz, calor e ar e pouco soltveis em agua (LOBO; LOURENCO,
2007). Os componentes quimicos com maiores teores geralmente identificados nos 0leos
essenciais sdo uma classe de metabdlitos secundarios conhecidos como terpenos. Na Figura 4
e 5 estdo sumarizados o0s principais terpenoides recorrentes na composi¢cdo quimica dos 6leos

essenciais em geral.

Figura 4 - Principais terpendides recorrentes na composic¢ao quimica dos 6leos essenciais

4 5 6

Legenda: 1- a-pineno, 2- Aromadendreno, 3 - 3 - cariofileno, 4 — b - elemeno, 5 - B-pineno, 6 — Espatulenol.
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Figura 5 - Principais terpendides recorrentes na composic¢ao quimica dos 6leos essenciais
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Legenda: 1- Germacreno-D, 2 - Humuleno, 3 - Limoneno, 4 - Mirceno, 5 — T - muurolol, 6 — Viridiflorol.

Os terpenos (isoprenoides ou terpendides) representam o grupo mais antigo de produtos
produzidos por vegetais e certamente a classe de metabdlitos secundarios mais difundidos dos
produtos naturais. S&o hidrocarbonetos de féormula molecular CioH1s, S0 classificados de
acordo com a quantidade de unidades isoprénicas em sua estrutura (metil — buta-1-3-dieno com

cinco atomos de carbono) conforme mostra a tabela 1:

Tabela 1 — Classificacdo de terpenos quanto ao niumero de isoprenos

Numero de Carbonos Unidades Isoprénicas Classificacdo
10 2 Monoterpeno
15 3 Sesquiterpeno
20 4 Diterpeno
25 5 Sesterterpeno
30 6 Triterpeno
40 8 Tetraterpeno

Fonte: Bergamaschi, 2016.

Os Mono e sesquiterpenos sao os principais componentes dos 6leos essenciais, enquanto
0s outros terpenos sdo componentes de balsamos, resinas, ceras e borrachas. Sdo encontradas

unidades isoprénicas dentro de estruturas de outras moléculas naturais. Assim, alcaldides
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indolicos, varias quinonas (vitamina K, E), vitamina A obtida a partir do B-caroteno, fendis,
alcoois (também conhecidos como terpendis ou poliprendis), também contém fragmentos
terpénicos. O mais conhecido dos terpenos € o d-limoneno, de base citrica, presente no suco e
casca da laranja, extraido por destilacdo do 6leo da laranja, sendo Brasil, México e EUA o0s
principais produtores (MARIO JR; PASTORE, 2006). Ha mais de 1.000 monoterpenos, mais
de 7.000 sesquiterpenos e mais de 3.000 diterpenos.

As vias metabdlicas secundarias vegetais dao origem a diversas classes de compostos,
tais como, alcaldides, flavonoides, isoflavonoides, taninos, cumarinas, glicosideos terpendides
e poliacetilenos, que por vezes, sdo especificos de determinadas familias, géneros ou especies,
cujas funcbes, até pouco tempo eram desconhecidas. A maioria desses metabolitos secundarios
gue, ao menos, 12.000 foram isolados e essa quantidade ainda parecem ser inferiores a 10% do
total. Em muitos casos, estas substancias servem como mecanismos de defesa do vegetal contra
predacdo por micro-organismos, insetos e herbivoros. Algumas substancias fornecem odor para
a planta, outros (quinonas e taninos) sdo responsaveis pelo pigmento e muitos compostos sdo
responsaveis pelo sabor da planta (ANDRADE et al., 2013). Os compostos de origem vegetal
demonstram uma grande importancia na medicina moderna, pois entre 1984 e 1994, dos
medicamentos aprovados pelo Ministério da Salde, 6% foram extraidos diretamente de
espécies vegetais, 24% foram produzidos a partir de produtos derivados de vegetais e 9% foram
desenvolvidos através da modelagem molecular de estruturas quimicas de compostos vegetais
gue serviram como prototipos, sendo que, atualmente metade dos 25 medicamentos de maior

utilizacdo no mundo foi originada de metabélitos secundarios dos vegetais (ARAUJO, 2011).
1.2.6 Atividade Bioldgica dos 6leos essenciais

1.2.6.1 Atividade Antimicrobiana

Em geral, a atividade antimicrobiana tem sido atribuida a pequenos terpendides e
compostos fenolicos como timol, carvona, carvacrol, mentol e muuroleno, que também na
forma pura exibem atividade antibacteriana ou antifungica (ANDRADE, 2013). Apesar dos
mecanismos de acdo estar incipientemente caracterizados, provavelmente a atividade
terapéutica esta associado ao carater lipofilico dos compostos, havendo um actimulo em
membranas e perda de energia pelas células (SILVA et al.,2009). As diferencas com respeito
as técnicas empregadas para investigacdo da acdo de compostos de plantas e uma grande
variacdo encontrada na composicdo quimica de algumas preparacdes vegetais podem resultar

em dados de dificil comparacéo entre as pesquisas. N&o existe também um consenso sobre 0s
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niveis de inibicdo aceitaveis para compostos de plantas, quando comparados com antibidticos
padrdes (DUARTE, 2006).

Como as plantas medicinais produzem uma variedade de substancias com propriedades
antimicrobianas, é esperado que programas de triagem possam descobrir compostos candidatos
para o desenvolvimento de novos antibidticos (AHMAD; BEG, 2001). Entretanto, as
investigac@es cientificas visando determinar o potencial terapéutico das plantas sdo limitadas,
existindo a falta de estudos cientificos experimentais que confirmem as possiveis propriedades
antibidticas de um grande nimero dessas plantas. Espera-se que compostos que atinjam, nas
células, alvos diferentes daqueles utilizados pelos antibidticos conhecidos, sejam ativos contra
patdgenos resistentes (DUARTE, 2006).

Os compostos isolados de plantas sdo substancias com estruturas quimicas bem
diferenciadas dos antimicrobianos obtidos a partir de bactérias, leveduras e de fungos. Tais
produtos podem atuar no metabolismo intermediario ativando enzimas, alterando a agdo de
inibidores que influenciam os nutrientes do meio, interferindo nos processos enzimaticos em
nivel nuclear ou ribossomal, provocando alteracbes nas membranas ou interferindo no
metabolismo secundario (LIMA, 2001).

1.2.6.2 Classificacdo Gram das Bactérias

Quanto a estrutura da membrana plasmatica das bactérias, podemos classifica-las como
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Essa classificacdo Gram possui esse nome por
causa de seu inventor o microbiologista dinamarqués Hans Christian Gram o qual desenvolveu
uma técnica que consiste na aplicacdo de uma coloracdo. As Gram-positivas possuem parede
celular com uma Unica e espessa camada de peptidoglicanos. Quando este tipo bacteriano entra
em contato com a coloracao de Gram adquirem a cor purpura ou azul quando fixada com cristal
violeta. Isto se explica porque estas bactérias retém o corante presente nestas substancias. As
Gram-negativas possuem parede celular mais delgada e apresentam uma segunda membrana
lipidica, deferente da membrana plasmatica. Quando em contato com a coloracdo Gram o
lipidio da membrana mais externa é dissolvido no alcool e libera o primeiro corante, o cristal
violeta.

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais ocorre preferencialmente em relacéo as
bactérias Gram-positivas, sendo as bactérias Gram-negativas sempre mais resistentes. Este
fendmeno ocorre pelo fato de as bactérias Gram-negativas possuirem uma membrana externa

hidrofilica devido a presenca de moléculas de lipopolissacarideos (Figura 6). Dessa maneira
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considera-se que a membrana externa sirva como uma espécie de barreira de penetracdo para
macromoléculas e compostos hidrofobicos, razdo esta que as bactérias Gram-negativas séo
relativamente resistentes a antibioticos e outras drogas hidrofébicas como os 6leos essenciais.
Porém pequenos solutos hidrofobicos podem penetrar por essa membrana externa atraves de
poros hidrofilicos formados por canais de proteinas de membranas, justificando a atividade
antimicrobiana sobre bactérias Gram-negativas apresentadas por compostos volateis
(HELANDER, 1998; ARAUJO, 2011).

Devido a caracteristica lipofilica dos terpendides encontrados nos 6leos essenciais eles
possuem maior afinidade com a membrana interna das bactérias Gram-negativas do que com
sua fase aquosa que as envolve (membrana hidrofilica externa), explicando assim a sua
expansdo, aumentando sua fluidez e alterando a atividade de proteinas que as compde. Os 6leos
essenciais tornam essa membrana permeavel a compostos que normalmente nédo sdo capazes de
passar por membranas normais, promovendo a perda de material eletro-denso, alteracdo na
densidade citoplasmatica e acoagulacdo de alguns constituintes do citoplasma. Esses danos
levam ao comprometimento das suas funcées, o que pode ocasionar a morte da célula bacteriana
(ANDRADE, 2013; ARAUJO, 2011).

Figura 6 - Membranas Plasméticas de Bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas
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Fonte: www.medicinageriatrica.com.br
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1.2.6.3 Antibioticos: mecanismos de acdo e resisténcia de micro-organismos

Os antibioticos sdo produtos metabdlicos naturais de fungos, actinobactérias e bactérias
capazes de impedirem o crescimento, ou de destruirem micro-organismos (BLACK, 2002;
MADIGAN et al., 2010). Esta defini¢do exclui os compostos sintéticos que, juntamente com 0s
compostos naturais e seus derivados, sdo denominados antimicrobianos (GOODMAN et al.,
2003). Agentes antimicrobianos vém sendo utilizados desde o século XVII para o tratamento
de doengas infecciosas. Um agente antimicrobiano ideal exibe toxicidade seletiva, e isto implica
que uma substancia deve ser eficiente contra a bactéria alvo, porém seguro quanto a toxicidade
ao paciente (BROOKS et al., 2008; SOFIATI, 2009). Os antibioticos podem agir sobre as
bactérias susceptiveis afetando seu crescimento e reproducdo, causando um efeito
bacteriostatico, e/ou induzindo sua morte, causando um efeito bactericida (Figura 7)
(FERREIRA, 2007). O mecanismo de a¢do da maioria dos antimicrobianos ndo esta totalmente
elucidado, mas, podem ser divididos em cinco categorias: (1) Inibicdo da duplicacdo
cromossémica; (2) inibicdo da atuacdo de enzimas que produzem substancias essenciais ao
metabolismo; (3) danos a membrana plasmatica; (4) inibicdo da sintese de proteinas; (5)
inibicdo da sintese da parede celular (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008; MADIGAN et al.,
2010).

Figura 7 - Mecanismos de acao dos antibidticos sobre as bactérias
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As bactérias adotam mecanismos, a fim de sobreviverem a acéo letal dos antibioticos e
quimioterapicos, que incluem a resisténcia, a tolerancia e a persisténcia. No caso da resisténcia,
a bactéria continua proliferando, isto €, mantém a mesma velocidade de crescimento mesmo ao
ser tratada com o antibiotico. Na toleréncia, o crescimento € inibido, mas o nimero de bactérias
viaveis ndo sofre alteracdo por longo periodo. De fato, a bactéria desenvolve defesa apenas
contra o efeito bactericida do antibidtico onde, o sucesso terapéutico somente sera alcancado
qguando a concentracdo do antibiotico alcancar o valor da concentracdo minima bactericida
(CMB), definida como a menor concentracao do antibiotico capaz de matar 99,9% das bactérias
presentes. Finalmente, na persisténcia, uma pequena fragcdo da populagéo bacteriana, submetida
ao tratamento, ndo sofre o efeito bactericida do antibidtico, independentemente de seu
mecanismo de acdo (JACOBY, 2005; ANDERSON, 2005; ANDRADE, 2013).

As bactérias também podem desenvolver resisténcia aos antibioticos por meio de alguns
mecanismos bioquimicos ja bem difundidos na literatura (JACOBY, 2005; HOOPER, 2005;
BOMONO; SZABO, 2006; MIN et al., 2007). Os mecanismos incluem:

a) modificacdo quimica do antibiotico, através de enzimas especificas;

b) alteracdo do sitio de ligacdo do antibidtico;

c) substituicdo do sitio de ligacdo da droga;

d) diminuicdo da permeabilidade ao antibiotico;

e) aumento da sintese de substrato com o qual a droga compete;

f) sintese de proteinas protetoras dos ribossomos.

Os fatores que contribuem para a ocorréncia e persisténcia da resisténcia bacteriana sao:
o uso indiscriminado e prolongado de antimicrobianos quimicos sintéticos (CRISAN et al.,
1995; VARGAS et al., 2004), a utilizacdo de antibidticos para o tratamento e prevencdo de
infeccdes em animais e no controle de infeccdo bacteriana em frutas e legumes que aumentam
a transmissdo de organismos multirresistentes para seres humanos (COHEN, 1992; HOEFEL
et al., 2006).

A necessidade de encontrar novas substancias com propriedades antimicrobianas para
serem estudadas no combate a esses micro-organismos representam um desafio no tratamento
de infecgBes (CATAO et al., 2005). Nesse sentido, as plantas constituem-se importantes fontes
de substancias biologicamente ativas, servindo para o desenvolvimento e a sintese de um grande
numero de farmacos (SANDES; DIBLASI, 2000; HAIDA et al., 2007).



28

1.2.6.4 Determinagdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM)

A CIM corresponde a menor concentracdo de agente capaz de inibir completamente o
crescimento do organismo teste. O ensaio para a determinagdo da concentracdo inibitoria
minima (CIM), ou Minimum Inhibitory Concentrationl (MIC), ¢ obtido através do macro ou
micro diluicdo de compostos que consiste em se preparar diluicBes sucessivas do
antimicrobiano a ser testado, em meios de cultura solida ou liquida, semear 0 micro-organismo
e apos a incubacdo verificar a menor concentracdo (maior diluicdo) do antimicrobiano que
inibiu o crescimento do micro-organismo (CLSI, 2002; 2003a).

Ensaios de diluicdo sdo aqueles nos quais 0s extratos ou substancias a serem testadas
sdo adicionados a um meio de cultura liquido, previamente inoculado com o micro-organismo
teste (VANDEN BERGHE; VLIETINCK, 1991). No método de diluigdo em caldo podem ser
empregadas as metodologias: macro ou micro diluicdo; esse teste considera a relagdo entre a
densidade da turbidez de crescimento do micro-organismo testado no meio liquido e a
concentracdo da substancia ensaiada; a avaliacdo é comparada frente a um padréo biologico de
referéncia (PINTO; KANEKO; OHARA, 2003).

Ap0s incubacdo, o crescimento do micro-organismo é determinado pela leitura visual
direta ou turbidimétrica pelo uso de espectrofotobmetro em comprimento de onda apropriado
(SILVEIRA etal., 2009), assim como, pode-se mensurar a viabilidade e proliferacdo das células
através de corantes indicadores de oxirreducdo como Alamar blue e Cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazolio (DUARTE et al., 2006).

As vantagens deste método € proporcionar mais informacfes quantitativas, poder ser
aplicado a uma variedade mais ampla de isolados do que os testes de difusdo (KONEMAN et
al., 2001), além de requerer uma pequena quantidade de amostra, ser barato, ter
reprodutibilidade, ser 30 vezes mais sensivel que outros métodos usados na literatura e
possibilitar um registro permanente (OSTROSKY et al., 2008).

As variacOes referentes a determinacdo da CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) de
extratos de plantas podem ser atribuidas a varios fatores. Dentre eles podemos citar a técnica
aplicada, o micro-organismo e a cepa utilizada no teste, a origem da planta, a época da coleta,
se 0s extratos foram preparados a partir de plantas frescas ou secas e a concentracdo de extrato
testada. Assim, ndo existe método padronizado para expressar o0s resultados de testes

antimicrobianos de produtos naturais (FENNEL et al., 2004).
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1.2.7 Doenca de Alzheimer

A farmacoterapia para a doenca de Alzheimer (DA) inclui a utilizacdo de inibidores
da acetilcolinesterase (AChE). Os o0leos essenciais sdo capazes de proteger 0s sistemas
bioldgicos devido a sua atividade anti-radical livre contra radicais alquila, € em menor grau,
contra o anion superdxido. Este efeito é observado especialmente nas membranas lipidicas,
protegendo-as dos danos produzidos pelo estresse oxidativo, considerado a principal causa do
envelhecimento, das doencas cardiovasculares, neurodegenerativas e das células tumorais
(ALCANTARA; YAMAGUCHI; SILVA; VEIGA JR, 2010).

Entre as doencas neurodegerativas, o Mal de Alzheimer atinge inicialmente a
memoria e em seguida a capacidade de raciocinio e a comunicacdo. Os sintomas dessa doenca
estdo associados a reducdo de neurotransmissores cerebrais, como acetilcolina (ACh),
noradrenalina e serotonina (BRYNE, 1998). O tratamento para o Mal de Alzheimer é
sintomatico e consiste basicamente na tentativa de restauracdo da funcéo colinérgica, sendo
amplamente utilizados para este fim os inibidores de acetilcolinesterase (AChE). Os
medicamentos disponiveis no mercado séo relativamente caros, o que torna a busca de novos
inibidores de origem vegetal uma alternativa interessante, na medida em que estes seriam
economicamente mais viaveis (ANDRADE et al., 2013).

A acetilcolina (ACh) é encontrada em vertebrados e alguns artrépodes e é um dos
principais compostos cujos impulsos elétricos sdo conduzidos por células nervosas,
transmitidos para outras células nervosas ou para musculos voluntérios ou involuntéarios. ACh
é armazenada no terminais nervosos em estruturas chamadas vesiculas sinépticas, quando o
terminal do nervo é despolarizado a vesicula libera essas substancias a partir das terminacdes
nervosas e em seguida a ACh entra na sinapse e se liga ao receptor conforme demonstra a Figura
8. A enzima acetilcolinasterase (AChE) hidroliza a ligacéo éster na molécula do ACh tornando
seu periodo curto e levando a perda de sua atividade estimuladora. Portanto a inibicdo da AChE
prolonga o tempo devida da ACh e permite o funcionamento dos impulsos nervosos conduzidos
pelas células nervosas e consequentemente melhoras significativas no tratamento DA. (SOUZA
etal., 2012).

A doenca de Alzheimer (DA) é uma desordem neurodegenerativa progressiva que
afeta principalmente a pessoas com idade avangada e raramente ocorre em pessoas mais jovens.
A DA ¢ caracterizada por deméncia, perda de memdria, distirbios de linguagem e
comportamentais, disfuncéo cognitiva e estes sintomas com o passar do tempo vao se tornando
mais graves. (VIEIRA et al., 2008).



30

Figura 8 - Acdo da aceticolina (ACh) na passagem dos impulsos nervosos
entre as celulas neurais
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As atividades psicoativas dos 6leos essenciais obtidos da extracdo de plantas medicinais
sdo bastante promissoras, pois possuem alcaldides e terpenos que atuam como
neurotransmissores e inibidores da enzima AChE, como por exemplo os 6leos extraidos de
Acorus calamus L. (CHEN et al., 2015); Cymbopogon schoenanthus Spreng. (Khadri et al.,
2008) e diversos 6leos da familia Lamiaceae. Nesse contexto, a pesquisa por novos 6leos
essenciais, hunca antes descritos, especialmente da Amazonia, tem particular interesse na busca

por substancias inibidoras de acetilcolinesterase e de radicais livres (DOIH et al., 2009).
1.2.8 Atividade antioxidante

Existe um grande acervo de trabalhos cientificos na literatura a respeito da capacidade
antioxidante de varias substancias afim de encontrar alternativas para o tratamento de doencas
causadas pelo estresse oxidativo (EO) dos radicais livres como: asterosclerose, artrite
reumatica, enfermidades cardiovasculares, hipertr6fica muscular e neurodegenerativas como o
Mal de Alzheimer. A produgdo de radicais livres se deve a agéo catalitica das enzimas, no
metabolismo celular ou a exposi¢do a fatores exdgenos (NASCIMENTO, 2011).

Nos Ultimos anos muitas pesquisas foram desenvolvidas a respeito da a¢do antioxidante
dos produtos naturais utilizando um método baseado na eliminagdo do radical estavel 1,1-

difenil- 2-picrilhidrazil (DPPHe¢) (Figura 9). O DPPH- é uma molécula conhecida pelos seus


https://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=&url=http%3A%2F%2Fes.slideshare.net%2Fcomun_y_silvestre%2Facetilcolina-28871202&psig=AFQjCNHL-HSRNaHVAJZh5bEyIuPoRAuVQA&ust=1457740926649904
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beneficios, tais como estabilidade na auséncia de luz, aplicabilidade, simplicidade e viabilidade
(OLIVEIRA, 2015).

Figura 9 — Estrutura do radical livre DPPH.
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Fonte: Oliveira, 2015.

O método de avaliacdo potencial antioxidante DPPHe ¢ bastante utilizado, porém, deve
ser empregado outras metodologias para a determinagdo de um composto como sendo
efetivamente antioxidante. O principal mecanismo DPPHe ocorre através da transferéncia de
elétrons em que a transferéncia do hidrogénio seja uma reacdo marginal conforme a Figura 10.
O mecanismo de reagdo de transferéncia de hidrogénio entre o radical DPPHe e o antioxidante

(AH) pode ser reversivel, sendo que o DPPH-H podera se converter na forma de DPPHe
(ANDRADE et al, 2013).

Figura 10 - Mecanismos de reagdo entre o radical DPPHe e um antioxidante através
da transferéncia de um atomo de hidrogénio
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A metodologia empregada na determinagédo de substancias como agentes antioxidantes
DPPHe ¢ um procedimento facil, viavel, rapido e simples, porém, continua sofrendo
modificacdes ou adaptacdes devido aos diferentes solventes, concentracdes, aliquotas, tempos
de reacdo e absorvancias empregados neste método. A estabilizagdo do radical DPPHe ¢
atribuido também ao deslocamento do elétron desemparelhado sobre o radical DPPHe, nos trés
grupos de NO.e nos dois atomos de nitrogénio, que sdo grupos que permitem o deslocamento
de elétrons (Figura 11) (MARTINEZ et al., 2006).

Figura 11 — Estabiliza¢ao do radical DPPH< pelo deslocamento do elétron desemparelhado
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Fonte: Oliveira, 2015.

Por causa da localizagdo do elétron livre ao longo da molécula de DPPHe (Figura 7 e
8), o radical possui a cor purpura ou violeta com uma absor¢do em solucédo de etanol ou metanol
a 515-520 nm (DENG et al., 2011). Uma substancia antioxidante pode doar um atomo de
hidrogénio ou transferir um elétron para a molécula de DPPHe, que aceita para se tornar uma
molécula estavel diamagnético originando a forma reduzida DPPH-H com a perda da cor
violeta de acordo com o tempo para amarelo palido ou violeta claro (CIESLA et al., 2012;
KEDARE; SINGH, 2011; AMATATONGCHAI et al., 2012; MUSA et al., 2013). A mudanca
da cor violeta escuro para violeta claro, que resulta na diminuicdo da absorbancia do radical
DPPHe, pode ser monitorada por um espectrofotometro UV/visivel para a determinacao
capacidade antioxidante. Esse monitoramento tem que ser realizado sempre no escuro, por que
a luz ¢ um fator que interfere diretamente na reagdo do radical DPPHe com uma substéncia,
acelerando a diminuicdo da absorbancia e consequente alterando os resultados finais
(MISHRA; OJHA; CHAUDHURY, 2012).

1.2.9 Teste de toxicidade contra a Artemia salina

Diante do aumento no nimero de pesquisas realizadas sobre produtos naturais e sua

aplicacéo e eficiéncia em relagdo ao seu potencial biologico, antisséptico e cosmético, dentre
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outros, torna-se necessario além destes estudos, testes que avaliem a toxicidade dessas
substancias, uma vez que ndo sdo apenas estes presentes em compostos biologicamente ativos
e promissores para as industrias, hd também compostos que causam maleficios, efeitos
colaterais e indesejaveis (ANDRADE, 2013). O uso indiscriminado de plantas sem qualquer
conhecimento fitoquimico, farmacoldgico e principalmente toxicologico é de grande
preocupacao para a saude. Assim, encontrar uma concentracdo segura e ndo letal para o0 uso
terapéutico constitui-se uma etapa de grande importancia (HOCAYEN, 2012).

O teste de toxicidade contra as larvas do crustaceo Artemia salina (Figura 12) é um dos
métodos mais utilizados para avaliar a atividade citotoxica de produtos naturais com a
finalidade uso humano como farmaco, cosmético ou inseticida fornecendo seguranga em
relacdo ao seu uso sem causar danos letais na utilizacdo de ensaios pré-clinicos ou clinicos
(AMARANTE et al, 2011). A. salina tem sido utilizada como um organismo alvo para detectar
compostos bioativos em extratos de plantas, a toxicidade para este crustaceo tem demonstrado
uma boa correlacdo com a atividade citotdxica contra tumores humanos e atividade contra o
Trypanossoma cruzi, protozoario causador da doenca de Chagas (Mclaughlin et al. 1991;
(HOCAYEN, 2012).

Figura 12 — N&uplio do crustaceo Artemia salina
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Fontes: www.thinglink.com

O uso do micro crustaceo de Artemia salina estende-se a investigacfes de toxicologia
aplicada dada sua disponibilidade comercial, util como material vivo de prova. A investigacao
sobre Artemia salina tem um amplo aspecto que vai desde a avaliacdo de compostos tdxicos ou
essenciais nos nauplios até a exposi¢éo toxica aguda a diversos produtos quimicos, a deteccao
de toxicos em produtos comestiveis e farmacéuticos, estudos de modelos de agéo toxica de
substancias e de transferéncia toxica de contaminantes (FAIRCHILD et al., 2010;
GONZALEZ-LOZANO, 2010).


https://www.thinglink.com/scene/646377259027922944
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar os constituintes quimicos e avaliar o potencial biolégico do 6leo essencial

da Siparuna guianensis Aublet.

2.2 Especificos

<> Coletar durante os periodos chuvoso e seco as folhas frescas da Siparuna
guianensis Aublet e extrair seus 6leos essenciais;

X Caracterizar os componentes volateis de S. guianensis Aublet.

X Realizar testes para avaliar seu potencial bioldgico.

X Determinar sua Concentracgdo Inibitéria Minina (MIC) e verificar sua atividade
antimicrobiana.

X Testar a acdo antioxidante pelo método de captura do radical livre estavel DPPH.

X Avaliar o potencial de inibi¢do da enzima aceticolinesterase (AChE).

X Averiguar a toxicidade dos 0Oleos essenciais atraves do teste frente a Artemia
salina.

<> Comparar os resultados obtidos sobre o rendimento, composi¢do quimica e

atividade antimicrobiana dos periodos seco e chuvoso e constatar sua varia¢ao sazonal.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material Vegetal

As folhas frescas (Figura 13) da S. guianensis foram coletadas manualmente de
aproximadamente 10 individuos, entre 8:00 e 9:00 hrs, durante os periodos mais intensos da
estacdo chuvosa (junho, julho e agosto) e estacdo seca (novembro, dezembro e janeiro),
georreferénciados para a analise fenoldgica na localizacdo 2°44'05.2"N 60°33'17.0"W, nas
proximidades da sede do municipio do Canta - RR. Posteriormente foram acondicionadas em
sacos plasticos e levadas ao laboratorio de Produtos Naturais de Quimica Organica do PPGQ
na Universidade Federal de Roraima (UFRR), onde foram realizadas as extracGes dos 6leos
essenciais. Espécimes-testemunhas foram encaminhadas ao Herbario da UFRR as quais foram

depositadas sob o nimero de tombo 7812.

0.

Figura 13 — Folhas frescas de S. guianensis coletadas para extraca
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Fonte: Autor.

3.2 Extracdo dos Oleos Essenciais

As amostras dos 6leos essenciais de S.guianensis foram obtidas através da coleta de
folhas frescas conservadas em triplicata e de método randdémico entre os individuos da
populacdo estudada. Cada amostra contento 300 g foram cortadas em tamanho de
aproximadamente 1 cm e colocadas em um baldo de 500 ml adicionando 500 ml de agua

destilada que foi aquecido em uma manta térmica e posteriormente submetido a 4 horas de
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hidrodestilagdo em aparelho do tipo Clevenger (Figura 14).

Figura 14 — Hidrodestilacdo das folhas frescas de S. guianensis

Fonte: Autor.

A massa de cada 6leo foi mensurada em balanca analitica e acondicionados em frascos
de vidro o qual ficaram sob refrigeracdo em uma atmosfera de -4°C até o0 momento das analises
quimicas e testes bioldgicos. Seus rendimentos foram calculados através da razéo entre a massa
do 6leo e a massa do material vegetal conforme a equacdo 1 a seguir (SANTOS et al., 2004):

Equacéo 1:
Massa do 6leo extraido

Rendimento (%) = i x 100%
Massa do material vegetal

As amostras obtidas foram identificadas como: R061, R062, R063, R071, R072, R073,
R081, R082, R083 para os Oleos essenciais obtidos nos meses junho, julho e agosto
respectivamente, pertencentes ao periodo chuvoso. As amostras do periodo seco dos meses
novembro, dezembro e janeiro foram identificadas como: R111, R112, R113, R121, R122,
R123, R011, R012, RO13.

3.3 Composicao Quimica dos Componentes Volateis
3.3.1. Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de massas (CG-EM)

A analise foi realizada utilizando um GC-MS (QP2010) sistema ULTRA (Shimadzu)
com uma Rxi - 1IMS 30 m x 0,25 mm x 0,25 uM (Restek) a temperaturas que variam de 50°C
(2min), aumentando em intervalos de 3°C/min até 230°C. A injeccao temperatura foi de 250°C

numa razdo de divisdo de 1:10 , o gas espectrometria de massa de cromatografia (GC-MS)
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temperatura de interface era de 250°C , e o detector de MS operado a um impacto de electrénico
70eV a 250°C . Hélio foi utilizado como gas transportador, a um caudal de 2,0 ml/min e um
volume de injeccdo de 1 ml . A aquisicdo de dados GCMS solucdo de software (Shimadzu) foi
usada para avaliar a componentes, e os indices foram comparados com aqueles do Instituto
Nacional de Padrdes e Tecnologia (NIST) espectral biblioteca NIST11 com base no indice de
Kovats, uma linear indice de retencdo usado para identificar componentes do 6leo com o0s

calculos incluindo o tempo de retencdo de uma série de n-alcanos.
3.3.2 Cromatografia Gasosa de Alta Resolucdo (CG-FID)

Um cromatdgrafo a gas HP 7820A (Agilent) foi usado para o gas detec¢do de ionizacdo
de cromatografia de chama (GC-FID), colunas HP5 ocupadas com dimensdes de 30 m x 0,32
milimetros x 0,25 uM (Agilent), temperaturas que variam de 50°C (2min), com aumentos de
3°C/min, até 230°C. A temperatura de injeccéo foi de 250°C em uma divisdo proporcao de 1:10
, e a temperatura foi FID 250 ° C . O hidrogénio (H>) foi utilizado como gés transportador, a 3
ml/min e um volume de injeccdo de 1 ul . O software de aquisicao de dados foi EZChrom Elite
Compact (Agilent). As analises foram realizadas em triplicado e dados quantitativos obtidos
por integracdo eletronica da area do pico em relacdo a area total do cromatograma, o que
resultou na concentracdo (%) de cada fitocomponente presente no 6leo essencial.

3.4 Avaliacdo do potencial bioldgico
3.4.1 Determinacéo da atividade antioxidante do 6leo da S. guianensis Aublet

A determinagdo do Fator antioxidante foi realizada no Laboratério de Atividade
Biologica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Amazonas, sob
a orientacdo do Prof. Dr. Emerson Silva Lima.

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada medindo a capacidade de sequestro
de radicais livres do radical Fe3+ e do DPPH, ao adicionar o provavel antioxidante presente
nos extratos vegetais, ocorre a perda do radical, que é evidenciada pela redugéo de absorbancia
em determinado comprimento de onda, onde as diminuicGes sdo correlacionadas em uma curva
com o antioxidante padrdo, que pode ser o acido ascorbico por ser biologicamente ativo
participando das reagdes no organismo. Para esta avaliagéo sera utilizado o espectrofotdmetro
UV-Visivel.

A solucédo de DPPH foi preparada com concentracgdo de 0,3 mM em etanol em um frasco
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ambar, na qual foi mantida no escuro e refrigerada 10 °C. A solugéo padrao foi preparada com
2 mg de reagente DPPH dissolvidos em 10 mL de etanol.

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada por meio da avaliacdo da
capacidade dos antioxidantes presentes nas amostras em sequestrar o radical estavel DPPH,
segundo metodologia utilizada por Molyneux (2004) com modificagbes, no aparelho leitor de
microplaca (DTX 800, Beckman) em comprimento de onda de 492 nm até obtencdo de
absorbéancia de 1,00 (+0,1).

Na microplaca de 96 pogos, foram aplicados 270 uL de DPPH (1 mg/mL) e 30 uL das
solugdes das amostras na concentragdo de 100 pg/mL. Como controle positivo utilizou-Se 0
acido gélico e, para o controle negativo, foram utilizados 270 uL. de DPPH e 30 pL de DMSO.
A placa foi incubada por 30 min em temperatura ambiente no escuro e realizou-se a leitura da
absorbancia em 492 nm. As anélises foram realizadas em triplicata e os resultados foram
expressos em porcentagem de captura do radical DPPH. A percentagem de inibicéo foi obtida
a través da Equacdo 2:

x o abs amostra
Equacéo 2: % de inibigdo = x100

abs controle

3.4.2 Bioensaio de Concentragdo Minima de Inibi¢do (MIC) para micro-organismos

Para a execucdo do MIC, no qual os microorganismos estocados em tubos de ensaio
foram transferidos com alca de platina para tubos de ensaios contendo 3,0 mL de caldo Agar
Sabouraud. Em seguida, os tubos foram incubados em estufa a 37 °C por 36 h. Com o auxilio
de uma micropipeta, 500 pL deste pré-indculo foram transferidos para tubos de ensaio contendo
agua destilada estéril. Os tubos foram homogeneizados e a concentracdo ajustada a 600 nm até
atingir uma transmitancia entre 74-76% (corrrespondente a escala 0,5 de McFarland de turbidez
padrdo, ou seja, 108 células/mL), obtendo-se assim, os indculos utilizados no bioensaio.

As amostras dos 6leos essenciais de S guianensis Aublet foram pesadas e solubilizadas
em dimetilsulféxido (DMSO) (12,5 mg/mL). Uma aliquota de 40 pL desta solucdo foi
adicionada a 960 pL do caldo de Agar Sabouraud para o preparo da solucéo de trabalho.

Os bioensaios foram realizados em placas de 96 micropogos (Figura 15), contendo 100
pL de meio de cultura por poco (exceto no primeiro; ver adiante), em duplicata. No primeiro
poco foram adicionados 200 pL da solucdo de trabalho e, em seguida, foi realizada a dilui¢éo
desta solucdo para 0s pocos seguintes, transferindo-se 100 pL da solugdo do pogo 1 para 0 pogo
2. A solugéo resultante foi homogeneizada e 100 uL desta foi transferida para o poco 3 e assim

sucessivamente. No ultimo pogo, apds homogeneizacao, 100 L foram retirados e desprezados,
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de modo que todos os pocos tivessem o mesmo volume. Em seguida, foram adicionados 100
pL do indculo padronizado em cada poco.

Figura 15 - Modelo e distribuicdo das amostras e controles nas placas

utilizadas para o teste de sensibilidade antibacteriana
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Fonte: Autor.

Quatro controles foram feitos, um de crescimento do micro-organismo (para verificar a
viabilidade celular); o branco, em que ndo se adicionou o indculo bacteriano (para se eliminar
o efeito da coloracdo da solucdo da substancia teste), o controle positivo (substituindo a
solucdo-trabalho por um antibiético padrdo) e o controle de esterilidade do meio de cultura,
contendo 100 pL de meio de cultura e 100 pL de agua destilada estéril. As microplacas foram
incubadas em estufa a 37 °C e ap6s 24 h foi realizada a leitura em leitor tipo Elisa (490 nm).

O antibidtico utilizado para o controle de qualidade do ensaio foi a ampicilina e as

solugdes de trabalho contendo estes padrbes foram preparadas conforme descrito anteriormente.
3.4.3 Bioensaio de inibicao da acetilcolinesterase in vitro (ELLMAN)

Adicionou-se 25 pL da solucdo de trabalho (amostra em DMSO 10 mg/mL) aos pocos
da placa de Elisa (Figura 16) do teste e dos controles negativo e positivo. Nos cinco primeiros
pocos da coluna do controle positivo, adicionou-se 25 pL da solugéo de Galantamina (10mg/mL
em tampao Tris/HCI pH 8,0), nos pogos do controle positivo adicionou-se 25 uL de DMSO,
solvente que foi usado para a dilui¢do da amostra. A cada pogo, 25 pL de solucdo de lodeto de
Acetilcolina (Acetylthiocholine iodide, ATCI), 125 pL da solugdo de DTNB (5°,5-dithio-bis-
(2-nitrobenzoate) e 50uL de Tris/HCI (50mM) com albumina sérica bovina foram adicionados.
A absorbancia foi medida a 405 nm a cada 1 min por 8 vezes (8 min no total). Adicionou-se 25
pL da solugdo de AChE (0,222 U/mL) em Tris/HCI ao poco. Mediu-se a absorbéncia a 405 nm
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por 10 vezes (10 min no total) em leitora de microplacas (ELLMAN, 1961).

Figura 16 - Modelo e distribuigdo das amostras e controles nas placas
utilizadas para o Teste de atividade anticolinesterasica
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Fonte: Autor.
3.4.4 Determinacéo da toxidade em Artemia Salina
3.4.4.1 Metodologia empregada

A toxicidade frente a A. salina foi testada utilizando a metodologia segundo Mayer et
al. (1982) e McLaughlin et al. (1993).

Os nauplios A. salina foram incubados em uma solucdo salina artificial 0,04 g/L. O pH
foi ajustado entre 8 e 9 com uma solucéo de carbonato de sédio (Na,COs a 10%). A incubadora
foi iluminada artificialmente com uma lampada fluorescente em aeracdo. Em um dos lados da
incubadora foram adicionados 100 mg de ovos de Artemia salina. Parte do sistema foi protegido
da luz para que os organismos ao nascessem e permanecessem isolados em um dos lados do
aquario devido a diferenca de iluminagdo. Os nauplios foram atraidos pela iluminacéo depois
da eclosdo dos ovos. Durante a incubacdo, a temperatura foi mantida em torno de 25°C e a
eclosdo dos ovos foram monitoradas a cada 12 horas sendo verificada no periodo de 48 horas.

A solucéo trabalho contendo 25 mL utilizada foi preparada diluindo 100mg de uma
amostra do 6leo essencial de S. guianensis extraida no periodo seco em erlenmeyer obtendo
1000 pg.mL da amostra, solubilizada em Tween 80 a 1% e completados com agua salina.

A partir da primeira solucéo, pipetou-se volumes de 11 mL a tubos contendo 1 mL de
uma solucéo de Tween 80 a 1% em solucdo salina e completados com 10 mL de solugéo salina,
para obter a concentragio de 500 pL.mL. As demais solugBes de concentragéo inferior (250 e
125 pg/mL) foram obtidas conforme ja descrito, e utilizando a equacdo 3 respectivamente:

Equacdo 3: CixV1 =C2xV2
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Em meio contendo diferentes concentragdes de uma amostra do periodo seco do 6leo
essencial de S guianensis, apds o periodo de incubagdo de 24 horas, 10 organismos (nduplios
de A. salina), foram selecionados e transferidos para os tubos de ensaios. Os testes foram feitos
em triplicata para cada concentragdo. Utilizou-se uma solugéo salina sem extrato como controle
positivo também em triplicata os quais foram submetidos ao mesmo procedimento experimental
que os grupos tratados com as amostras em estudo para efeitos comparativos da influéncia do
veiculo utilizado sobre a resposta das larvas de A. salina. Apds o periodo de 24 horas de
incubacéo foi contado o nimero de larvas mortas e vivas em cada tubo de ensaio, através da
visualizagdo macroscodpica e os valores registrados em formulario.

Decorrido o tempo de 24 horas, realizou-se a contagem do nimero de nauplios vivos e

mortos/imobilizados. A mortalidade foi calculada utilizando a Equacéo 4:
Equacéo 4:

M(%) = Ndmero de organismos mortos x 100
Numero total de organismos no tubo

Os valores da mortalidade foram corrigidos, utilizou-se a Equacao 5 de Abbott (LUCENA,
2012):
Equacéo 5:

MC = (Mortalidade nos frascos [%] — Mortalidade no frasco controle [%] %100
(100% — Mortalidade no frasco controle [%])

MC= Mortalidade corrigida.

Para a obtencdo da CLso no teste de avaliacdo de toxicidade utilizou-se uma curva de
calibracdo. Considerou-se ap0s os calculos, baixa toxicidade quando a CLso for superior a 500
ug.mL; moderada para CLso entre 100 a 500 ug.mL™* e muito téxico quando a CLso foi inferior
a 100 ug.mL?* (AMARANTE, 2010).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento dos Oleos Essenciais

As amostras, em triplicata, obtidas através do procedimento de hidrodestilacdo ao qual
as folhas frescas de Siparuna guianensis Aublet foram submetidas estdo codificadas conforme
mostra a tabela 2.

Tabela 2 — Codificacdo das amostras do 6leo essencial de Siparuna guianensis Aublet

Periodo Chuvoso Periodo Seco
Junho Julho Agosto Novembro Dezembro Janeiro
R061 RO71 R081 R111 R121 RO11
R062 R0O72 R082 R112 R122 R0O12
R063 R0O73 R083 R113 R123 R0O13

Os teores dos componentes volateis da Siparuna guianensis Aublet obtidos durante os
periodos mais intensos da estacdo chuvosa (junho, julho e agosto) e estacdo seca (novembro,
dezembro e janeiro) estdo representados na Tabela 3. Pode-se destacar que 0 més de maior
rendimento foi em novembro de 2015 divergindo dos valores alcangados por Valentini et al
(2010b) devido a diferenca de estagdo entre as regides onde as pesquisas foram realizadas.

Tabela 3 - Rendimento dos componentes volateis da Siparuna guianensis Aublet nos periodos
de junho de 2015 a janeiro de 2016

Mas/Ano Mﬁiﬁiggd\;e(g?tal Massa do 6leo Rendimento (%)/+
g Obtido (g) Desvio Padréo

jun/15 900 1,002 0,113+0,01
jul/1s 900 0,8131 0,09+0,03

ago/15 900 1,535 0,17+0,04

nov/15 900 3,8538 0,428+0,04
dez/15 900 2,3158 0,257+0,09
jan/16 900 2,9291 0,3250,11

Roraima apresenta duas estacdes distintas e bem definidas: Veréo e Inverno e segundo
a classificagdo de Koppen,, na area Centro/Leste de Roraima (Local onde esta inserido o
municipio do Canta-RR) encontramos um clima Tropical chuvoso (AW), apresentando déficits
hidricos em torno de 3 a 5 meses com reduzida pluviosidade. Nesta por¢éo do Estado predomina
a vegetacdo de Savanas (NETA; SILVA, 2002). Neste cenério, as extracOes realizadas na
estacdo chuvosa coincidiram com o periodo reprodutivo da planta oferecendo o menor valor de
rendimento (0,09+0,03%) em contraste com a estacdo seca que forneceu o maior rendimento

(0,428+0,04) sendo este o periodo fenologico vegetativo da planta. Levando em consideragdo
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que os meses de novembro, dezembro e janeiro foram o0s mais intensos em relacdo a seca na
regido, este fator contribui também com o estresse hidrico sofrido pela espécie, o que pode estar
relacionado com os autos indices de rendimento de Gleos essenciais ja sugeridos por outras
pesquisas (CASTELLANI, 2006; DORAN, 1991; VALENTINIet al., 2010b).

Concernente ao rendimento obtido por Valentini et al (2010b) foi observado que o0s
maiores teores se deram no periodo reprodutivo, momento este que as plantas estdo emitindo
botes florais e frutos. Enquanto que em sua época vegetativa apresentou 0s menores teores em
seus componentes volateis bem como os principais trabalhos a respeito do rendimento da

Siparuna guianensis Aublet encontrados na literatura como mostra a Tabela 4.

Tabela 4 - Rendimento dos componentes volateis dos principais trabalhos realizados sobre a S.
guianensis Aublet

Rendimento (%)

Trabalhos 3 . i .
Periodo Vegetativo Periodo Reprodutivo
Aguiar et al., (2014) 0,9 1,75
Barros (2015) 0,09 0,48
Castellnni (2006) 0,13 0,24
Diniz (2014) 2,07 4,5
Montanari (2010) 4,75 6,8
Valentini (2010) 0,1 0,61

Observando os rendimentos obtidos nos trabalhos citados na Tabela 4 com dleos
essenciais da S. guianensis Aublet pdde-se constatar divergéncias concernentes aos teores dos
6leos essenciais ocorrendo tanto sua diminuicdo no periodo vegetativo da planta quanto seu
aumento no periodo reprodutivo acompanhado de periodos de alta e baixa pluviosidade
respectivamente. Pode-se sugerir que os periodos fenoldgicos da planta e interacGes da planta
com o meio ambiente, podem estar diretamente ligados ao aumento ou diminuic¢éo no teor dos
componentes volateis (CASTELLANI, 2006; VALENTINI et al., 2010b).

Valentini et al (2010b) ainda sugeriu uma relacdo entre o periodo seco e producao de
botdes florais pela espécie S. guianensis como fator principal do aumento no rendimento dos
6leos esséncias, porém, no presente estudo a relagdo encontrada foi o estresse hidrico causado
pelo periodo seco na regido e o periodo vegetativo da planta, uma vez que novembro de 2015
apresentou o0 maior teor de Oleo extraido e naquela época a planta ndo apresentava botdes

florais, flores e frutos.
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4.2 Composicao quimica

A variacdo da composicdo quimica dos 6leos essenciais da S. guianensis Aublet durante
0s meses de julho e agosto, periodos mais intensos da estacdo chuvosa roraimense e
coincidentes com época reprodutiva da espécie na regido encontram-se sumarizados na Tabela
5. A S.guianensis Aublet apresentou uma composicdo quimica 16,18% correspondente a
monoterpenos, 32,36% de sesquiterpenos e as maiores fracdes dos componentes volateis foram

0s sesquiterpenos oxigenados com 40,45% dos constituintes das amostras.

Tabelas 5 — Constituintes quimicos identificados nos componentes volateis da S. guianensis
Aublet (Periodo chuvoso)

L RT Kovats RO71 RO72 R0O73 R081 R082 R083
N°  Constituintes

min IK % % % % % %
1 a-pineno 3,96 967 15 i i 2,6 18 2,3
2 B-pineno 4,92 992 0,5 0,2 0,2 0,4 0,3 0,3
3 mirceno 5,35 1004 1 0,5 0,4 0,6 0,5 0,6
4 limoneno 6,35 1030 0,4 0,2 0,2 0,5 03 0,3
5 B-elemeno 19,99 1389 3.9 6,6 55 6,3 6,7 6,7
6 B-cariofileno 20,88 1413 0,4 0,6 0,5 0,8 08 0,8
7 humuleno 22,19 1447 0,5 06 0.5 0,7 0,6 0,6
8 aromadendreno 23,29 1476 15 1,6 15 6,5 4,9 6
9 y-muuroleno 23,69 1487 0,9 1 0.8 11 1 1
10 germacreno D 23,90 1492 11 10,8 10,3 11,9 10,7 11,8
11 g-muuroleno 24,18 1500 2,5 2,2 2,1 4 3,2 2,9
12 shyobunona 24,76 1515 22,5 20,1 20,3 17,5 16,3 16,3
13 B-guaieno 25,04 1522 11 1 0,7 2 15 18
14 epi-shyobunona 26,12 1551 3 31 3.2 3 3,2 33
15  ¢xido de cariofileno 27,16 1578 0,7 0,8 0,8 0,7 0,9 0,8
16 espatulenol 27,40 1584 15 1,6 2,7 19 2,9 2,4
17 iso-shyobunona 27,98 1600 24,7 23,4 25,8 17,8 19,2 17,8
18 Vviridiflorol 28,76 1620 2,2 13 24 16 2,2 15
19 epi-shyobunol 29,08 1629 2,5 2,6 2,2 2,7 2 2,2
20 T-cadinol 29,86 1649 0,9 13 11 0,5 13 1,2
21 T-muurolol 30,15 1657 18 239 25 2 2,9 2,7
22 farnesol 32,62 1722 13 13 0,9 12 08 11
23 outros 10,3 11,6 11,3 10,1 12,2 11,5
ldentificados 89,7 88,4 88,7 89,9 87,8 88,5
Total 100 100 100 100 100 100

*RT = Tempo de Retencdo (minutos), **IK = Indice de Kovats, ***% = concentracio em porcentagem

A partir deste pode-se destacar a presenca de dois componentes majoritarios até entéo

ndo identificados nos principais trabalhos e pesquisas encontrados na literatura, com um
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percentual de 40% do teor das amostras analisadas: a iso-shyobunona (21,5%) e shyobunona
(19%). Também foi possivel observar alta concentracdo dos compostos germacreno-D (11%),

B—elemeno (5,95%), adromadendreno (3,7%) e epi-shyobunona (3,1%) onde suas respectivas

estruturas estéo representadas na figura 17.

Figura 17 — Estruturas Quimicas dos componentes majoritarios dos 6leos essenciais de S
guianensis Aublet (Periodo Chuvoso)

Legenda: 1- Iso-shyobunona; 2- Shyobunona; 3- Germacreno-D; 4- 3-Elemeno; 5- Aromadendreno; 6 — Epi-
Shyobunona.

Em estudos realizados na China com os 0Oleos essenciais de Acorus calamus, 0s
compostos shyobunona e iso-shyobunona foram identificados e apresentaram 6tima atividade
inseticida, sendo altamente toxica contra algumas espécies de pragas de grdos e cereais, sendo
foi relatado que os constituintes shyobunona e iso-shyobunona foram identificados nos 6leos
essenciais de uma mistura de ervas hepatoprotetoras, contendo Acorus calamus, revelarando
potencial antioxidante (LUBSANDORZHIEVA; BOLDANOVA; DASHINAMZHILAYV,
2013). Os oleos essenciais das folhas frescas de Daucus carota (cenoura), coletadas em Akar
regido norte do Libano, apresentou cetonas monociclicas shyobunonas como constituintes
majoritarios (SAAD; EL-SHARKAWY; HALIM, 1995).
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A composicdo quimica dos 6leos essenciais da S. guianensis Aublet durante os meses
de novembro, dezembro e janeiro, periodos mais intensos da estacdo seca roraimense e
coincidentes com época vegetativa da espécie na regido, encontram-se sumarizados na Tabela
6. As amostras dos 6leos essenciais de S.guianensis Aublet apresentaram uma pequena variagao
dos constituintes quimicos em relagdo periodo chuvoso, porém o componente majoritario do
6leo essencial de S. guianensis Aublet também foi a iso-shyobunona sugerindo desta forma
uma nova fonte deste composto caracterizado nesta espécie encontrada no municipio do Canta-
RR, pertencente a regido Amazonica.

A porcentagem dos terpenos identificados foi: 14,8% correspondente a monoterpenos,
29,6% de sesquiterpenos e as maiores fracBes dos componentes volateis foram o0s

sesquiterpenos oxigenados com 37% dos constituintes das amostras.

Tabelas 6 — Constituintes quimicos identificados nos componentes volateis da S. guianensis
Aublet (Periodo seco)

- RT Kovats R111 R112 R113 R121 R122 R123 R011 RO012 RO013
N© Constituintes

min IK % % % % % % % % %
1 o-pineno 3,96 972 05 06 0,6 01 05 08 04 04 1
2 B-pineno 4,92 996 0 0,1 0,1 0 01 01 01 0 0,1
3 Mirceno 5,35 1007 0 0,2 0,3 01 06 04 02 0 0
4 Limoneno 6,35 1033 0,2 0,2 0,2 0,2 0,7 0,7 0,2 0,1 0,1
5 B-elemeno 22,19 1389 4 3,1 3,8 72 87 91 35 31 3
6 B-cariofileno 2329 1412 0,4 0,4 0,4 1,3 1,7 1,4 0,3 1,1 14
7 Humuleno 2369 1447 04 0,3 0,4 07 08 07 03 05 05
8 germacreno D 2390 1476 03 11 0,8 62 75 49 04 43 108
9 y-muuroleno 24,18 1486 06 06 0,6 04 06 05 06 03 04
10 Shyobunona 24,76 1491 6,2 55 6,8 52 59 42 57 4 6
11 o-muuroleno 25,04 1499 14 17 15 31 31 26 1 09 13
12 epi-shyobunona 26,12 1513 151 12,7 169 06 1 09 113 33 38
13 B-guaieno 27,16 1532 14 08 0,6 26 24 26 06 07 17
14 Selinadieno 27,40 1550 28 28 3,2 04 06 07 34 23 37
15 oxido de cariofileno 27,98 1574 06 07 0,4 11 12 14 03 11 09
16 Espatulenol 28,76 1589 4 3,8 3,1 14 123 123 23 20,8 131
17 Iso-shyobunona 2908 1599 229 245 281 41 47 47 361 86 117
18 Viridiflorol 20,86 1620 18 16 1,9 26 05 05 36 06 09
19 epi-shyobunol 30,15 1628 43 38 4,3 15 16 15 39 14 17
20 T-cadinol 29,86 1649 16 13 1,7 03 05 03 15 06 04
21 T-muurolol 30,15 1665 11,8 88 9,1 17 142 168 7,2 11,1 97
22 Farnesol 32,62 1722 1,3 05 0,6 1 08 07 06 12 08
23 Outros 12 17 106 259 22 271 112 275 219
Identificados 936 92,1 96 956 92 92 949 0939 949
Total 100 100 100 100 100 100 100 100 100

*RT = Tempo de Retencdo (minutos), **IK = Indice de Kovats, ***% = concentracdo em porcentagem
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Os componentes majoritarios das amostras extraidas no periodo seco no municipio do
Canta-RR identificados foram: a iso-shyobunona (16,2%) e o T-muurolol (11,7%). Também
foi possivel observar alta concentragdo dos compostos espatulenol (9,5%), epi-shyobunona
(7,2%), shyobunona (5,5%) e B-elemeno (5,0%) e suas estruturas estdo representadas na figura
18.

Figura 18 — Estruturas Quimicas dos componentes majoritarios dos 6leos essenciais de S
guianensis Aublet (Periodo Seco)

4 5 6

Legenda: 1- Iso-shyobunona; 2-T-muurolol; 3- Espatulenol; 4- Epi - shyobunona; 5- Shyobunona; 6 — 3 -
elemeno.

Os constituintes quimicos caracterizados nas amostras extraidas dos 6leos essenciais de
S guianensis Aublet durante o periodo seco e chuvoso obtiveram praticamente 0S mesmos
resultados variando apenas nas quantidades em cada amostra e em relacdo aos componentes
majoritarios ressaltando a predominancia do composto iso-shyobunona com as maiores
porcentagens dos teores da composicao volatil sugerindo assim uma fonte alternativa ndo so
desta substdncia mas como o0s demais derivados da shyobunona os quais encontra-se
comprovados com seus respectivos espectros de massas de cada amostra caracterizada no
Anexo A. No periodo chuvoso houve a presenca do aromadendreno como um dos constituintes
majoritarios e auséncia da substancia selinadieno que ocorreu apenas no periodo seco e este nao

foi identificado na estacdo chuvosa. Em relacdo aos componentes volateis majoritarios da
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Siparuna guianensis Aublet encontrados na literatura estéo apresentados na Tabela 7 ocorreram
em todas as amostras a presenca de substancias também identificadas nos trabalhos citados
como espatulenol e germacreno-D, ambos com altas concentra¢des percentuais da composi¢do

quimica dos componentes volateis de S.guianensis Aublet.

Tabela 7 - Constituintes majoritarios dos principais trabalhos encontrados na literatura

Componentes Andrade Barros Diniz  Montanari Valentini
Majoritarios (2013) (2015) (2014) (2010) (2010)
Acido Decanoico 3,93%
Biciclogermacreno 16,71%
a-bisabolol 76,20% 47,31%
B-mirceno 13,14%
Elemol 1,14%
Espatulenol 22% 7,50%
Germacreno-D 8,68%
Ledol 2,54% 6,40%
p-cimen-8-ol
Siparunona 57% 41,64%
a-terpinoleno 23,50% 27,64%
2-undecanona 8,90%

E importante relatar que a variacdo da composicdo quimica em todos os trabalhos
revisados é um fato constatado bem como a presenca de alguns deles como o alfa-bisabolol nos
trabalhos de Diniz (2014) e Montanari (2010), comprovando também que pode-se encontrar

substancias iguais em 0Oleos essenciais da mesma espécie em diferentes regides geograficas.
4.3 Teste de atividade Antimicrobiana
4.3.1 Inibi¢des médias

Ensaios bioldgicos segundo a ANVISA (1988), “sdo procedimentos destinados a avaliar o
potencial de principios ativos contidos nas matérias-primas e prepara¢@es farmacopéias, atraves do
uso de reagentes bioldgicos tais como: Micro-organismos, Animais, Fluidos e 6rgaos isolados de
animais”.

As amostras dos 0leos esséncias da Siparuna guianensis Aublet coletadas durante os
meses mais intensos da estagdo chuvosa e seca da regido do municipio do Canta-RR, foram
avaliadas in vitro quanto ao seu potencial de inibi¢do frente aos seguintes micro-organismos:
Listeria monocytogenes (ATCC 15313); Staphylococcus aureus (ATCC 29212); Pseudomas
aeroginosa (ATCC 27853) e Citrobacter freundii (ATCC 8090). Os dois primeiros micro-

organismos sdo bactérias Gram-positivas e as duas segundas bactérias Gram-negativas
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respectivamente e suas porcentagens das inibi¢cdes médias das amostras sobre os micro-

organismos utilizados encontram-se na Tabela 8.

Tabela 8 — Bioensaio de MIC para a avaliacdo da inibicdo do crescimento de bactérias

Inibigdo média (%)/DP na concentragdo de 250 pg.mL?

Amostras Gram-positivas Gram-negativas

Periodo chuvoso Listeria Staphylococcus ~ Pseudomas  Citrobacter

monocytogenes aureus aeroginosa freundii
R0O61 51,4+0,28 59,23+22,27 56,71+0,73 80,93+3,70
R062 24,6+9,25 60,79+1,07 45,72+0,15 76,02+0,09
R063 42,3+5,64 60,41+2,26 52,67+6,8 79,23£1,29
RO71 18,67+0,57 50,81+5,36 0,480,003  63,77+1,11
RO72 32,27+9,98 65,04+4,28 43,14+0,31 69,47£3,61
RO73 16,72+1,59 44,99+9,76 28,45+0,15 64,49+3,05
R0O81 11,9145,2 69,84+2,26 45,05+0,15 57,3615,18
R0O82 29,82+2,74 24,23+2,38 14,55+0,47 52,77+8,33
R083 44,752 ,45 36,40+9,76 43,03+0,47 71,57£1,17

Ampicilina 96,8+0,3 95,242 90,1+0,5 87,2+0,8

Inibicdo média (%)/DP na concentragéo de 250 pg.mL*

Amostras Gram-positivas Gram-negativas
Periodo seco Listeria Staphylococcus ~ Pseudomas  Citrobacter
monocytogenes aureus aeroginosa freundii
R111 55,4+2,3 35,3+0,0 12,35+11, 66,9+3,4
R112 52,1+2,6 38,245,5 18,244,2 47,5+2 5
R113 55,3+1,3 34,1+4,7 13,542,3 40,1+0,5
R121 64,9+1,3 53,5+0,7 62,5£3,7 45,4+1,6
R122 72,6+2,8 62,0+7,4 32,3+19,4 41,4+3,9
R123 75,4423 50,5+2,0 32,6+7,9 36,0745,2
RO11 63,2+3,4 43,2419 37,3+8,8 32,4+0,7
R012 79,1+2,9 39,3+3,8 451+2,7 48,09+5,7
RO13 75,6+1,0 39,3+2,8 26,7+21,1 50,6+3,6
Ampicilina 95,3+0,5 99,1+0,2 100+1 96,5+0,5

Montanari (2010) avaliou a atividade antibacteriana da S. guianensis Aublet frente as

bactérias Staphylococcus aureus, Bacilus cerus e Escherichia Coli. O autor observou que o 6leo

essencial inibiu o crescimento das bactérias testadas em concentragdes relativamente baixas (8-

63ug.mL™). Do mesmo modo Andrade (2013) verificou também uma atividade inibitoria

relativamente baixa (125-500 ug.mL™1).

Em relacdo ao presente estudo obtiveram-se resultados acima dos apresentados por

Montanari (2010) e Andrade (2013) uma vez gque antes destes ndo havia praticamente pesquisas

a respeito do potencial antimicrobiano da Siparuna guianensis Aublet. Os valores de inibigéo

média considerada satisfatoria segundo Ferreira (2014) é de 50% e a inibicdo média dos 6leos
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essenciais da Siparuna guianensis frente as bactérias Staphylococcus aureus (50,81% -
69,84%) esta sendo Gram-positiva, e Citrobacter freundii (52,77%"- 80,93%) Gram-negativa,
mostram que as amostras do periodo chuvoso dos 0Oleos essenciais da Siparuna guianensis
testados frente as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas apresentaram potencial biologico
com 6timos percentuais comparados aos padrdes. No periodo seco, as amostras testadas
apresentaram inibigdes médias acima de 50% para a bactéria Listeria monocitogenes de 52,1%
a79,1% e para a bactéria Citrobacter freundii de 50,6 a 66,9%, com potencial inibitério mimino
para bactérias Gram positivas e negativas.

Vale a pena ressaltar que a maior susceptibilidade das bactérias Gram-positivas frente
aos Gleos essenciais do que as bactérias Gram-negativas tém sido observadas em varios estudos
como os desenvolvidos por Tepe et al., (2005) que avaliou o potencial biolégico do dleo
essencial da Salvia tomentosa, observou a auséncia de atividade desse Oleo para micro-
organismos Gram-negativos: EC, PM e Pseudomas aeroginosa. Guimarées (2010) avaliando
cinco amostras de 0leos essenciais observou que as bactérias Gram-positivas foram as mais
sensiveis. Lima et al., (2012) analisando duas amostras de 6leos observou 0 mesmo efeito para
bactérias Gram-positivas assim como Andrade et al. (2013) que teve que utilizar doses mais

elevadas para atingir alguma atividade frente a bactérias Gram-positivas.
4.3.2 Concentracdo Inibitéria Minima

A identificacdo quimica dos constituintes volateis presentes no 6leo essencial foi
realizada pelo método de cromatografia gasosa acoplada a detector seletivo de massas (CG-
EM), onde os principais constituintes do éleo essencial de Siparuna guianensis Aublet foram
iso-shyobunona (21,5%) e shyobunona (19%) e germacreno-D (11%) para o periodo chuvoso
e iso-shyobunona (16,2%), T-muurolol (11,7%) e espatulenol (9,5%) para o periodo seco.
Segundo os estudos de Scherer e colaboradores (2009) a composicao e a concentracdo dos
componentes dos 6leos essenciais podem variar, visto que essas diferencas quimicas existentes
podem refletir diretamente nas propriedades funcionais, como a atividade antimicrobiana.
Alguns compostos identificados no 6leo essencial de Siparuna guianensis Aublet apresentam
atividade antimicrobiana, como o limoneno (MAZZANTI; BATTINELLI; SALVATORE,
1998) e germacreno-D (NGASSAPA et al, 2003), ambos compostos encontrados

majoritariamente presentes no oleo essencial do periodo seco e chuvoso.



1
2

4

Microorganismos

Concentracdo Inibitdria Minima (ug.mL™*) periodo seco

testados R111 R112 R113 R121 R122 R123 RO11 R012 R013
Bactérias Gram-
positivas
S. aureus - - 145,74 149,42 259,66 - - - -
L. monocytogenes 141,33 142,41 129,16 101,57 114,13 101,66 100,15 130,84 125,39
Bactérias Gram-
negativas
C. freundii 6,62 - - - - - - - -
Concentracéo Inibitéria Minima (ug.mL™) periodo chuvoso
R061 R062 R063 RO71 RO72 RO73 R081 R082 R083
Bactérias Gram-
positivas
S. aureus 112,25 160,17 127,20 249,67 105,33 173,09 - -
L. monocytogenes 261,23 - - - - - - - -
Bactérias Gram-
negativas
C. freundii 32,45 35,01 13,91 43,16 38,66 50,54 74,82 191,04 29,95
P. aeroginosa 214,01 - 245,18 - - - - - -

Legenda: - ndo foi possivel calcular o ICso.
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Tabela 9 — Concentragdo Inibitéria Minima (ICso) do 6leo essencial de Siparuna guianensis Aublet sobre bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas.
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O nivel de resisténcia ou susceptibilidade das bactérias estudadas para as amostras do
6leo essencial de Siparuna guianensis Aublet foi determinada pela presenca ou auséncia de
crescimento, onde as amostras do 6leo essencial estudado que apresentou inibicdo maior que
50% sendo possivel calcular a concentragdo inibitoria minima (pg.mL™). Os resultados obtidos
nessa pesquisa revelam que o 6leo essencial Siparuna guianensis Aublet demonstra atividade
antimicrobiana em variadas magnitudes, visto que as vezes apresenta atividade o 6leo essencial
do periodo seco, ora as vezes apresenta atividade o essencial no periodo chuvoso. Na Tabela 8
estdo apresentados os valores de MIC das amostras e dos antibioticos.

Os valores de ICso para as espécies bacterianas estudadas sdo apresentados na Tabela 9,
onde podemos observar que as bactérias L. monocytogenes e C. freundii apresentaram maior
susceptibilidade frente a acdo do 6leo essencial de Siparuna guianensis Aublet, sendo que todas
as amostras atividade antibacteriana. Para o periodo seco obteve-se melhor atividade sobre a
bactéria gram-positiva L. monocytogenes, e no periodo chuvoso apresentou melhor atividade
sobre a bactéria gram-negativa C. freundii. As bactérias gram-positivas apresentam maior
sensibilidade frente a acdo de substancias com atividade antimicrobiana, essa sensibilidade
pode estar relacionada a estrutura e composicdo da parede celular das bactérias (SILVA et al,
2009). Para as bactérias S. aureus (periodo seco) e C. freundii (periodo seco) teve menor
susceptibilidade ao 6éleo essencial de Siparuna guianensis Aublet, ndo sendo possivel calcular
o0 valor de ICxyo.

Andrade (2013) testou a atividade do 0Oleo essencial de Siparuna guianensis Aublet
sobre algumas bactérias, entre elas a S. aureus, apresentando concentracao inibitéria minima
125 ug.mL?, enquanto que para esta pesquisa foi encontrado concentragdes inibitérias minimas
entre 145,74 - 259,66 pg.mL?! para o periodo seco e 105,33 - 249,67 pg.mL?, sendo
evidenciado nesta pesquisa maiores as concentracfes de 6leo essencial necessario para efeito
inibitério. Andrade (2013) também testou a atividade do 6leo essencial de Siparuna guianensis
Aublet sobre a bactéria L. monocytogenes, apresentando concentracdo inibitéria minima de 250
ug.mL™, enquanto que para esta pesquisa foi encontrado concentragdes inibitorias minimas de
261,23 pug.mL* para o periodo chuvoso, sendo maior a concentragdo de 6leo essencial nesta

pesquisa necessario para efeito inibitorio.

4.4 Teste de Atividade Aceticolinesterasica

A inibicdo in-vitro da enzima acetilcolinesterase das amostras dos 6leos essenciais da
Siparuna guianensis Aublet extraidos estdo representados na tabela 10. As amostras R061,
R062, R063, RO71, RO73, R081, RO82 foram testadas e obtiveram os melhores resultados frente
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a inibicdo da enzima aceticolinesterase, com percentuais correspondente que vao de 56,4 % a
82,5%. As Unicas amostras que obtiveram valores abaixo dos considerados néo inibit6rios
foram a R072 e R083 com 16,6% e 8,2% respectivamente. O farmaco padréo utilizado, a
Galantamina, apresentou 93,57% + 0,7 % de inibicdo da AChE. Estudos realizados por Ping e
colaboradores (2015) relatando atividade biolégica dos 6leos essenciais de Acorus calamus,
rico em shyobunona e iso-shyobunona, apresentaram 6timos resultados em relacdo a inibi¢éo
da enzima acetilcolinasterase. Desta forma, pode-se sugerir que a presenca de shyobunona e
iso-shyobunona nos 6leos essenciais da Siparuna guianensis podem estar envolvidos na
inibicdo da enzima acetilcolinasterase possuindo um Gtimo potencial bioldgico contra o

Alzheimer.

Tabela 10 — Inibicdo média dos 6leos essenciais extraidos no periodo chuvoso.

Amostras RO61 R062 RO63 RO71 RO72 RO73 R081 R082 R083

Inibicdo Média | 78,9 68,23 82,5 82,5 16,6 56,4 67,2 72,35 8,2

Desvio Padrao 2,1 2,12 3,6 1,6 2,63 1,72 3,2 2,83 3,41

Coeficiente de

- 0,03 0,03 0,04 0,02 0,15 0,03 0,05 0,04 0,41
Variagao

A inibicdo da AChE possui um papel importante nas pesquisas feitas até a presente data,
pois demonstraram a maior eficiéncia no tratamento clinico na doenca de Alzheimer, que esta
associada com “déficits” dos diversos neurotransmissores cerebrais, como a acetilcolina, a
noradrenalina e a serotonina. O tratamento sintomatico da doenca envolve primariamente a
restauracdo da funcdo colinérgica. Sugere-se, portanto, que uma elevacdo no nivel da
acetilcolina poderia ser Gtil para melhorar a qualidade de vida do paciente possuidor da doenca.
(SOUZA, 2012).

4.5 Teste Antioxidante (DPPH)

O método utilizado é considerado, do ponto de vista metodoldgico, um dos mais faceis,
precisos e reprodutivos na avaliacdo da atividade antioxidante de sucos de frutas, extratos
vegetais e substancias puras, tais como flavonoides e terpenoides (ALVES et al., 2010). Na
tabela 11 pode-se observar os resultados em relagdo a porcentagem de inibicdo do DPPH das

amostras do periodo chuvoso e seco dos 6leos essenciais de Siparuna guianensis Aublet.
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Tabela 11 — Inibicdo Média dos dleos essenciais de S. guianensis Aublet

Amostras DPPH
. Inibicéo (%)
100 pg.mL?t - - ~
( ug-mL") Média Desvio Padréo
Periodo chuvoso 3,1 2,1
Periodo seco 0,96 0,76

Como pode-se observar os 0leos essenciais de S.guianensis apresentaram um 3,1% e
0,96% de inibicdo do DPPH das amostras no periodo chuvoso e seco respectivamente, em
concentragdo de 100 pg/mL, fato que determinou ndo minimizar as concentragcdes por ser
considerado um valor baixo. Logo, ndo foi possivel calcular o EC50, que é a quantidade de
antioxidantes presentes nos 0leos essenciais capaz de sequestrar 50 % dos radicais livres DPPH
da solugdo. Quanto menor o valor desta medida, menor sera a quantidade das amostras exigidas
para reduzir 50 % do radical livre DPPH e consequentemente maior sua atividade antioxidante
(ANDRADE et al., 2013a).

4.6 Teste de toxicidade frente a Artemia salina

Para averiguar a toxicidade sobre A. salina a metodologia mais adequada e utilizada
neste estudo foi o procedimento segundo Mayer et al. (1982) e McLaughlin et al. (1993). Uma
amostra dos 6leos essenciais de S guianensis Aublet foi testada nas concentragdes de 125, 250,
500,1000 ug.mL? em volume de 10 mL, e utilizou-se o branco chamado de controle. A
contagem dos sobreviventes foi realizada apds 24 horas com auxilio de uma lupa. A Tabela 12

mostra o resultado obtido:

Tabela 12 - Numero de nauplios mortos

1000 pg.mL 500 pg.mL -1 250pg.mL -1 125pg.mL -1 C

V* M* *\/ *M *\/ *M *\/ *M *\/ *M
A* 0 10 0 10 6 4 10 0 10 0
D* 0 10 0 10 7 3 10 0 10 0
T* 0 10 0 10 7 3 10 0 10 0
X* 0 10 0 10 6,7 33 10 0 10 0

*A = amostra; *D = Duplicata; *T = triplicata; *X = media; *V = vivos; *M = mortos

Os resultados mostram que nas concentragdes de 1000 pg.mL™? e 500 pg.mL™? de uma

amostra dos 6leos essenciais coletados e extraidos no verdo todos os nauplios da Artemia salina
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morreram, na concentragdo 250 pg.mL™? quase 7% dos nauplios viveram e na concentragio
minima testada todos os nauplios sobreviveram, os quais sdo comparados com o controle, e

representados em porcentagem de mortalidade conforme a Tabela 13:

Tabela 13 — Dados de atividade frente a Artemia salina para S. guianensis Aublet

Concentrago Atividade para A. salina (%
de Mortalidade)
1000 pg.mL 100%
500 pg.mL ! 100%
250 pg.mL ! 33%
125 ug.mL ! 0%
Controle 0%

Como nédo houve mortalidade nos tubos controle ndo foi necessario aplicar a formula
Abbott, pois os resultados ndo sdo alterados. Calculando a média dos valores obtidos do 6leo
essencial da Siparuna guianensis, foram encontrados os resultados de 100% de mortalidade
para a concentragdo de 1000 ug.mL™, 100% para a concentra¢io de 500 ug.mL™, 33% para a
concentragdo de 250 pug.mL-1, 0% e para a concentragio de 125 pg.mL™, Figura 19.

Figura 19 — Curva de atividade frente a A. salina

Numero de nauplios mortos (%)
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/
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Utilizando a formula da regressdo linear Y = A + BX (Figura 25), podemaos calcular a
DL50 (Y =50), onde 42,76 e 7,23 sé@o os valores de A e B, respectivamente, encontrando X
igual a 392,38 ug.mL™. Pela anélise dos dados, pode-se verificar que o 6leo essencial da
Siparuna guianensis Aublet, ndo apresentou completa letalidade frente & Artemia salina, sendo
considerado moderadamente toxico (DL 50% de 100 a 500 pg.mL™) tendo sido encontrado o
valor de DL50 de 392,38 pg.mL™. Os controles feitos com o solvente DMSO néo apresentou

influéncia sobre os resultados.
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5 CONCLUSOES

A espécie Siparuna guianensis Aublet possui uma vasta indicacdo fito-terapéutica
verificada em varias regides do pais podendo ser comprovada pela grande quantidade de
metabolitos secundarios encontrados nos 6leos essenciais extraidos dos individuos desta planta
o0 qual possuem um grande potencial bioldgico os quais foram observados neste trabalho.

Diante dos resultados obtidos no célculo dos teores dos 6leos essenciais de S. guianensis
Aublet extraidos no periodo chuvoso e seco apresentaram rendimentos divergentes com as
pesquisas encontradas na literatura. Os menores valores ocorreram no periodo reprodutivo da
planta que coincidiram com a estacdo chuvosa na regido, j& os maiores valores se deram no
periodo vegetativo ocorrendo na estagdo seca e sendo ainda atribuido a estes resultados mais
um fator que foi o alto estresse hidrico na regiao.

Em relacdo a composicdo quimica, 0s constituintes quimicos caracterizados nas
amostras extraidas dos Oleos essenciais de S guianensis Aublet durante o periodo seco e
chuvoso obtiveram praticamente os mesmos resultados variando apenas nas quantidades em
cada amostra e em relacdo aos componentes majoritarios ressaltando a predominancia do
composto iso-shyobunona com as maiores porcentagens dos teores da composicdo volatil
sugerindo assim uma fonte alternativa ndo s6 desta substancia mas como os demais derivados
da shyobunona como a iso-shyobunona, epi- shyobunona e o epi-shyobunol. No periodo
chuvoso houve a presenca do aromadendreno como um dos constituintes majoritarios e
auséncia da substancia selinadieno que ocorreu apenas no periodo seco e este nao foi
identificado na estacdo chuvosa. Em relacdo aos componentes volateis majoritarios da Siparuna
guianensis Aublet encontrados na literatura, ocorreram em todas as amostras a presenca de
substancias também identificadas nos trabalhos citados como espatulenol e germacreno-D,
ambos com altas concentracdes percentuais da composi¢do quimica dos componentes volateis
de S.guianensis Aublet.

Quanto a atividade bioldgica dos 6leos essenciais da Siparuna guianensis também
foram alcancados bons resultados. Em relagéo a inibicdo meédia de micro-organismos como a
bactéria Gram-negatica Citrobacter frieundii, para todas as amostras extraidas no periodo
chuvoso e testadas, suas inibi¢des médias corresponderam aos percentuais de 52,77% a 80,93%,
um 6timo potencial antibacteriano se tratando de uma bactéria Gram-negativa que possuem
duas camadas em sua membrana plasmatica sendo a mais externa hidrofilica e a interna

lipofilica. A membrana mais externa uma barreira contra compostos lipofilicos como os 6leos
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essenciais dificultando sua acdo bioldgica. Quando a bactéria Gram-positiva Staphylococcus
aureus as porcentagens médias inibitorias foram de 50,81% a 69, 84% e frente as bactérias
Listeria monocytogenes e Pseudomas aeruginosa os resultados foram relativamente baixos. Os
resultados do periodo seco da atividade antimicrobiana das amostras testadas apresentaram
inibicdes médias acima de 50% para a bactéria Listeria monocitogenes de 52,1% a 79,1% e
para a bactéria Citrobacter freundii de 50,6 a 66,9%, com potencial inibitério minimo para
bactérias Gram positivas e negativas.

Em relacdo as amostras R061, R062, R063, R071, R073, R081, R082 testadas
obtiveram o0s melhores resultados frente & inibicdo da enzima aceticolinesterase, com
percentuais correspondentes que vao de 56,4 % a 82,5%. As Unicas amostras que obtiveram
valores abaixo dos considerados ndo inibitorios foram a R072 e R083 com 16,6% e 8,2%
respectivamente. O farmaco padréo utilizado, a Galantamina, apresentou 93,57% + 0,7 % de
inibicdo da AChE. A atividade bioldgica dos 6leos essenciais de Acorus calamus, rico em
shyobunona e iso-shyobunona, apresentaram étimos resultados em relacao a inibi¢do da enzima
acetilcolinesterase. Devido a presenca desses mesmos compostos e ainda levando em
consideracdo a sua majoritariedade nos teores dos 6leos essenciais de S. guianensis Aublet
caracterizados nesta pesquisa, sugerirem-se que a inibicdo da enzima acetilcolinesterase pode
ser a eles atribuido, possuindo potencial biolégico contra o Alzheimer.
periodo chuvoso e seco, pOde-se observar os Oleos essenciais de S.guianensis Aublet
apresentaram percentuais de 3,1% e 0,96% respectivamente, fato que determinou néo
minimizar as concentrac¢des por ser considerado um valor baixo. Logo, ndo foi possivel calcular
0 EC50, que é a quantidade de antioxidantes presentes nos 6leos essenciais capaz de sequestrar
50 % dos radicais livres DPPH da solucdo. Quanto menor o valor desta medida, menor seré a
guantidade das amostras exigidas para reduzir 50 % do radical livre DPPH e consequentemente
maior sua atividade antioxidante.

Referente ao teste de toxicidade frente a Artemia salina os resultados alcangados pelas
concentracdes utilizadas em meio aos nauplios deste crustaceo ndo apresentou completa
letalidade frente a Artemia salina, sendo considerado moderadamente téxico (DL 50% de 100
a 500 pg.mL™) tendo sido encontrado o valor de DL50 de 392,38 pug.mL . Os controles feitos

com o solvente DMSO néo apresentou influéncia sobre os resultados.
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APENDICE A - Espécies do género Siparuna e sua distribuicio no territorio brasileiro

Nome cientifico Regi&o onde ocorre Referéncia
Siparuna alternifolia Todos os Biomas Brasileiros INDEX, 1895
Siparuna amazonica Todos os Biomas Brasileiros INDEX, 1895
Siparuna aspérula Todos os Biomas Brasileiros NDEX, 1895
Siparuna bifida Todos os Biomas Brasileiros INDEX, 1895
Siparuna brasiliensis Todos os Biomas Brasileiros MATTOS, 1969
Siparuna camporum Todos os Biomas Brasileiros INDEX, 1895
Siparuna chlorantha Todos os Biomas Brasileiros INDEX, 1908
Siparuna cristata Todos os Biomas Brasileiros INDEX, 1895

Siparuna discolor
Siparuna foetida
Siparuna foliosa
Siparuna globra
Siparuna guianensis
Siparuna hylophila
Siparuna krukovii
Siparuna lanceolata
Siparuna lindeni
Siparuna lipidantha
Siparuna micranta
Siparuna minutiflora
Siparuna mollicoma
Siparuna mourae
Siparuna obvata
Siparuna oligandra
Siparuna oligocarpa
Siparuna poeppigii
Siparuna reginae
Siparuna ruficeps
Siparuna paniculata
Siparuna sprucei
Siparuna thea
Siparuna velutina
Siparuna cavalcantei
Siparuna camporium
Siparuna depressa
Siparuna duckeana
Siparuna energinata

Siparuna espinhacensis

Siparuna heteropoda
Siparuna insculpta

Siparuna itacaiunensis

Siparuna manaoensis
Siparuna microphylla
Siparuna monogyna

Todos os Biomas Brasileiros
Todos os Biomas Brasileiros
Todos os Biomas Brasileiros
Todos os Biomas Brasileiros
Todos os Biomas Brasileiros
Todos os Biomas Brasileiros
Todos os Biomas Brasileiros
Todos os Biomas Brasileiros
Todos os Biomas Brasileiros
Todos os Biomas Brasileiros
Todos os Biomas Brasileiros
Todos os Biomas Brasileiros
Todos os Biomas Brasileiros
Todos os Biomas Brasileiros
Todos os Biomas Brasileiros
Todos os Biomas Brasileiros
Todos os Biomas Brasileiros
Todos os Biomas Brasileiros
Todos os Biomas Brasileiros
Todos os Biomas Brasileiros
Todos os Biomas Brasileiros
Todos os Biomas Brasileiros
Todos os Biomas Brasileiros
Todos os Biomas Brasileiros
Amazbnia
Amazbnia
Amazbnia
Amazbnia
Amazbnia
Amazbnia
Amazbnia
Amazbnia
Amazbnia
Amazonia
Amazbnia
Amazbnia

MATTOS, 1969
MATTOS, 1969
MATTOS, 1969
INDEX, 1895
ANGELY, 1969; MATTOS, 1969
INDEX, 1908
GLEASON, 1935
INDEX, 1895
INDEX, 1895
LOIZEAU; SPICHIGER, 1987
INDEX, 1895
INDEX, 1908
(INDEX, 1895
INDEX, 1908
MATTOS, 1969
MATTOS, 1969
MATTOS, 1969
INDEX, 1895
INDEX, 1895
INDEX, 1895
INDEX, 1895
RENNER; HAUSNER, 2005
INDEX, 1895
INDEX, 1947
JANGOUX, 1991
VALENTINI, 2010a
JANGOUX, 1991
JANGOUX, 1991
INDEX, 1966
JANGOUX, 1991
INDEX, 1923
INDEX,1913
JANGOUX, 1991
JANGOUX, 1991
INDEX, 1908
JANGOUX, 1991
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Nome cientifico Regido onde ocorre Referéncia
Siparuna obconica Amazonia JANGOUX, 1991
Siparuna pachiantha Amazbnia SMITH, 1940
Siparuna patasiformis Amazonia JANGOUX, 1991
Siparuna rionegrensis Amazénia JANGOUX, 1991
Siparuna sarmentosa Amazénia INDEX, 1908
Siparuna savanicola Amazonia JANGOUX, 1991
Siparuna servicornis Amazonia INDEX, 1908
Siparuna solimonensis Amazbnia JANGOUX, 1991
Siparuna tubinambarum Amazonia JANGOUX, 1991
Siparuna apiosyce Sudeste FISCHER, 1997
Siparuna arianae Sudeste PEREIRA, 1936
Siparuna chiridota Sudeste INDEX, 1895)
Siparuna chordata Sudeste INDEX, 1926
Siparuna cujabana Sudeste INDEX, 1895
Siparuna echinata Sudeste INDEX, 1895
Siparuna erythrocarpa Sudeste MATTOS, 1969
Siparuna estrellensis Sudeste INDEX, 1895
Siparuna gesnerioides Sudeste INDEX, 1895
Siparuna glossostyla ( Sudeste MATTOS, 1969
Siparuna goudotiana Sudeste INDEX, 1908
Siparuna grandiflora Sudeste RENNER; HAUSNER,2005
Siparuna holtooii Sudeste INDEX, 1895
Siparuna kunthii Sudeste INDEX, 1895
Siparuna lagopus Sudeste INDEX, 1895
Siparuna langsdorfii Sudeste INDEX, 1926
Siparuna laurifolia Sudeste RENNER; HAUSNER,2005
Siparuna lepidota Sudeste INDEX, 1895
Siparuna macrophylla Sudeste INDEX, 1895
Siparuna mollis Sudeste INDEX, 1895
Siparuna mutsii Sudeste INDEX, 1895
Siparuna patiolaris Sudeste INDEX, 1895
Siparuna sessiliflora Sudeste INDEX, 1895
Siparuna steleandra Sudeste INDEX, 1908
Siparuna tenuipes Sudeste MATTOS, 1969
Siparuna ternata Sudeste RENNER; HAUSNER,2005
Siparuna trianaei Sudeste INDEX, 1895
Siparuna bahiensis Bahia INDEX, 1926
Siparuna cymosa Bahia INDEX, 1926
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APENDICE B - Gréficos representativos da concentragio inibitoria minima 6leo essencial

de Siparuna guianensis Aublet no periodo chuvoso sobre a bactéria L. monocytogenes.
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Figura 2 - Gréficos representativos da concentracdo inibitoria minima Oleo essencial de
Siparuna guianensis Aublet no periodo chuvoso sobre a bactéria P. aureginosa.
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Figura 3 - Graficos representativos da concentracdo inibitéria minima Oleo essencial de
Siparuna guianensis Aublet no periodo chuvoso sobre a bactéria P. aureginosa.
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Figura 4 - Gréficos representativos da concentracdo inibitéria minima Oleo essencial de
Siparuna guianensis Aublet no periodo chuvoso sobre a bactéria S. aureus.
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Figura 5 - Graficos representativos da concentracdo inibitéria minima Oleo essencial de
Siparuna guianensis Aublet no periodo chuvoso sobre a bactéria S. aureus.

1 [ = Jinibigao
60 4 —— Logistic Fit of Inibicao
50
o A
S
g
‘o 304
c Equation ¥ = A2+ (AT-AZN(T + (ux0
- )
Adj. R-Squa 0,9431
20 + Value Standard Err
Inibicao Al -3,34311 5081852
Inibicao AZ 1085,3839 | 55510 7704
10 Inibicao ®0 265548,304 4 14881E7
7] Inibicao p 0,40006 1,32753
I ' I ' I ' I ' 1 ' 1 '
L‘I 50 100 150 200 250
Concentr¢ao (ug/mL)
Amostra R062
[ m ]inibicao
601 —— Logistic Fit of Inibicao
50 -
— A0
S
A
‘5 304
E Equation ¥ = A2+ (AT-AN01 + xx0)Yp)
Ad]. R-Squar 097949
20 Value Standard Erro
Inibicao A 4 57408 717778
Inibicao A2 87,6987 3800012
10 4 Inibicao x0 98,3977 114,512895
Inibicao p 07263 0,37638
1 T 1 T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Concentr¢ao (ug/mL)

Amostra R063



71

Figura 6 - Graficos representativos da concentracdo inibitéria minima Oleo essencial de
Siparuna guianensis Aublet no periodo chuvoso sobre a bactéria S. aureus.
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Figura 7 - Gréficos representativos da concentracdo inibitéria minima Oleo essencial de
Siparuna guianensis Aublet no periodo chuvoso sobre a bactéria S. aureus.
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Figura 8 - Gréficos representativos da concentragdo inibitoria minima 6leo essencial de
Siparuna guianensis Aublet no periodo chuvoso sobre a bactéria C. freundii.
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Figura 9 - Gréaficos representativos da concentracdo inibitéria minima Oleo essencial de
Siparuna guianensis Aublet no periodo chuvoso sobre a bactéria C. freundii.
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Figura 10 - Gréaficos representativos da concentracdo inibitdéria minima oOleo essencial de
Siparuna guianensis Aublet no periodo chuvoso sobre a bactéria C. freundii.
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Figura 11 - Gréaficos representativos da concentracdo inibitdéria minima oOleo essencial de
Siparuna guianensis Aublet no periodo chuvoso sobre a bactéria C. freundii.
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Figura 12 - Gréaficos representativos da concentracdo inibitdéria minima oOleo essencial de
Siparuna guianensis Aublet no periodo chuvoso sobre a bactéria C. freundii.
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Figura 13 — Graficos representativos da concentracdo inibitéria minima o6leo essencial de
Siparuna guianensis Aublet no periodo seco sobre a bactéria L. monocitogenes.

Inibigao (%)

Inibicao (%)

60 - o
[ ® Jinibicao
1 Logistic Fit of Inibicao
50 H
40 4
30
Equation y= A2+ (A1-A2)0(1 + D)y p)
Adj. R-5guare 0,99063
20 1 Value Standard Error
Inibicao Al 450914 424169
Inibicao AZ 60,11482 501164
Inibicao x0 4892178 7,1013
10 4 Inibicao P 1,41722 0,37436
1 T 1 T 1 T 1 T 1 T 1 1
[1 50 100 150 200 250
Concentrgao (Hg/mL)
Amostra R111
60 - o
[ ® ]Inibicao
—— Logistic Fit of Inibigao
50 4
40 4
30 4
Equation y= A2 + (A1-AZN(1 + (u=0)p)
20 4 Adj. R-Square 0,99299
Value Standard Error
Inibigao Al 12,17206 1,02279
Inibigao Az 53,08941 1,70807
10 4 Inibigao %0 46 47696 3,48801
Inibigao p 224287 0,32751
1 T 1 T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Concentrgao (ug/mL)

Amostra R112



78

Figura 14 — Graficos representativos da concentracdo inibitéria minima 06leo essencial de
Siparuna guianensis Aublet no periodo seco sobre a bactéria L. monocitogenes.
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Figura 15 — Graficos representativos da concentracdo inibitéria minima o6leo essencial de
Siparuna guianensis Aublet no periodo seco sobre a bactéria L. monocitogenes.
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Figura 16 — Graficos representativos da concentracdo inibitéria minima o6leo essencial de
Siparuna guianensis Aublet no periodo seco sobre a bactéria L. monocitogenes.
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Figura 17 — Graficos representativos da concentracdo inibitéria minima 06leo essencial de
Siparuna guianensis Aublet no periodo seco sobre a bactéria L. monocitogenes.
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Figura 18 - Graficos representativos da concentracdo inibitoria minima 6leo essencial de

Siparuna guiane
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nsis Aublet no periodo seco sobre a bactéria S. aureus.
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Figura 19 - Gréaficos representativos da concentracdo inibitdéria minima oOleo essencial de
Siparuna guianensis Aublet no periodo seco sobre a bactéria S. aureus.
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ANEXO A — Espectros de massas das amostras dos 6leos essenciais de Siparuna

guianensis Aublet

%

100—?
go—f
so—f
7o—f
eo—f
5o—f
4o—f
30%
2o—f

10

01—

81

107

13

150

16.

17

20

\

d e

251

Shyobunona

%

50.0

75.0

100.0

125.0

150.0

I

175.0

200.0

225.0

250.0

100
90
80

70

30
20

10

55 69

93

10

123
12

Ll
ful

140

150

159
| H\‘H

177

ull
i

205
207
89, ||

220
1

241

50.0

Epi-Shyobunona

125.0

150.0

175.0

T
200.0

T

225.0

250.0

83



%
1 55
100 79 97
L\
80 :
1 69 107 ‘
70
4 0
60 l
50
40
1 177
30
] 121 140 153
20
1 205
10 11 165 220
] 19 2 ‘
0 i ‘\\‘ M“ 1\“\ H‘ ‘\‘ H‘ “m \} : }\ L Lyl ‘H\“\ : il ‘ ‘23‘6 —
50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0

Iso-shyobunona

84



