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RESUMO

A tricomoniase é a infeccdo sexualmente transmissivel ndo-viral mais comum no mundo,
estando associada a complicagdes como doenca inflamatdria peélvica, infertilidade, parto
prematuro, predisposicdo ao cancer cervical e de prostata, além de facilitar a transmissdo e
aquisicdo do HIV. A infeccdo é causada por Trichomonas vaginalis, protozoario parasito
extracelular do trato urogenital humano. A terapéutica da tricomoniase é atualmente restrita aos
compostos nitroimidazoélicos, metronidazol e tinidazol; contudo, ambos apresentam efeitos
adversos e cada vez mais sdo relatados isolados do parasito resistentes ao tratamento. Dessa
forma, a busca por novos compostos ativos como alternativa terapéutica para a tricomoniase é
urgente. Alguns produtos naturais obtidos a partir de espécies da familia Myrtaceae tém
ganhado destaque como detentores de potencial tricomonicida. Assim, neste estudo a atividade
anti-T. vaginalis de Gleos essenciais de espécies de Myrtaceae do dominio Caatinga foi
investigada. Por ser inexplorado do ponto de vista fitoquimico, o 6leo essencial de Eugenia
pohliana foi analisado por CG/EM. Os resultados revelaram a presenca de 39 compostos
(99,94%), dos quais os principais componentes majoritarios foram &-cadineno (20,23%),
biciclogermacreno (13,73%), epi-a-muurolol (10,90%), a-cadinol (9,09%), 5-elemeno (8,09%)
e E-cariofileno (6,91%). Os oOleos essenciais de Psidium myrsinites (OEPm), Eugenia
gracillima (OEEQ), Myrciaria floribunda (OEMf) e Eugenia pohliana (OEEp) foram eficazes
na reducdo de 100% da viabilidade dos trofozoitos a 500 pg/ml. Os OEPm, OEEg, OEMf e
OEEp apresentaram IC50 de 179,0, 162,9, 161,3 e 264,3 pug/ml, respectivamente. Além disso,
0s Oleos essenciais demonstraram moderada citotoxicidade contra eritrocitos e frente as
linhagens de células Vero, MRC-5 e HMVII. Apesar da citotoxicidade, 0 OEEp demonstrou
concentracdo citotdxica média (CC50) de 301,9 pg/ml frente a linhagem epitelial vaginal
(HMVII), com indice de seletividade de 1,14, ressaltando a necessidade da adocdo de
abordagens que possam diminuir a toxicidade desse produto natural. Os dados obtidos neste
estudo sugerem que 0s Oleos essenciais de espécies da familia Myrtaceae de ocorréncia na
Caatinga s@o importantes fontes de compostos anti-T. vaginalis, proporcionando perspectiva

para o uso das folhas no desenvolvimento de novas aplica¢des farmacologicas.

Palavras-chave: tricomoniase; Trichomonas vaginalis; caatinga; 6leo essencial; myrtaceae.



ABSTRACT

Trichomoniasis is the most common non-viral sexually transmitted infection worldwide, being
associated with complications such as pelvic inflammatory disease, infertility, premature birth,
predisposition to cervical and prostate cancer, in addition to contributing to the transmission
and acquisition of HIV. The infection is caused by Trichomonas vaginalis, an extracellular
protozoan parasite of the human urogenital tract. The treatment of trichomoniasis is currently
restricted to nitroimidazole compounds, metronidazole and tinidazole; however, both have
adverse effects and isolates resistant to treatment are reported. Thus, the search for new active
compounds as a therapeutic alternative for trichomoniasis is urgent. Some natural products
obtained from species of the Myrtaceae family are highlighted as holders of trichomonicidal
potential. Therefore, in this work the anti-T. vaginalis activity from essential oils of Myrtaceae
species from the Caatinga domain was investigated. As it is phytochemically unexplored, the
essential oil of Eugenia pohliana was analyzed by GC/MS. The results revealed the presence
of 39 compounds (99.94%), of which the major components were d-cadinene (20.23%),
bicyclogermacrene (13.73%), epi-a-muurolol (10.90%), a-cadinol (9.09%), &-elemene
(8.09%), and E-caryophyllene (6.91%). The essential oils of Psidium myrsinites (EOPm),
Eugenia gracillima (EOEg), Myrciaria floribunda (EOMf), and Eugenia pohliana (EOEp)
were effective in reduce the viability of trophozoites by 100% at a concentration of 500 pg/ml.
The EOPm, EOEg, EOMf, and EOEp presented IC50 of 179.0, 162.9, 161.3, and 264.3 pg/ml,
respectively. In addition, the essential oils showed moderate cytotoxicity against erythrocytes
and against Vero, MRC-5, and HMVII cell lines. Despite cytotoxicity, the EOEp showed a
mean cytotoxic concentration (CC50) of 301.9 pg/ml against the vaginal epithelial lineage
(HMVI11), with a selectivity index of 1.14, highlighting the need to adopt approaches that can
reduce the toxicity of this natural product. The data obtained in this study suggest that essential
oils from species of the Myrtaceae family occurring in Caatinga are important sources of anti-
T. vaginalis compounds, providing perspective for the use of leaves in the development of new

pharmacological applications.

Keywords: trichomoniasis; Trichomonas vaginalis; caatinga; essential oil; myrtaceae.
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1 INTRODUCAO

O parasito extracelular Trichomonas vaginalis é o agente etiologico da tricomoniase,
infeccdo sexualmente transmissivel (IST) de origem ndo-viral mais comum em todo 0 mundo
(SECOR et al., 2014). Em 2016, a Organizacao Mundial da Satide (OMS) estimou a incidéncia
de 156 milhdes de novos casos de tricomoniase, correspondendo a mais da metade da incidéncia
global de ISTs curaveis, como sifilis, gonorreia e clamidia (ROWLEY et al., 2019). Apesar
disso, a tricomoniase ndo é uma doenca de notificacdo compulsdria, ndo existindo um sistema
de vigilancia e deteccdo de isolados resistentes ao tratamento.

Atualmente 70 a 85% dos casos sdo assintomaticos, o que viabiliza a persisténcia e curso
cronico da infeccdo por T. vaginalis (WORKOWSKI et al., 2021). Nesse contexto, a falta de
tratamento pode levar a sérias consequéncias como a doenca inflamatdria pélvica, infertilidade
(WIRINGA et al., 2019), partos prematuros e baixo peso de recém-nascidos (SILVER et al.,
2014), além da predisposicao ao cancer cervical e de prostata (LIN et al., 2015; SUTCLIFFE
etal., 2012; TAO et al., 2014). Além disso, existe ainda uma relagdo positiva entre a infeccao
por T. vaginalis e a transmissdo e aquisicdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(SORVILLO et al., 2001; GARRETT et al., 2018; PRICE et al., 2018).

Em relacdo ao tratamento da tricomoniase, as opg¢des terapéuticas sdo restritas ao
metronidazol (MTZ) e tinidazol (TNZ). Ambos sdo compostos pertencentes a classe dos 5-
nitroimidazois, sendo MTZ o farmaco de escolha recomendado pela Food and Drug
Administration (FDA/EUA) (VAN GERWEN; MUZNY, 2019). Apesar de ser um farmaco
bem tolerado e de baixo custo, a literatura cientifica relata diversos efeitos colaterais para 0 uso
de MTZ, como diarreia, ndusea, dor abdominal, vémitos, cefaleia, insénia, gosto metalico
(CERUELOS et al., 2019; CUDMORE et al., 2004) e reacGes alérgicas (BIAGI et al., 2020).
Ademais, outra problematica diz respeito aos casos emergentes de resisténcia dos isolados
frente a esses farmacos. Falhas no tratamento podem variar de 7 a 10%, porém, a prevaléncia
de infeccdo resistente é estimada em cerca de 2 a 5% dos casos (KISSINGER, 2015; SENA et
al., 2014), o que potencialmente leva a tricomoniase a gerar altos custos para o sistema de saude
publica.

Dessa forma, a busca por novas alternativas terapéuticas que possam contribuir para o
enfrentamento da tricomoniase se faz necessaria. Nesse contexto, os 6leos essenciais (OES) sdo
produtos naturais que se apresentam como misturas complexas de substancias volateis e

lipofilicas que desempenham um papel importante na busca de novos agentes terapéuticos.
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Entre as propriedades farmacoldgicas evidenciadas em OEs, ressalta-se o potencial frente a T.
vaginalis (DAl et al., 2016; SENA-LOPES et al., 2018; FARIAS et al., 2019). Recentemente a
familia Myrtaceae foi destacada como detentora de espécies com potencial tricomonicida em
seus extratos e fracbes (MEHRIARDESTANI et al., 2017). Contudo, os OEs obtidos de
espécies da familia Myrtaceae ainda precisam ser investigados como agentes tricomonicidas.

A dominio fitogeografico da Caatinga possui uma grande variedade de espécies
vegetais, sendo grande parte dessas plantas endémicas e adaptadas as condicdes de estresse
ambiental caracteristicos da regido, como altas temperaturas, florestas sazonalmente secas,
regime irregular de chuvas e vegetacdo espinhosa-arbustiva (SILVA et al., 2017). Assim, as
plantas da Caatinga se destacam como promissoras fontes de biomoléculas com potencial
farmacolégico (ARCOVERDE et al., 2014).

Dessa forma, as espécies pertencentes a familia Myrtaceae de ocorréncia no dominio
Caatinga foram selecionadas com base no uso etnomedicinal para a recuperagdo de uma nova
bioatividade (COS et al., 2006), sendo esta seu potencial anti-T. vaginalis. Do ponto de vista
da medicina popular local, essas espécies sdo utilizadas por comunidades do sertdo
principalmente no tratamento de desordens de cunho inflamatério. Tais usos indicam que seus
compostos demonstram potencial para prospec¢do de novas moléculas bioativas. Além disso,
também foi realizada a caracterizacdo quimica do 6leo essencial de Eugenia pohliana DC., uma
vez que se trata de uma espécie inédita quanto a sua composicdo quimica e atividades

farmacoldgicas.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis € um protozoario flagelado extracelular pertencente a familia
Trichomonadidae, a ordem Trichomonadida, a classe Parabasalia e, por fim, ao filo
Zoomastigina. E um representante do supergrupo Excavata, que inclui alguns outros parasitos
de importancia médica, como Leishmania, Trypanosoma e Giardia (KUSDIAN; GOULD,
2014). Os primeiros relatos da espécie foram feitos a partir da secrecdo vaginal de uma mulher
com vaginite em 1836, por Alfred Francois Donné (SCHWEBKE; BURGESS, 2004). Como é
um organismo extracelular, T. vaginalis sobrevive por meio da adesdo ao revestimento epitelial
urogenital do hospedeiro, sendo estes o aparelho reprodutor feminino e a uretra masculina
(RYAN et al., 2011).

O parasito apresenta um corpo tipicamente piriforme que pode mudar de acordo com as
condicdes fisico-quimicas (PEREIRA-NEVES et al., 2003). Possui quatro flagelos livres e
desiguais localizados em sua regido anterior e um quinto flagelo que faz parte da membrana
ondulante, estrutura importante para a motilidade do parasito (KUSDIAN; GOULD, 2014). O
axostilo € um complexo microtubular que forma o eixo longitudinal da célula, projetando-se
até sua extremidade posterior. O nucleo elipsoide é evidenciado proximo a regido anterior do
parasito e apresenta dupla membrana nuclear envolta pelo reticulo endoplasmatico (Figura 1)
(BENCHIMOL, 2004; PETRIN et al., 1998).

Trichomonas vaginalis exibe apenas o estagio de trofozoito em seu ciclo biologico,
sendo esta sua forma infectante. O trofozoito pode apresentar corpo piriforme, elipsoide ou oval
e motilidade caracteristica dada pelos flagelos. Apds a citoaderéncia, o parasito adquire formato
ameboide, o que possibilita 0 aumento da superficie de contato com células epiteliais vaginais
(CEVs), do colo do Utero, prostata e uretra, sendo essencial na progressdo do processo
infeccioso (HIRT et al., 2011; FIGUEROA-ANGULDO et al., 2012). Além disso, alguns autores
também relatam a presenca de pseudocistos em T. vaginalis, estruturas arredondadas e iméveis
com flagelo internalizado que surgem quando o parasito € exposto a condigdes ambientais
desfavoraveis, de forma a atuar como mecanismo de resisténcia (PEREIRA-NEVES et al.,
2003).

Trichomonas vaginalis € um organismo anaerobio facultativo, crescendo na auséncia de
oxigénio, em temperaturas de 20-40 °C e em meio de cultura com pH variando entre 5,0-7,5. O

protozoario utiliza principalmente agucares como fonte de aquisicdo de energia, entre estes a
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glicose, maltose, frutose, glicogénio e amido (DE CARLI; TASCA, 2016). Assim como outros
parabasalideos, T. vaginalis ndo possui mitocondrias. Ao invés disso, apresenta
hidrogenossomos, organelas que usam a enzima piruvato ferredoxina-oxidorredutase (PFOR)
no metabolismo energético e sintese de ATP em condi¢des anaerdbicas com a producédo
concomitante de hidrogénio molecular (Hz) (HRDY et al., 2007; RADA et al., 2011).

Figura 1 — Morfologia do trofozoito de T. vaginalis

Fonte: http://www.servier.com.br/content/banco-de-imagens. FA: flagelos anteriores; N: nicleo; HD:

hidrogenossomo; AX: axdstilo; MO: membrana ondulante; CP: corpo parabasal.

2.2 Tricomoniase

Trichomonas vaginalis € o protozoario parasito responsavel pela tricomoniase, IST nédo-
viral mais comum em todo o mundo (SECOR et al., 2014). Os parasitos sdo transmitidos de
uma pessoa a outra através de relacdes sexuais sem uso de preservativo. Entre os dados que
fortalecem a classificacdo da tricomoniase como IST, tém-se: i) a alta taxa de infecdo na uretra
e/ou proéstata dos parceiros de mulheres infectadas, ii) o protozoério é frequentemente relatado
em amostras de mulheres assistidas em clinicas de ISTs e iii) a menos que sejam protegidos da
dessecacéo, os parasitos morrem fora do sitio de infeccdo (MENEZES et al., 2016). Apesar de
menos comum, a transmissao ndo sexual de T. vaginalis pode ocorrer por meio de fomites,
como toalhas, assentos de banheiro e de piscinas, além do compartilhamento da agua do banho
(ADU-SARKODIE, 1995; CRUCITTI et al., 2011). A transmissdo neonatal durante o parto,
apesar de rara, pode ocorrer quando ha contato direto do neonato com o protozoario presente
no trato geniturinario materno (TRINTIS et al., 2010).
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No ano de 2016, a OMS estimou a incidéncia de 156 milhdes de casos de tricomoniase,
correspondendo a quase metade da incidéncia global de ISTs naquele ano (ROWLEY et al.,
2019). Em 2005, o Ministério da Saude estimou a prevaléncia de tricomoniase vaginal em
14,8% entre mulheres atendidas em clinicas de ISTs no Brasil (BRASIL, 2005). Contudo, o
estudo ndo representa a populacdo brasileira por completo e estimativas atuais acerca da
tricomoniase entre homens e mulheres no Brasil sdo desconhecidas, uma vez que ndo se trata
de uma doenca de notificacdo compulséria, estando ainda sujeita ao subdiagnéstico e
diagnostico incorreto na clinica médica (OLIVEIRA et al., 2016).

A infeccdo por T. vaginalis resulta em quadros que vao desde apresentagdes
assintomaticas até manifestac@es clinicas diversas em ambos os sexos. O protozoario coloniza
as células do epitélio escamoso do trato genital, frequentemente incluindo a uretra feminina
(HIRT; SHERRARD, 2015). Clinicamente, as infecces em mulheres sdo assintomaticas ou
podem cursar com inflamacdo leve a moderada do colo do Utero, vagina e uretra. Além disso,
0 corrimento vaginal apresenta-se de forma abundante, fétido e espumoso, havendo relatos
também de prurido e dor ao urinar ou durante a relagcdo sexual (MUZNY; SCHWEBK, 2013).
O sinal mais especifico da tricomoniase sdo as lesbes hemorragicas pontilhadas no epitélio
genital, que podem resultar em colpitis macularis ou cérvice com aspecto de morango. Apesar
disso, é um sinal clinico diagnosticado apenas em 2-5% das mulheres infectadas (LEHKER,;
ALDERETE, 2000).

A tricomoniase em homens é bem menos caracterizada quando em comparacdo a
mulheres, uma vez que a infeccdo se apresenta de forma transitéria e assintomatica (HIRT,;
SHERRARD, 2015). Essas caracteristicas sdo decorrentes da natureza oxidativa dos fluidos
genitais masculinos, que podem agir como inibidores de fatores patogénicos, e das elevadas
concentracgdes de zinco no fluido prostatico, visto que zinco apresenta propriedades citotoxicas
para o parasito (GIMENES et al., 2014). A infeccdo persistente do protozoario é causa de
quadros de uretrite e pode ainda estar associada a balanopostite, epididimite, prostatite e,
eventualmente, infertilidade por meio de dano inflamatorio e modificacdo da fungéo
espermatica (FICHOROVA, 2009; PATEL et al., 2018; SEO et al., 2014).

O padréo-ouro para o diagnostico de infeccdo por T. vaginalis consiste no uso de
técnicas de amplificacdo de &cidos nucleicos (NAAT, do inglés nucleic acid amplification
techniques), método altamente sensivel que detecta diretamente o material genético do parasito
(WORKOWSKI et al., 2021). Além disso, também pode ser empregado o uso de culturas in
vitro combinadas & observacdo microscépica do parasito pelo exame direto a fresco, apesar de

ser uma técnica demorada e de baixa sensibilidade (KISSINGER, 2015). Nos ultimos anos, 0
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aprimoramento tecnoldgico fez surgir novas metodologias de diagnostico, como 0s ensaios
imunocromatograficos. Contudo, varias limitacBes ainda permanecem, vista a escassez de
estudos que possibilitem apresentar como esses testes identificam pacientes assintomaticos,
pacientes com infeccdo ativa (com organismos vidveis) ou mesmo carreadores do parasito
(OLIVEIRA et al., 2016).

2.2.1 Complicacdes

Atualmente 70 a 85% dos individuos de ambos os sexos afetados pela tricomoniase
apresentam minimos ou nenhum sintoma, permitindo que a infeccdo se prolongue por meses
ou anos (WORKOWSKI et al., 2021). Nesse contexto, a falta de tratamento pode levar a sérias
consequéncias como a doenca inflamatdria pélvica, infertilidade (WIRINGA et al., 2019),
partos prematuros e baixo peso de recém-nascidos (SILVER et al., 2014), além da predisposi¢ao
ao cancer cervical e de prostata (LIN et al., 2015; SUTCLIFFE et al., 2012; TAO et al., 2014).

Ademais, existe ainda uma relagdo positiva entre a infeccdo por T. vaginalis e a
transmisséo e aquisi¢do do HIV (SORVILLO et al., 2001; GARRETT et al., 2018; PRICE et
al., 2018). Entre os mecanismos pelos quais o T. vaginalis amplifica a transmissdo do HIV,
estdo: i) a intensa resposta imunoldgica local causada pelo protozoario leva a inflamagdo no
epitélio vaginal e exocérvice em mulheres e na uretra de homens, com recrutamento de
macréfagos e linfécitos TCD4", ii) o parasito causa microhemorragias na mucosa e rompe o
epitélio do tecido cervicovaginal, dando acesso ao HIV e, ainda, iii) T. vaginalis é capaz de
degradar o inibidor de protease leucocitaria secretdria, um peptideo catiébnico antimicrobiano
que participa da imunidade inata contra a proliferacdo de patdgenos, sendo também um fator
importante na prevengéo da transmisséo do HIV (KISSINGER; ADAMSKI, 2013).

2.2.2 Tratamento

As opc0es terapéuticas para o tratamento da infeccdo por T. vaginalis consistem no uso
do MTZ e TNZ, ambos compostos nitroimidazélicos, sendo MTZ o farmaco de escolha
recomendado pelo FDA/EUA (VAN GERWEN; MUZNY, 2019). De acordo com as Diretrizes
para o Tratamento de Doengas Sexualmente Transmitidas do Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), a primeira linha de tratamento para tricomoniase consiste na administracéo
de 2 g em dose Unica ou 500 mg de MTZ duas vezes ao dia por 7 dias via oral (WORKOWSKI
etal., 2021).
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O uso terapéutico do MTZ cresceu ao redor do mundo, uma vez que é um farmaco bem
tolerado e de baixo custo. Contudo, a literatura cientifica relata efeitos colaterais leves a
moderados, como diarreia, ndusea, dor abdominal, vomitos, cefaleia, insénia e gosto metalico
(CERUELOQS et al., 2019; CUDMORE et al., 2004). Fatores preocupantes dizem respeito
também & ocorréncia de reacOes alérgicas ao MTZ e TNZ, incluindo sintomas de irritagdo
cuténea, broncoespasmo e febre, sendo necessario a implementacdo de protocolos de
dessensibilizacdo (BIAGI et al., 2020; VAN GERWEN; MUZNY, 2019). Além disso, 0
consumo de alcool ndo é recomendado durante e por 24 horas apds o tratamento com MTZ e
por 72 horas ap6s o tratamento com TNZ (HODGES; HOLLAND, 2018). No que diz respeito
a carcinogenicidade e teratogenicidade, ainda ndo ha evidéncias clinicas significativas da
associacdo do uso de MTZ e a ocorréncia de cancer (VIEIRA et al., 2017).

O mecanismo de acdo dos farmacos nitroimidazolicos (pro-farmacos) consiste em
quatro estagios sucessivos. Inicialmente, o farmaco atravessa a membrana do parasito por
difusdo simples e se direciona aos hidrogenossomos, organela responséavel pelo aporte
energético. Nos hidrogenossomos, 0 MTZ é reduzido pelas proteinas PFOR e ferredoxina (FD),
atuando como aceptor final de elétrons em seu grupo 5-nitro (NOz) e promovendo assim a
formagdo de compostos intermediarios e radicais nitro toxicos. Esses radicais citotoxicos
quebram e desestabilizam a fita de DNA, resultando na morte do parasito. Por fim, as particulas
intermediarias toxicas decaem em produtos finais inativos (DINGSDAG; HUNTER, 2018;
EDWARDS, 1993; KULDA, 1999). Recentemente, outras duas proteinas parasitarias vém
sendo implicadas na ativagdo dos 5-nitroimidazdis, a nitrorredutase 1 (NILLIUS; MULLER;
MULLER, 2011) e a tiorredoxina redutase (LEITSCH et al., 2011).

2.2.3 Resisténcia

Os quadros de resisténcia ao T. vaginalis sdo diagnosticados na clinica a medida que
mulheres apresentam infec¢Oes recorrentes mesmo apos se submeterem a terapéutica adequada.
Falhas no tratamento podem variar de 7 a 10%, porém, a prevaléncia de infeccdo resistente é
estimada em cerca de 2 a 5% (KISSINGER, 2015; SENA et al., 2014). O MTZ foi introduzido
no mercado em 1959 e os primeiros relatos de resisténcia in vitro ao farmaco foram observados
em 1962, e além disso, a resisténcia ao MTZ esta associada a resisténcia cruzada a outros 5-
nitroimidazois. Entre os fatores que contribuem de forma ocasional na falha terapéutica, tém-
se a ma absor¢do do farmaco e a dificuldade do mesmo em atingir o sitio de infeccdo
(BOSSERMAN et al., 2011; ROBINSON, 1962).
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No que diz respeito a resisténcia do T. vaginalis frente aos 5-nitroimidazdis, sugere-se
que alteracBes nas vias metabdlicas do parasito dificultem a ativacdo e posterior efetividade
dessa classe de farmacos, podendo ocorrer em condi¢des aerobicas e anaerdbicas (ALESSIO;
NYIRJESY, 2019). A resisténcia aerdbica é a mais comum e destaca-se em isolados clinicos,
estando associada a deficiéncias no mecanismo de eliminagdo de oxigénio. O aumento do
oxigénio intracelular mediado pela diminuicdo ou auséncia de enzimas como flavina redutase
1, tiorredoxina redutase e NADH oxidase levam a oxidacdo do MTZ, tornando-o inativo. A
resisténcia anaerobica, em contrapartida, tem sido observada in vitro ou induzida em laboratorio
e é marcada pela disfuncdo de enzimas hidrogenossomais que participam dos processos de
aquisicdo energética, como a PFOR e a FD (GRAVES et al., 2020; LEITSCH et al., 2014).

2.3 Caatinga

O termo Caatinga é proveniente do tupi-guarani e significa “floresta branca”, fazendo
referéncia ao mosaico de fisionomias vegetais com vegetacéo arbustiva sazonal encontrado na
regido (TABARELLI et al., 2018). A Caatinga é uma das seis grandes regifes ecoldgicas
brasileiras que se estende por 912.529 km? no sertdo semiéarido do Nordeste do Brasil,
englobando os estados do Piaui, Ceard, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Paraiba, Alagoas,
Sergipe, Bahia e norte de Minas Gerais (SILVA et al., 2017).

Dentre essas regides, a Caatinga é a Unica encontrada exclusivamente no territorio
brasileiro, ndo sendo compartilhada com nenhum outro pais. Apesar disso, € a ecorregido
brasileira menos estudada e compreendida, além de ser o terceiro ecossistema mais ameacado
devido a exploracdo insustentavel dos seus recursos naturais (LEAL et al., 2005; OLIVEIRA;
BERNARD, 2017; OVERBECK et al., 2015).

O dominio fitogeografico da Caatinga € caracterizado por uma precipitacdo anual
méaxima de 1.000 mm de chuva, extensas superficies planas com altitude variando de 300 a 500
m, e florestas secas de vegetagdo decidua arbustiva. A vegetacdo sem folhas com troncos e
galhos de cor branco-acinzentado € o que confere o nome Caatinga (FERNANDES; QUEIROZ,
2018; TABARELLI et al., 2018).

A vegetacdo presente na Caatinga faz parte de um bioma global denominado de
Florestas e Arbustais Tropicais Sazonalmente Secos (FATSS), sendo esta a maior e mais
continua do Novo Mundo. A Caatinga é reconhecida como a FATSS neotropical mais rica em
espeécies, abrigando 950 géneros, 3.150 especies e 152 familias de plantas com flores, um terco
das quais sdo endémicas (QUEIROZ et al., 2017). A estrutura da vegetacdo em areas de FATSS
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apresenta grande variagdo local, desde florestas com copas de arvores que formam dosséis
continuos, até arbustais xerofilos. As plantas geralmente apresentam héabito suculento, com
folhas pequenas e espinhos (FERNANDES; QUEIROZ, 2018).

As variacOes nas condi¢cdes ambientais da Caatinga fazem com que as proporcdes
relativas de metabdlitos secundérios em plantas sejam alteradas mediante o estresse, a fim de
garantir a sobrevivéncia dessas espécies. Assim, estudos recentes apontam espécies vegetais da
Caatinga como fontes promissoras de biomoléculas que apresentam atividades farmacoldgicas,
como anticoagulante e antioxidante (ALCOFORADO-FILHO, 2003; ARCOVERDE et al.,
2014; FELIX-SILVA et al., 2014).

Atualmente habitam na area da Caatinga cerca de 28.6 milhdes de pessoas, sendo esta a
maior regido semiarida habitada do mundo. A maior parte dessa populacdo € carente e necessita
dos recursos da biodiversidade para sobreviver. Dessa forma, as paisagens de Caatinga sdo
dominadas por fazendas familiares, para as quais a floresta fornece produtos e servicos
essenciais para sua subsisténcia, como lenha, madeira, &gua potavel e forragem
(ALBUQUERQUE et al., 2017). Neste contexto, espécies de plantas medicinais nativas, como
Myracrodruon urundeuva Allemdo, Amburana cearensis (Arr. Cam.) A.C. Smith., e
Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. cebil (Griseb) Altschul, s&o amplamente
conhecidas e utilizadas na medicina popular tradicional, e para confec¢do de produtos
fitoterapicos (ALMEIDA; ALBUQUERQUE, 2002; ALBUQUERQUE et al., 2007; BRASIL,
2011).

Embora destacada pela heterogeneidade e biodiversidade, a Caatinga estad entre os
ecossistemas brasileiros mais ameacados, marcada pela desertificacdo resultante de fatores
climaticos, bem como de atividades antrdpicas (VELLOSO et al., 2002; COSTA et al., 2009).
Além disso, trata-se da ecorregido menos protegida no pais, com apenas 8,4% de sua area
coberta por unidades de conservacao federais, dentre as quais apenas 1,5% representam areas
de protecdo integral (parques, reservas bioldgicas e estacdes ecoldgicas). De acordo com o
Ministério do Meio Ambiente, mais de 45% dos territérios de Caatinga ja foram degradados
em um processo de ocupacdo iniciado nos tempos do Brasil colnia, sendo esta a causa da
extingdo de vérias espécies (BRASIL, 2011).

Desta forma, a vegetacdo da Caatinga faz parte de um dominio fitogeografico altamente
diverso, porém ameacado e ainda pouco estudado do ponto de vista etnobotéanico,
fitossociolégico e farmacoldgico, dada a riqueza cultural e bioldgica existente em seu territério
(VANDESMET et al., 2020a).
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2.4 Plantas medicinais

O uso de plantas medicinais para o tratamento, cura e prevenc¢ao de doencas € tao antigo
que se confunde com o proprio surgimento do homem na Terra, simbolizando muitas vezes o
unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos (ANDRADE et al., 2007).
Com o despertar de sua intelectualidade, os homens primitivos passaram a diferenciar as plantas
de uso alimenticio daquelas com propriedades medicinais através da observacao de seus efeitos
sobre os animais e sobre a si mesmos. Dessa forma, o conhecimento da esséncia curativa dessas
ervas nasceu da observacéo constante e sistematica dos fendmenos e caracteristicas da natureza,
assim como da consequente aplicacdo empirica desses recursos (GOMEZ et al., 2012).

Os registros mais antigos datam de 2800 a.C., quando o herborista chinés Shen Nung
redigiu a obra conhecida como Pen Ts’ao, que continha a descrigdo do uso de inimeras plantas
medicinais para a cura de moléstias que atingiam a populacdo daquela época. Posteriormente,
0s egipcios, sob protecdo de Imhotep, o Deus da cura, realizaram diversas expedi¢des nas quais
faziam estocagem de plantas, como o incenso, sandalo e ébano. Estas ervas concederam-lhes
grandiosa fama em virtude das ceriménias de purificagdo e rituais misticos, como a
mumificacdo (ALMEIDA, 2011).

A utilizacdo de plantas medicinais no Brasil remete principalmente a figura de seus
primeiros habitantes, os povos indigenas. Estes, através de tentativas e observacoes,
conseguiram separar as espécies venenosas daquelas que serviam para curar doengas. O
conhecimento dessas comunidades a respeito do uso e cultivo de espécies vegetais € transmitido
através das geracOes e, ademais, também € resultado da insercdo das vertentes portuguesa e
africana, que juntas constituem a base do conhecimento sobre ervas medicinais brasileiras
(BRITO et al., 2009; LIPORACCI; SIMAO, 2013).

Segundo a ANVISA (2011) é considerada medicinal “a espécie vegetal, cultivada ou
ndo, utilizada com propdsitos terapéuticos.”. Na contemporaneidade, as propriedades curativas
dessas espécies tém sido validadas cientificamente através da associacdo de compostos
fitoquimicos e indicagdes terapéuticas presentes na medicina popular tradicional (ROCHA;
DANTAS, 2009; PEREIRA et al., 2015; VAN PUYVELDE et al., 2018).

Diversas plantas medicinais foram utilizadas ao longo da histéria, como é o caso da
maconha (Cannabis sativa), da papoula (Papaver somnniferum) e de outras que foram
essenciais para o desenvolvimento da medicina moderna. Apesar disso, apenas com 0

transcorrer do século XIX iniciou-se a corrida em busca dos principios ativos presentes nas
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plantas medicinais, dando origem aos primeiros medicamentos com as caracteristicas que se
conhecem hoje (CALIXTO; SIQUEIRA-JUNIOR, 2008).

A busca pela fabricacdo de medicamentos a partir de plantas foi impulsionada quando
em 1806, Friedrich Serturner, tornou-se pioneiro ao isolar o alcaloide morfina da papoula. Em
andlises posteriores com esta mesma espécie, isolaram a codeina e a papaverina, substancias
que sdo utilizadas até hoje pela industria farmacéutica. Outros exemplos que cabem ser citados
sdo a atropina isolada da Atropa beladona em 1831 e a cafeina, obtida a partir da Coffea arabica
em 1820 (DUTRA et al., 2016).

Nos Ultimos anos, os estudos com plantas medicinais tém crescido de maneira
significativa. No Brasil, uma andlise retrospectiva realizada entre os anos 1995 e 2011 verificou
que esses estudos estdo direcionados principalmente para a Farmacologia, com amplas
aplicacdes no ambito da salde e, em segunda instancia, na Agropecuaria com o objetivo de
desenvolver novas tecnologias para o controle de pragas. Esse aumento, verificado com maior
expressividade no ano de 2006, se deve ao decreto 5.813/2006 que institui a Politica Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (BRASIL, 2006; CARNEIRO et al., 2014).

Com a criacdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos inicia-se 0
processo de implementagio da Fitoterapia no Sistema Unico de Satde (SUS), representando
para os profissionais da saide mais um artificio no seu arsenal terapéutico. Além disso, viabiliza
0 resgate de uma pratica milenar, onde se imbricam o conhecimento cientifico, o conhecimento
popular e seus diferentes entendimentos sobre o adoecimento e as formas de trata-lo
(FIGUEREDO et al., 2014). Contudo, os investimentos em pesquisas com plantas medicinais
ainda séo escassos, fato preocupante quando se leva em conta que pelo menos metade de todas
as plantas contenham principios ativos ainda ndo investigados, os quais tém propriedades
preventivas e curativas para muitas doencas (LORENZI; MATOS, 2002; SANTOS;
TRINDADE, 2017).

Apesar da escassez de estudos, diversas classes de principios ativos ja foram isolados
de plantas medicinais brasileiras (VALLI et al., 2013). Aliado a este fato e levando-se em conta
que o Brasil apresenta uma enorme biodiversidade, sendo considerada uma das maiores
mundialmente, inUmeras outras substancias ainda podem ser descobertas. Até 0 momento, sdo
reconhecidas 49.992 espécies para a flora brasileira, sendo 4.993 de Algas, 35.552 de
Angiospermas, 1.610 de Briofitas, 6.320 de fungos, 114 de Gimnospermas e 1.403 de
Samambaias e Licéfitas (FLORA DO BRASIL, 2021).
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2.5 Oleos essenciais

OEs sdo misturas de substancias volateis e lipofilicas produzidas a partir do
metabolismo secundario em tecidos secretdrios especializados de plantas aromaticas, sendo
responsaveis pela sua fragrancia (SANTURIO et al., 2007). Nas ultimas décadas foram
descobertos e elucidados milhares de novos compostos a partir de OES, 0 que possibilitou a
compreensdo da complexidade e diversidade que existe nesse grupo de compostos naturais
(FRANZ, 2010). Cerca de 3.000 OEs sdo conhecidos, dos quais 300 sdo comercialmente
importantes por suas aplicagdes agrondmicas, alimenticias, farmacéuticas, sanitarias,
cosmeéticas e na perfumaria (HUSSAIN et al., 2016).

A utilizacdo de OEs ao redor do mundo tem crescido nos ultimos anos em virtude da
intensa demanda por ingredientes naturais em diversos campos. Dessa forma, grandes
quantidades de OEs sdo produzidas anualmente com o objetivo de abastecer as inddstrias de
fragrancias e sabores, cosmeticos, bem como fitomedicina e aromaterapia (BASER;
BUCHBAUER, 2015). Os OEs produzidos predominantemente para fins industriais séo os de
laranja, eucalipto, liméo, citronela e horteld-pimenta (BARBIERI; BORSOTTO, 2018).

Diversos métodos podem ser utilizados para obtencdo de OEs. Dentre esses, destaca-se
a destilacéo por arraste a vapor, e incluem ainda a hidrodestilacdo, prensagem a frio, enfleurage,
extracdo por solventes, fluidos supercriticos e extracdo assistida por micro-ondas (BURGER et
al., 2019). Apo0s extracdo, esses 6leos podem ser incorporados a produtos de cuidado com a
pele em virtude da sua complexidade, propriedades fragrantes e valor em marketing natural.
Além disso, os OEs também agem como conservantes naturais em preparacfes cosméticas
devido ao fato de apresentarem carater antimicrobiano, tanto isoladamente quanto em
combinagdo com outros conservantes, garantindo assim a protecdao contra fungos e bactérias
(DREGER; WIELGUS, 2013).

Muitas industrias desenvolvem fragrancias sintéticas em laboratdrio para substituir os
componentes aromaticos e quimicos de OEs naturais. Contudo, essas fragrancias sintéticas
podem néo conter todos as funcionalidades benéficas dos OEs e ainda podem ser inseguras para
aplicacbes humanas (CAVANAUGH, 2013). Em contrapartida, o mercado global de
fragréncias tem experimentado um intenso crescimento devido o interesse na utilizacdo de
componentes naturais como OEs, em resultado de seus beneficios associados, a exemplo da
aromaterapia (SHARMEEN et al., 2021).

Em 2018, o lucro do mercado global de OEs ultrapassou US $ 7,51 bilhGes e ainda deve

aumentar em uma taxa de crescimento anual superior a 9% entre os anos de 2019 e 2026



27

(AHUJA; SINGH, 2019). Assim, diversas marcas famosas utilizam OEs como parte da
composi¢do de produtos cosmeéticos e em perfumes mais caros contendo sua forma pura,
conferindo aromas especiais e Unicos que os tornam exclusivos (BUTNARIU; SARAC, 2018).
Contudo, embora os OEs apresentem grande eficacia comprovada em ambitos de salde e
beleza, esses podem néo estar totalmente isentos de contraindicacdes e efeitos adversos, tornado
indispensavel a realizagdo de ensaios de seguranca (SARKIC; STAPPEN, 2018).

Os OEs sao limpidos, raramente coloridos, soliveis em solventes organicos e possuem
densidade menor que a da 4gua. Podem ser obtidos de diversos Orgdos vegetais, tais como
flores, caules, folhas, galhos, frutas, sementes, raizes, madeira ou casca e sao armazenados em
células secretdrias, canais, cavidades, células epidérmicas ou tricomas glandulares (NIETO,
2017).

Na natureza, a composicdo e concentracdo de OEs € influenciada pelo estresse
fisiologico sofrido pelas espécies vegetais, seja este desencadeado por fatores ambientais ou
bioldgicos (Figura 2) (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Dessa forma, os OEs desempenham
importante papel na protecdo das plantas, atuando como agentes alelopaticos, antivirais,
antifangicos, antibacterianos, inseticidas, sendo também capazes de reduzir a herbivoria. Além
disso, possuem funcgéo crucial no processo de polinizagdo, atraindo insetos que favorecem a
dispersdo de pélens e sementes, ao passo que repele insetos indesejaveis. As mais bem
estabelecidas atividades de OEs sdo antimicrobiana, sedativa, anti-inflamatéria, bactericida,
antiviral, fungicida e como conservante de alimentos (BAKKALI et al., 2008; HEINZMANN
etal., 2017; NIETO, 2017).

Figura 1 — Fatores que influenciam o acimulo de metabolitos secundarios em plantas
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Fonte: GOBBO-NETO; LOPES, 2007.
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Do ponto de vista quimico, os OEs sdo constituidos por misturas de 20 — 60 compostos
organicos em concentracdes diferentes. Podem pertencer a diversas classes quimicas, tais como
alcoois, éteres ou oOxidos, aldeidos, cetonas, ésteres, aminas, amidas, fenois, heterociclos e,
principalmente, terpenos. Além destes, também podem conter compostos ndo-terpénicos como
os derivados de fenilpropandides. Esses metabdlitos sdo responsaveis por conferir as
propriedades organolépticas dos OEs (BIZZO et al., 2009; DHIFI et al., 2016).

Os terpenos séo derivados do acido mevaldnico, cujos compostos sao formados a partir
da unido de estruturas pentacarbonadas denominadas de unidades isoprénicas (C5), que em
conjunto formam os monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), sesterpenos
(C25), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40). Em contrapartida, os derivados de
fenilpropandides sdo sintetizados pela via biosintética do acido chiquimico. Dentre estes, 0s
constituintes majoritarios dos OEs fazem parte, principalmente, do grupo dos monoterpenos e
sesquiterpenos, de forma que os monoterpenos geralmente compdem cerca de 90% do 6leo,
permitindo uma grande variedade de estruturas (DEWICK, 2002; DORMAN; DEANS, 2000;
GNANKINE; BASSOLE, 2017; LICHTENTHALER, 1999).

Embora sejam compostos complexos e muito ricos em principios ativos, a utilizacdo de
OEs ainda é predominante nos dominios da industria cosmetica e de perfumaria. Dessa forma,
é conveniente o desenvolvimento de pesquisas que visem o entendimento da sua diversidade
quimica, atividades bioldgicas e componentes individuais, para que novas aplicagdes possam
ser feitas no &mbito da salde humana, veterinaria, agricultura e meio ambiente (DHIFI et al.,
2016).

O fato destes Gleos serem naturais e biodegradaveis, aliado a baixa toxicidade em
mamiferos e ao fato de poderem atuar sobre varias moléculas-alvo simultaneamente, torna essas
substancias pecas-chave na pesquisa de novos medicamentos. Assim, os 0leos podem ser
explorados como alternativa ou complemento aos compostos sintéticos utilizados pela indUstria
farmacéutica, diminuindo ou sem induzir efeitos secundarios indesejaveis (FIGUEIREDO et
al., 2008).

2.5.1 Oleos essenciais com atividade anti-Trichomonas vaginalis

Estudos com o objetivo de avaliar a atividade biolégica de OEs e extratos de plantas
frente a protozoarios de importancia médica e veterinaria sdo limitados, sendo grande parte
desses estudos realizados com Plasmodium spp., Leishmania spp. e Trypanosoma cruzi. No que

diz respeito a atividade anti-T. vaginalis de OEs o cenario cientifico é ainda mais escasso.
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Tendo isso em vista, Moon et al. (2006) investigaram o efeito antiparasitario dos OEs
derivados de Lavandula angustifolia e Lavandula x intermedia frente Giardia duodenalis, T.
vaginalis e Hexamita inflata, este Gltimo um patégeno de peixes. O estudo demonstrou que
baixas concentragdes dos OEs (< 10 mg/mL) conseguiram eliminar completamente os trés
protozoarios. Ambos os dleos a 10 e 5,0 mg/mL foram capazes de eliminar as células vidveis
de T. vaginalis dentro de 20 minutos.

Cheikh-Ali et al. (2011) baseados no uso tradicional do rizoma de Aframomum sceptrum
no combate a condigdes infecciosas, realizaram um screening antimicrobiano com o OE da
espécie. O OE apresentou notavel atividade antiprotozoaria frente T. vaginalis com
concentracéo inibitoria média (ICso) de 0,12 e concentracéo letal minima (MLC) de 1,72 pl/mL.
Os componentes majoritarios identificados no OE foram B-pineno e 0xido de cariofileno, ambos
demonstraram atividade anti- T. vaginalis (ICso de 0,44 e 0,16 mg/mL, respectivamente). Os
resultados sustentam o uso tradicional da espécie no tratamento de enfermidades infecciosas,
embora estudos pré-clinicos e clinicos sejam necessarios para melhor esclarecer a possivel
toxicidade da planta.

Em outro estudo, foi investigada a atividade do OE e 9 fra¢des de Artemisia absinthium,
uma planta medicinal e aromatica de interesse etnofarmacoldgico, frente aos protozoéarios
parasitos T. cruzi e T. vaginalis. Para ambos os parasitos, 0 OE apresentou efeitos na inibicao
do crescimento celular, sendo a concentracdo de 50% da inibicdo maxima da proliferacdo
celular (Glso) de 144,6 pg/mL para T. cruzi e 87,2 pg/mL para T. vaginalis. No que diz respeito
as fraces do OE (VLCL1 e VLC2), estas nao foram citotdxicas para a linhagem ndo-tumoral de
estroma da medula 6ssea (HS5), sugerindo seletividade das fracdes aos parasitos (MARTINEZ-
DIAZ et al., 2015).

Eldin e Badawy (2015) investigaram a atividade anti-T. vaginalis do OE de Ocimum
basilicum Linn, uma planta importante na medicina tradicional que cresce em diversas regides
do mundo. A MLC do OE de O. basilicum foi de 30 pg/mL ap6s 24 h de incubacéo, 20 pg/mL
apos 48 h e 10 pg/mL apo6s 96 h. A inibicdo de 100% do crescimento dos parasitos na
concentragdo de 30 pug/mL foi comparavel ao controle MTZ a 40 pg/mL.

Amomum tsao-ko Crevost et Lemaire € uma planta usada na medicina tradicional
chinesa contra desordens estomacais e infeccdes de garganta. Dai et al. (2015) demonstraram a
atividade anti-T. vaginalis do OE de A. tsao-ko (OEAL) e seu constituinte majoritario geraniol.
A atividade do OEAt foi mais forte que a do geraniol. Os valores de MLCs e ICso do OEAt
foram de 44,97 mg/mL e 22,49 mg/mL para isolado Tvl; 89,93 mg/mL e 44,97 mg/mL para o
isolado Tv2. A MLC e ICsp para o geraniol foi de 342,96 mg/mL e 171,48 mg/mL para ambos
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isolados. Embora a atividade de ambos seja menor que a do MTZ, ainda sim foram mais
potentes que a do Jieeryin, um conhecido agente terapéutico da medicina chinesa para o
tratamento da vaginite causada por T. vaginalis.

Em trabalho recente, Farias et al. (2019) demonstraram a atividade anti-parasitaria do
OE de Nectandra megapotamica. O 6leo, rico em (+)-a-bisabolol (93,7%) como componente
majoritario, apresentou atividade frente T. vaginalis (ICso de 98,7 pg/mL). Na concentragdo de
250 pg/mL do OE, a viabilidade dos trofozoitos era de 1,10%, enquanto em 500 pg/mL nao
havia parasitos vivos. Contudo, nos testes de seguranca para verificar a compatibilidade com
células de mamiferos o OE apresentou citotoxicidade para a linhagem Vero (concentragdo
citotoxica média [CCso] de 71 pg/mL com indice de seletividade 0,72) e eritrocitos humanos
(20 a 100% de hemdlise) nas concentracdes testadas.

Nas ultimas décadas, a propolis vermelha vem sendo estudada no sentido de
caracterizagdo quimica e obtencdo de novos compostos bioativos. Os compostos volateis
apresentam-se em pequenas quantidades na constituicdo da prépolis, entretanto, possuem papel
fundamental na atribuicdo do aroma e propriedades biologicas nesses produtos naturais. Em
razdo disso, o OE da propolis vermelha brasileira (OEP) foi avaliado frente T. vaginalis. O
produto testado demonstrou ser capaz de inibir o crescimento dos parasitos com ICso de 100
pg/mL e MLC de 500 pg/mL. A curva de crescimento cinético mostrou diminui¢ao de 36% do
crescimento dos trofozoitos apds 12 horas de exposigdo a 500 pg/mL do OEP, com indugéo de
morte completa dos parasitos apos 24 horas (SENA-LOPES et al., 2018).

De forma geral, as analises microscépicas sugerem que o mecanismo de ac¢do dos OEs
ocorra essencialmente por distirbios na membrana e lise celular (MOON et al., 2006). A
microscopia eletrénica de transmissdo (MET) de culturas de trofozoitos tratados com OE de O.
basilicum demonstram danos ao sistema de membranas do parasito, vacuoliza¢do anormal e
destruicdo citoplasmatica. Uma vez que essas alteracGes se estabelecem em conjunto com
outros processos degenerativos, ocorre a desintegracdo dos trofozoitos (ELDIN; BADAWY,
2015).

Também por anélises de MET, foram observadas mudangas a nivel morfologico em T.
vaginalis ap0s tratamento com OEALt e geraniol. Entre essas alteragGes estavam surgimento
anormal de corpos vacuolares, diminuicdo ou desaparecimento dos ribossomos, dilatacdo do
reticulo endoplasmatico rugoso, marginalizacdo da cromatina, alargamento do espago
perinuclear, desaparecimento do envelope nuclear e dissolu¢cdo do ndcleo. Além dessas, a

exposicao ao geraniol também causou danos parciais a membrana plasmatica e extravasamento
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do conteudo intracelular do parasito. Esses resultados sugerem que a redu¢édo da viabilidade de
T. vaginalis seria decorrente dos danos a membrana e organelas (DAI et al., 2015).

Grande parte dos poucos estudos que investigam o papel de OEs e seus compostos
isolados frente T. vaginalis ndo investigam o mecanismo de morte do parasito. A falta de
mitocdndrias e presenga de hidrogenossomos como organela responsavel pelo metabolismo
energeético de produgdo de ATP e H» faz com que T. vaginalis seja um interessante modelo para
estudos em biologia celular (VIEIRA et al., 2015). Contudo, ndo existem informacfes na
literatura cientifica a respeito da capacidade dos OEs de interferirem em vias bioguimicas desse

parasito, destacando a necessidade de pesquisas nesse sentido.

2.6 A familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae engloba cerca de 140 géneros de importancia econdmica e
ecoldgica com mais de 6.000 espécies de arvores e arbustos distribuidos em diversas regiGes
tropicais e subtropicais, tais como Australia, sudeste Asiatico, América do Sul, india, Nova
Caled6nia e muitas ilhas do Pacifico. De acordo com suas caracteristicas e atributos, as espécies
da familia Myrtaceae encontram-se divididas em duas subfamilias: Psiloxyloideae com duas
tribos e Myrtoideae com quinze tribos (WILSON et al., 2001; WILSON et al., 2005;
GOVAERTS et al., 2008; WILSON, 2011; THORNHILL et al., 2015).

No Brasil, a familia Myrtaceae encontra-se distribuida em todos os dominios
fitogeogréaficos, ocorrendo quase 1200 espécies subordinadas a 29 géneros. Um extenso
levantamento da flora brasileira responsavel por catalogar espécies de plantas e fungos aponta
que destas, 784 sdo endémicas do Brasil, ou seja, ocorrem apenas no territorio do pais. Dessa
forma, sdo levantadas questBes que visem o maior conhecimento e auxiliem na efetiva
conservacdo das espécies desse grande e diverso grupo de plantas (SOBRAL et al., 2010;
PROENCA et al., 2021).

As plantas da familia sdo caracterizadas como arvores ou arbustos de caule cilindrico e
casca aspera ou lisa, e geralmente o ritidoma desprende-se em placas ou laminas. As espécies
apresentam folhas simples, opostas e inteiras. As inflorescéncias podem ser terminais ou
axilares, racemiformes, fasciculiformes, glomeruliformes ou paniculiformes, podendo ocorrer
flores solitarias e axilares. As flores sdo bissexuais, com célice caliptriforme; sépalas
geralmente persistentes; 4-5 pétalas, reduzidas ou ausentes, alvas, estames numerosos, livres;

ovario infero, nimero variavel de I6culos e 6vulos; frutos tipo baga, com o embrido envolvido
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por polpa carnosa. Além disso, as plantas apresentam glandulas oleiferas sob a forma de pontos
translcidos ou imersas nos tecidos (GIARETTA et al., 2016).

A familia é reconhecida ndo apenas por sua diversidade, mas também pela grande
importancia econdmica. Varios géneros sao notaveis fontes de madeira e OEs, como Eucalyptus
e Corymbia; especiarias como o género Syzygium (cravo-da-india); pecas ornamentais como
Callistemon, Melaleuca, Myrrhinium e Eugenia. Entre as frutiferas comercializadas e
apreciadas na alimentacdo, destacam-se espécies dos géneros Psidium (goiabas), Eugenia
(pitangas), Myrciaria (jabuticabas) e Syzygium (jambo e jameldo). Além disso, as plantas desta
familia sdo empregadas na medicina popular para o tratamento de enfermidades, como
diarreias, dores de barriga e afeccdes respiratorias (GRATTAPAGLIA et al., 2012;
GIARETTA et al., 2016).

Além da importancia econdmica, as espécies da familia Myrtaceae apresentam grande
potencial ecoldgico, tendo em vista que seus frutos carnosos e suculentos atuam como fonte de
alimento para a fauna silvestre. Muitas aves e primatas auxiliam na dispersdo das sementes
destas plantas, contribuindo assim para a sobrevivéncia e permanéncia dessas espécies no meio
ambiente (BEZERRA et al., 2006).

2.6.1 O género Eugenia

O género Eugenia é um dos mais importantes e explorados dentro da familia Myrtaceae.
E composto por aproximadamente 1.050 espécies frutiferas de distribuicdo pantropical, sendo
que destas, aproximadamente 407 ocorrem no Brasil. O género engloba inimeras espécies de
teor comestivel, madeireiro, ornamental, apresentando grande potencial para a exploracdo
comercial (FLORA DO BRASIL, 2021; MAZINE et al., 2014; WILSON, 2011).

As espécies do género Eugenia caracterizam-se por habitos que variam de subarbustivo
a arbdreo, de plantas glabras ou com tricomas. As flores apresentam-se como tetrameras,
raramente pentdmera ou hexamera. O calice exibe lobos livres ou fusionados, parcialmente ou
completamente, rasgando-se regularmente ou irregularmente; bracteas persistentes ou deciduas;
bractéolas persistentes até os frutos ou deciduas. Hipanto presente, glabro ou piloso. Apresenta
estilete com estigma puntiforme e ovario 2-locular, com 1 a numerosos évulos por l6culo. Seus
frutos podem ser globosos, oblatos, elipsoides ou piriformes, de coloracdo amarela, vermelha,
laranja ou roxa quando maduro; as sementes possuem testa membranacea a crassa, com
consisténcia lenhosa e apresenta embrido com cotilédones livres, fundidos ou parcialmente
fusionados entre si (FLORA DO BRASIL, 2021; WILSON, 2009).
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Devido a sua ampla distribuicdo por toda regido neotropical e nos mais diversos
dominios fitogeograficos (Mata Atlantica, Amazonia, Caatinga, Cerrado, entre outros), as
plantas do género Eugenia experimentam grandes pressdes ambientais. Apesar disso, a relativa
homogeneidade morfoldgica de folhas e frutos sdo fatores que dificultam sua identificacdo e
delimitacdo (OLIVEIRA, 2018).

Por serem amplamente utilizadas na medicina tradicional para o tratamento de
enfermidades do homem, as espécies deste género sdo alvos constantes de pesquisas, uma vez
que sdo detentoras de OEs e diversos metabdlitos que apresentam importantes ac6es bioldgicas
(DE SOUZA et al., 2018).

Estudos fitoquimicos conduzidos com OEs do género Eugenia demonstram grande
diversidade quimica intra e interespecifica, com predominio de sesquiterpenos ciclicos,
seguidos de monoterpenos, sem a presenca de fenilpropanodides (STEFANELLO et al., 2011).
Do ponto de vista farmacoldgico, estudos utilizando extratos, fracbes ou OEs evidenciam
atividades anti-parasitarias, antibacterianas, antifungicas, antioxidantes, citotdxicas e anti-
inflamatdrias (FIGUEIREDO et al., 2019; LAZARINI et al., 2020; SAMPAIO et al., 2019;
VECHI et al., 2020; VICTORIA et al., 2012).

2.6.1.1 Eugenia brejoensis Mazine

Eugenia brejoensis Mazine, conhecida popularmente como “cutia”, é uma espécie
nativa e endémica da regido Nordeste do Brasil. Pode ser encontrada nos estados da Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia, havendo relatos também de sua ocorréncia no Espirito
Santo (GIARETTA; PEIXOTO, 2014; MAZINE; SOUZA, 2008).

Apresenta-se como arbustos ou arvores (1.6 - 11 m) com folhas de formato eliptico ou
eliptico-oblonga de base aguda. Exibe inflorescéncia do tipo racemo, com flores possuindo
quatro sépalas e quatro pétalas. Seu fruto elipsoide ou globoso de coloracdo que varia de laranja
a avermelhado (MAZINE et al., 2020).

As folhas, frutos, cascas e caule da espécie sdo utilizados na medicina popular para
tratamento de diarreia, febre e reumatismo. Entre as propriedades farmacologicas investigadas
em E. brejoensis, podem-se destacar as atividades antimicrobiana (BEZERRA-FILHO et al.,
2020), inseticida (DA SILVA et al., 2015) e antiparasitaria frente T. cruzi (DE SOUZA et al.,
2017). Ainda, quanto a caracterizacdo quimica, o OE de E. brejoensis € composto
principalmente 6-cadineno, trans-cariofileno e¢ a-muurolol (DA SILVA et al.,, 2015; DE
SOUZA et al., 2017).
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2.6.1.2 Eugenia flavescens DC.

Eugenia flavescens DC., conhecida popularmente como ‘“araca-da-mata”, € uma
frutifera pertencente a familia Myrtaceae. E amplamente distribuida em territdrio brasileiro,
com excecdo da regido sul, podendo ser encontrada em dominios de Amazodnia, Caatinga,
Cerrado e Mata Atlantica (MAZINE et al., 2020).

Quanto a suas caracteristicas morfologicas, apresenta-se como arbustos, arvoretas ou
arvore (1-6 m) com folhas de formato eliptico, oblongo ou oblanceolada de base arredondada-
decorrente a cuneada-decorrente. Exibe inflorescéncia do tipo racemo umbeliforme, com flores
possuindo quatro sepalas e quatro pétalas. Seu fruto € globoso de superficie lisa, apresentando
uma Unica semente (FARIA JUNIOR, 2010).

Entre as propriedades bioldgicas investigadas para E. flavescens encontram-se as
atividades antioxidante, citotoxica (DA SILVA et al., 2017) e fitotoxica (CANTANHEDE et
al., 2017). O estudo quimico de fases organicas das folhas da espécie demonstra a presenca de
triterpenos, flavonoides e acidos fendlicos. Alem disso, os OEs obtidos das partes aéreas de E.
flavescens é rico em (E)-y-bisaboleno, B-bisaboleno e (E)-iso-y-bisaboleno, também sendo
relatada presenca de germacreno D e biciclogermacreno (CANTANHEDE et al., 2017; DA
SILVA etal., 2017; PEREIRA et al., 2010).

2.6.1.3 Eugenia gracillima Kiaersk.

Eugenia gracillima Kiaersk. é uma espécie vegetal pertencente a familia Myrtaceae,
conhecida popularmente como “murta” ou “cambui”. Pode ser encontrada nos estados da Bahia,
Ceard, Pernambuco, Goiés, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Sdo Paulo, Parand, Rio Grande
do Sul e Santa Catarina, ocorrendo naturalmente na Chapada do Araripe (PE), onde as frutas
apresentam importancia socioecondmica para a regido (ARAUJO et al., 2016a; MAZINE et al.,
2020).

Apresenta-se na forma de arbusto (1,5-5 m) com folhas de formato eliptico, lanceolado
ou estreito eliptico, de base cuneada ou obtusa. Exibe inflorescéncia do tipo racemo, solitaria
ou racemo auxotélico; com flores possuindo quatro sépalas e quatro pétalas. Sua fruta é uma
baga, com forma oblonga em estagios ndo maduros e, quando maduros, em formato globoso
(MAZINE et al., 2020).

Os frutos de E. gracillima ainda sdo subexplorados. Contudo, devido a suas funcfes

nutricionais e funcionais, além de propriedades sensoriais, tém despertado o interesse dos
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consumidores. A comercializacdo de seus frutos é laboriosa, uma vez que estes apresentam
rapida deterioracdo. Assim, é necessario emprego de tratamentos tecnoldgicos como a reducéo
da umidade através da secagem, com objetivo de preservar a qualidade nutricional e aumentar
a durabilidade do material (FEITOSA et al., 2017).

O potencial bioldgico de E. gracillima ainda é pouco conhecido. Um Unico estudo
demonstra, contudo, sua promissora atividade anti-parasitaria frente Leishmania braziliensis e
Leishmania infantum (SAMPAIO et al., 2019). No que diz respeito a caracterizagdo quimica,
seus frutos apresentam alto teor de vitamina C, antocianinas totais, flavonoides amarelos e
carotenoides totais na massa fresca, o que indica seu potencial antioxidante (ARAUJO et al.,
2016b). Ainda, o OE obtido a partir das folhas de E. gracillima é composto principalmente por
sesquiterpenos, como o germacreno D, c-muuroleno, biciclogermacreno, germacreno B e 6-
elemeno (SAMPAIO et al., 2019).

2.6.1.4 Eugenia pohliana DC.

Eugenia pohliana DC., conhecida popularmente como “macé-do-mato”, é uma frutifera
pertencente a familia Myrtaceae. Pode ser encontrada nos estados de Pernambuco, Bahia e
Minas Gerais, sendo localmente abundante na regido da Chapada Diamantina (BA) (FARIA
JUNIOR, 2014).

Apresenta-se na forma de subarbusto ou arbusto (0,5-2 m), com tricomas simples,
branco-translicidos, dourados ou castanhos. Seu caule exibe ritidoma descamante; ramos
jovens castanho-cinéreos, velutinos a esparsos velutinos. Suas folhas sao elipticas, lanceoladas
a falciformes, dispondo-se quase completamente dobradas no material herborizado,
apresentando ainda glandulas salientes em ambas as faces. As nervuras laterais sdo imersas na
lamina foliar, muito pouco visiveis e as vezes pouco salientes. Exp8e inflorescéncia com flor
isolada a dicésio, botdo floral piriforme e pétalas de cor branca. Seus frutos sdo globosos e de
cor verde-escura quando imaturos (FARIA JUNIOR, 2014).

Eugenia pohliana floresce entre os meses de julho a novembro, com periodo de
frutificagdo de setembro a novembro. A espécie ocorre em campos rupestres e sujos, cerrado
ralo e carrascos, possuindo preferéncia por ambientes altos, ocorrendo em altitudes de 600-
1300m (FARIA JUNIOR, 2014).

Levantamentos etnobotanicos realizados por nosso grupo de pesquisa nos municipios
de Lagoa Grande, Santa Maria da Boa Vista e Buique (PE) mostraram que a magéa-do-mato é

utilizada na medicina popular local para tratamento de desordens inflamatorias, o que indica
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que 0s compostos bioativos presentes na planta podem ter potenciais beneficios para a saude
humana (comunicacao pessoal).

Apesar de Eugenia ser um dos géneros mais extensamente estudados da familia
Myrtaceae, ainda existe uma lacuna na literatura referente a validacdo de atividades

farmacoldgicas e caracterizacdo quimica dos produtos obtidos a partir de E. pohliana.

2.6.1.5 Eugenia stipitata McVaugh

Eugenia stipitata McVaugh, conhecida popularmente como “araga-boi”, € uma frutifera
da Amazobnia pertencente & familia Myrtaceae. E originaria da Amazonia Ocidental,
comumente cultivada em pequena escala no Peru, Bolivia, Equador, Colémbia e Brasil
(SACRAMENTO et al., 2008).

Apresenta-se sob a forma de arvoreta a arvore (2-18 m), com abundante ramificacao e
folhagem. Suas folhas sdo elipticas, verde-escuras e as pequenas inflorescéncias possuem de 3
a 15 flores hermafroditas, com pétalas brancas e 75 a 150 estames. Seu fruto é uma baga
globosa, de formato redondo ou achatado, com casca delgada e coloracdo amarela quando
madura (MAZINE et al., 2020).

Na medicina popular local, o ara¢a-boi € utilizado no tratamento de desordens intestinais e
urinarias, além também de aliviar os sintomas de resfriado (FERNANDEZ-TRUJILLO et al.,
2011). Entre as propriedades bioldgicas investigadas em E. stipitata, podem-se destacar as
atividades antinociceptiva, anti-inflamatéria e antipirética (COSTA et al., 2020),
antimicrobiana (MEDEIROS et al., 2003), antimutagénica e antigenotoxica (NERI-NUMA et
al., 2013). No que diz respeito a caracterizacdo quimica, o0 OE de E. stipitata é composto
principalmente por sesquiterpenos como guaiol, trans-cariofileno, p-eudesmol e y-eudesmol
(COSTA et al., 2020).

2.6.2 O género Myrciaria

O género Myrciaria abrange espécies vegetais que podem ser exploradas comercialmente
pela produgéo de frutos comestiveis, como é o caso de M. dubia (camu-camu) e M. cauliflora
(jabuticabeira) (BEZERRA et al., 2000). Ainda ndo h4 um consenso quanto ao numero exato
das espécies deste género. No Brasil, sdo conhecidas cerca de 24 espécies que se distribuem
pela Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Pampa (STADNIK et al., 2020).
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Os estudos fitoquimicos deste género encontrados na literatura reportam a presenca de
acido ascérbico, taninos e glicosideos cianidinicos e peonidinicos (ALBUQUERQUE et al.,
2020; REYNERTSON et al., 2006) e principalmente compostos fendlicos, como cianidina-3-
O-glucosideo e os acidos galico e elagico (MARTINS et al., 2021). No que diz respeito ao
potencial farmacoldgico, produtos naturais obtidos a partir de espécies do género Myrciaria
apresentam propriedades analgésicas, antiedematogénicas (DA SILVA et al., 2020),
antioxidantes, antimicrobianas (FIDELIS et al., 2020) e anti-parasitarias (DO CARMO et al.,
2020).

2.6.2.1 Myrciaria floribunda (West ex Willd.) O. Berg

Myrciaria floribunda (West ex Willd) O. Berg, conhecida popularmente como “cambui”
ou “camboim”, é uma arvore nativa da América Central e do Sul, crescendo bem em climas
secos e umidos. No Brasil, encontra-se distribuida na Amazodnia, Caatinga, Cerrado e Mata
Atlantica. No Nordeste a espécie esta presente nos estados de Alagoas, Bahia e Pernambuco
(DE OLIVEIRA et al., 2018; STADNIK et al., 2020).

Apresenta-se sob a forma de arvore, com altura variando entre 2 e 5 m. Suas folhas
apresentam forma lanceolada ou ovada, a base é aguda ou obtusa, com apice agudo, atenuado
ou acuminado. As flores sdo sésseis, reunidas em glomérulos, axilares. Os frutos sdo globosos
e possuem coloracdo vermelho-escura a roxo quando maduros, contendo 1 Unica semente
(STADNIK et al., 2020). Os frutos de M. floribunda sdo utilizados com fins alimenticios pelas
populacdes, sendo frequentemente consumidos in natura. Além disso, sdo utilizados no preparo
de sucos e bebidas alcodlicas (DE OLIVEIRA et al., 2018).

M. floribunda apresenta grande potencial farmacoldgico, se destacando seus potenciais
antimicrobiano (DE AZEVEDO et al.,, 2019), antitumoral (TIETBOHL et al., 2017),
antioxidante (DE OLIVEIRA et al., 2018), inseticida (TIETBOHL et al., 2014), anti-
inflamatdrio (SANTOS et al., 2020) e inibidor da enzima acetilcolinesterase (TIETBOHL et
al., 2012). No que diz respeito a caracterizagdo quimica, o OE de M. floribunda é composto
principalmente por monoterpenos como o 1,8-cineol e a-terpineol, e sesquiterpenos como -
himachaleno e zonareno (TIETBOHL et al., 2012). Além disso, seus extratos contém
compostos fenolicos, flavonoides, taninos (TIETBOHL et al., 2017) e triterpendides como
norlupano, &cido platanico e lupano (2a,6a,30-acido tri-hidroxi-betulinico) (DE AZEVEDO et
al., 2019).
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2.6.3 O género Psidium

O género Psidium é um dos mais importantes e exploradas dentro da familia Myrtaceae.
E composto por aproximadamente 100 espécies frutiferas originarias das Américas tropical e
subtropical, sendo que destas, aproximadamente 60 ocorrem no Brasil. O género engloba
inimeras espécies de teor comestivel, madeireiro e ornamental, apresentando grande potencial
para a exploragéo comercial (BEZERRA et al., 2006; TULER et al., 2020).

A caracterizacdo quimica de produtos naturais obtidos a partir de espécies do género
Psidium demonstra a ocorréncia de diversas classes de constituintes, como alcaloides,
flavonoides, terpenos, taninos e esterdis (BEGUM et al., 2004; HO et al., 2012; SHU et al.,
2012; KAUR et al., 2016). Do ponto de vista farmacoldgico, ensaios utilizando extratos, fracoes
ou OEs de plantas desse género evidenciam atividades anti-parasitarias, antibacterianas,
antifingicas, antioxidantes, antimutagénicas e anti-inflamatdrias, possuindo ainda potencial na
reducdo da contaminacdo ambiental por metais pesados (ANDRADE-VIEIRA et al., 2017,
MORAIS-BRAGA et al., 2016a; MORAIS-BRAGA et al., 2016b; LEITE etal., 2017; SOUZA
etal., 2017; NASCIMENTO et al., 2018).

2.6.3.1 Psidium myrsinites DC.

2 (3

Psidium myrsinites DC., conhecida popularmente como ‘“araga-bravo”, “araca-de-
veado” ou “goiabinha” ¢ uma frutifera pertencente a familia Myrtaceae. Podem ser encontradas
nos estados do Ceard, Pernambuco, Bahia, Tocantins, Goiés, Mato Grosso, Maranhdo, Piaui e
Distrito Federal (LEITE et al., 2016). Na medicina popular local, o araca-de-veado é utilizado
no tratamento de desordens intestinais, como dores de barriga e diarreia, além de também atuar
no combate a inflamacGes e ajudar na cicatrizacdo de ferimentos (RIBEIRO et al., 2014).

Apresenta-se na forma de arvore, sem exsudacdo ao se destacar a folha; copas com
ramos e gemas terminais glabras. Suas folhas sdo simples, opostas, cruzadas ou elipticas, com
nervacdo broquidédroma. Alguns individuos apresentam glandulas visiveis que exalam odor
agradavel quando as folhas sdo amassadas. As flores apresentam 5 pétalas livres de cor branca.
Seus frutos séo piriformes, coroados com as sepalas remanescentes. As sementes sao esferoides,
com testa 6ssea de cor creme (SILVA-JUNIOR, 2005).

Os extratos e OEs obtidos a partir de P. myrsinites apresentam diversas atividades
bioldgicas, entre elas atividade antimicrobiana (DURAES et al., 2017), inseticida (DIAS et al.,
2015), antioxidante (LEITE et al., 2016) e anti-parasitaria (VANDESMET et al., 2020b). No
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que diz respeito a composi¢do quimica, os extratos de P. myrsinites contém taninos, saponinas,
flavonoides, antraquinonas, glicosideos, cumarinas, terpenos e/ou esteroides (LEITE et al.,
2016; DURAES et al., 2017). O OE viscoso e translicido apresenta principalmente compostos
oxigenados e sesquiterpenos como o 6xido de cariofileno, epéxido de humuleno II, B-

cariofileno e a-cariofileno (CASTELO et al., 2014; MEDEIROS et al., 2015).
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Investigar o potencial anti-Trichomonas vaginalis de 6éleos essenciais extraidos das
folhas de espécies de Myrtaceae de ocorréncia na Caatinga, além de caracterizar a composi¢ado

quimica do 6leo essencial de Eugenia pohliana (OEEp).

3.2 Especificos

e Extrair os 6leos essenciais das folhas de Eugenia stipitata (OEEs), Eugenia brejoensis
(OEED), Psidium myrsinites (OEPm), Eugenia gracillima (OEEQ), Eugenia flavescens (OEEf),
Myrciaria floribunda (OEMTf) e Eugenia pohliana (OEEp);

e Auvaliar a atividade anti-Trichomonas vaginalis do OEEs, OEEb, OEPm, OEEg, OEEf,
OEMf e OEEp;

e Caracterizar quimicamente o OEEp através de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM);

e Determinar a citotoxicidade in vitro dos OEPm, OEEg, OEMf e OEEp frente a linhagem
epitelial vaginal, renal e fibroblastos;

e Auvaliar a atividade hemolitica dos OEPm, OEEg, OEMf e OEEp frente eritrocitos

humanos.
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RESUMO

A tricomoniase, causada pelo protozoario Trichomonas vaginalis, é a infeccdo sexualmente
transmissivel ndo viral mais comum, com 156 milhdes de casos em todo o mundo. Atualmente,
o tratamento da infecgdo é baseado na utilizagdo dos farmacos 5-nitroimidazdis, metronidazol
e tinidazol. No entanto, o surgimento de isolados resistentes e os efeitos adversos orientam a
busca por alternativas terapéuticas. Dessa forma, a investigacdo do potencial farmacol6gico de
espeécies de plantas e seus 6leos essenciais sdo abordagens relevantes. Neste estudo, a atividade
anti-T. vaginalis de seis 0leos essenciais de Myrtaceae que ocorrem na Caatinga foi avaliada.
Apds o screening contra T. vaginalis, os 6leos essenciais de Psidium myrsinites (OEPm),
Eugenia gracillima (OEEQ) e Myrciaria floribunda (OEMf) foram eficazes na reducdo de 100%
da viabilidade do trofozoito na concentracdo de 500 ug/mL. Os OEPm, OEEg e OEMf
apresentaram 1Cso de 179,0, 162,9 e 161,3 ug/mL, respectivamente. Além disso, os 0leos
essenciais demonstraram citotoxicidade contra as linhagens de células de mamiferos. Em geral,
os Oleos essenciais de Myrtaceae ocorridos na Caatinga apresentam potencial para aplicacao
biotecnologica como novos agentes contra T. vaginalis. Contudo, novos estudos devem ser
realizados a fim de reduzir a toxicidade e assegurar a seguranca desses produtos naturais.

Palavras-chave: Tricomoniase. Trichomonas vaginalis. Oleo essencial. Myrtaceae.
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Introducéo

Trichomonas vaginalis € o protozoario parasito responsavel pela tricomoniase, a
infeccdo sexualmente transmissivel (IST) de origem n&o viral mais comum em todo o0 mundo.
Em 2016, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimou a incidéncia de 156 milhdes de
casos de tricomoniase, correspondendo a quase metade da incidéncia global de ISTs naquele
ano (ROWLEY et al., 2019). Além disso, a tricomoniase estd associada a complicacGes que
incluem infertilidade, doenca inflamatoria pélvica, cancer de prdstata, cancer cervical e
aumento do risco de transmisséo e aquisi¢do do HIV (MERCER; JOHNSON, 2018).

As opcles terapéuticas para o tratamento dessa IST sdo restritas aos farmacos 5-
nitroimidazois (VAN GERWEN; MUZNY, 2019). Além disso, os efeitos adversos e 0
surgimento de isolados resistentes sdo problemas cada vez mais importantes que inviabilizam
o tratamento (KIRKCALDY et al. 2012), evidenciando a urgéncia na busca de alternativas
terapéuticas para 0 manejo dessa infecgéo.

Os oleos essenciais (OEs) sdo produtos naturais que desempenham um papel importante
na busca por novos agentes terapéuticos e tém demonstrado diversas propriedades
farmacoldgicas, incluindo atividade anti-parasitaria contra T. vaginalis (FARIAS et al., 2019).
Na prospeccao de agentes quimioterapéuticos contra T. vaginalis nosso grupo tem enfoque no
estudo de OEs da Caatinga. O dominio fitogeografico da Caatinga é exclusivo do territorio
brasileiro e trata-se de uma das mais biologicamente diversas regides semiaridas do mundo,
caracterizada pelas altas temperaturas, florestas sazonalmente secas, regime irregular de chuvas
e vegetacdo espinhosa-arbustiva (SILVA et al.,, 2017). Dessa forma, as bruscas variacdes
climaticas as quais as espécies da Caatinga sdo submetidas modulam a producéo de metabolitos
secundarios que despertam interesse para exploracdo biotecnolégica (ARCOVERDE et al.,
2014).

Recentemente, a familia Myrtaceae foi destacada como detentora de espécies com
potencial tricomonicida em extratos e fragcdes (MEHRIARDESTANI et al., 2017). Contudo, 0s
OEs obtidos de espécies da familia Myrtaceae ainda precisam ser investigados como agentes
tricomonicidas. Portanto, o presente estudo objetivou avaliar o potencial anti-T. vaginalis e
citotoxicidade de OEs de espécies de Myrtaceae de ocorréncia na Caatinga, utilizadas por

comunidades do sertdo no tratamento de desordens inflamatorias.
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Materiais e métodos

Coleta e identificagdo do material vegetal

A coleta de material vegetal foi realizada em trés areas do estado de Pernambuco: Parque
Nacional do Catimbau (Latitude: 8° 30’ 57" S; Longitude: 37° 20’ 59" W), Serra da Madeira
em Santa Cruz da Baixa Verde (Latitude: 07° 49' 14" S; Longitude: 38° 09' 10" W) e Serra dos
Paus Ddias na Chapada do Araripe (Latitude: 7° 21" S; Longitude: 39° 53" W). Seis espécies
foram selecionadas para obtencdo dos 6leos essenciais, sendo depositadas no Herbario
Caririense Dardano de Andrade Lima, Herbario do Semiarido do Brasil (HESBRA) e no
Herbéario do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA). As seis espécies coletadas e seus
respectivos vouchers foram: Eugenia stipitata McVaugh (13.054), Eugenia brejoensis Mazine
(84.033), Psidium myrsinites DC. (14.204), Eugenia gracillima Kiaersk. (13.055), Eugenia
flavescens DC. (HESBRA 1753) e Myrciaria floribunda (West ex Willd.) O. Berg (92.722).

Extracéo dos 6leos essenciais

Os 6leos essenciais das folhas frescas (500g) foram obtidos por meio de arraste a vapor
por 3 horas, em aparelho tipo Clevenger. Apds esse periodo, os éleos essenciais foram tratados

com sulfato de sodio anidro (Na2SOa), filtrados e armazenados a 4 °C até analise posterior.
Cultura dos tricomonas

Os ensaios foram conduzidos com o isolado de T. vaginalis 30236 (da American Type
Culture Collection (ATCC, EUA). Os trofozoitos foram mantidos em meio trypticase-yeast
extract-maltose (TYM), pH 6,0, suplementado com soro bovino inativado por calor (10%, v/v)
a 37 °C (DIAMOND, 1957). Os tricomonas na fase de crescimento logaritmico exibindo mais
de 95% da motilidade e morfologia normais foram coletados, centrifugados e ressuspensos em

um novo meio TYM para 0s ensaios.
Screening anti-T. vaginalis e determinacéo da concentracgéo inibitdria média (1Cso)

O ensaio de bioatividade dos OEs contra T. vaginalis foi realizado em placas de 96
pocos. O dimetilsulfoxido (DMSO) em uma concentracdo final de 0,6% foi utilizado como
veiculo de solubilizagdo dos OEs. A suspensdo de tricomonas na densidade de 2,0 x 10°
trofozoitos/mL foi incubada com os compostos a 500 pug/mL por 24 h a 37 °C em uma atmosfera
de 5% de CO>. A viabilidade dos parasitos foi avaliada por contagem em camara de Neubauer

usando o corante de excluséo azul de tripano (0,2%). Dois controles foram usados: controle
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negativo apenas com trofozoitos em meio de cultura suplementado e controle de veiculo com
0,6% de DMSO. Os resultados foram expressos como a porcentagem de trofozoitos viaveis em
comparagdo com parasitos ndo tratados. Os OEs capazes de reduzir a viabilidade dos trofozoitos
em 100% foram testados para determinar a concentracdo inibitoria que reduz 50% da densidade
de trofozoitos (I1Cxo).

Para determinar os valores de ICso dos OEs mais ativos, os ensaios foram realizados em
condicdes semelhantes aos experimentos de screening descritos anteriormente, com faixas de
concentracdo de 500 pug/mL a 15,65 ug/mL. Os valores de I1Cso foram determinados utilizando

o software GraphPad Prism6 através do modelo de regressdo ndo linear.

Citotoxicidade e determinacgdo da concentracéo citotoxica média (CCso)

Células Vero (linhagem de células epiteliais de rim de macaco), MRC-5 (linhagem de
células de fibroblastos humanos) e HMVII (linhagem de células epiteliais vaginais) foram
utilizadas nos ensaios de citotoxicidade. A diluicdo dos OEs foi realizada conforme mencionado
acima, utilizando meios RPMI e DMEM suplementados com soro fetal bovino (20%, v/v). Apds
24 horas de incubacdo, a viabilidade celular foi avaliada medindo a redugdo de MTT [brometo
de 3 (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazo6lio] a cristais de formazan, produzidos por células
viaveis, usando espectrofotometria para medir a absorbancia a 570 nm. Trés controles foram
usados nos ensaios: controle de células ndo tratadas, controle de veiculo (DMSO a 0,6%) e
controle positivo (Triton X-100). O indice de seletividade (IS) para cada célula de mamifero
foi calculado com base na razdo CCso/ICso usando os valores de 1Cso obtidos para o isolado de
T. vaginalis 30236 (RIGO et al., 2019).

Ensaio de hemblise

O efeito hemolitico dos OEs nos eritrdcitos humanos foi avaliado. O Comité de Etica
em Pesquisa da UFRGS aprovou 0s ensaios sob autorizacdo CAAE 69979817.5.0000.5347. A
suspensdo de eritrocitos (5,0 x 107 células/mL) foi incubada com os OEs na faixa de
concentragéo de 500 pg/mL a 15,65 pg/mL, por 24 ha 37 °C (KISS et al., 2010). A hemoglobina
liberada nos sobrenadantes foi quantificada espectrofotometricamente medindo a absorbancia
a 540 nm. A porcentagem de hemolise foi comparada ao controle positivo (100% de hemolise)
(Triton X-100, 0,2%). O IS também foi calculado conforme descrito nos ensaios de

citotoxicidade.
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Analises estatisticas

Todos os testes foram realizados em triplicata com trés culturas independentes (n = 3).
O teste t de Student foi utilizado para as analises estatisticas com nivel de significancia de 5%
sendo aplicado aos dados. Os valores de ICsp e CCsp foram calculados usando o software

GraphPad Prism6 (San Diego, CA) por regressdo nao linear.

Resultados e Discussao

Seis 0Oleos essenciais foram obtidos a partir das folhas de plantas coletadas em regido de
Caatinga com o0 objetivo de rastrear a atividade tricomonicida frente o isolado de Trichomonas
vaginalis 30236 na concentracdo de 500 ug/mL (Figura 1). Dos 6 OEs testados, 3 (OEPm,
OEEg e OEMTf) apresentaram demarcada atividade anti-T. vaginalis, inibindo a proliferacédo
dos trofozoitos em 100%. Os OEEb e OEEf apresentaram moderada atividade tricomonicida
(>50% de inibicdo do protozoario), enquanto o OEEs ndo apresentou atividade relevante. Esses
resultados sugerem que novos compostos anti-T. vaginalis podem ser obtidos a partir de OEs
de espécies de Myrtaceae com ocorréncia no dominio Caatinga.

Até agora, apenas alguns OEs com atividade tricomonicida foram descritos. O OE de
Aframomum sceptrum, demonstrou ter atividade anti-T. vaginalis na forma trofozoitica do
parasito em baixas concentracbes (CHEIKH-ALI et al., 2011). O OE de Nectandra
megapotamica rico em (+)-a-bisabolol (93,7%) como constituinte majoritério, foi relatado por
exibir atividade contra T. vaginalis, com um valor de ICsp de 98,7 pg/ml. Na concentragéo de
250 pg/ml a viabilidade dos trofozoitos foi de 1,10 + 0,69, enquanto em 500 pg/ml ndo haviam
parasitos vivos (FARIAS et al., 2019).

Os OEs de Myrciaria floribunda, Eugenia gracillima e Psidium myrsinites, previamente
identificados como mais promissores contra T. vaginalis, apresentaram 1Cso de 161,3, 162,9 e
179,0 png/ml, respectivamente (Tabela 1). A atividade tricomonicida dessas espécies ndo foi
relatada anteriormente na literatura. Contudo, E. gracillima e P. myrsinites, utilizadas na
medicina popular do Nordeste (Araripe, Pernambuco, Brasil) no tratamento de disturbios
inflamatdrios, demonstraram atividade contra outros protozoarios parasitos, como Leishmania
braziliensis e Leishmania infantum (SAMPAIO et al., 2019; VANDESMET et al., 2020).

Os resultados de citotoxicidade contra as linhagens de células Vero, MRC-5 e HMVII,
bem como o efeito hemolitico em eritrocitos humanos, sdo apresentados na Tabela 1. A
investigacdo da citotoxicidade de produtos naturais é essencial na aquisicdo de novos agentes
anti-parasitarios (BRENZAN et al., 2007).
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Os OEs apresentaram menor IS contra a linhagem tumoral de células epiteliais vaginais
(HMVI1), sendo mais seletivos para as células do que para os parasitos. Este resultado pode ser
explicado pelo fato de que alguns estudos demonstram que OEs de espécies pertencentes a
familia Myrtaceae apresentam atividade antitumoral in vitro (FIGUEIREDO et al., 2019;
HARASSI et al., 2019). O IS compara a seletividade de compostos para células ou parasitos.
Valores acima de 1,0 indicam maior seletividade para parasitos, enquanto valores abaixo de 1,0
sugerem maior seletividade para células (MOREIRA et al., 2019). Nossos dados sugerem que
apesar de apresentarem promissor efeito anti-T. vaginalis, os OEs demonstram baixa
compatibilidade com células de mamiferos.

Os OEs sdo amplamente constituidos por terpenos e seus derivados. Essa classe de
substancias tem carater lipofilico, o que permite a permeacdo através das membranas celulares
e interacdo com estruturas intercelulares que acabam aumentando a difusividade da membrana.
Esse processo danifica as funcBes celulares, levando a morte celular devido a permeacéo de
compostos citoplasméaticos (BARROS et al., 2016). Dessa forma, abordagens de
encapsulamento podem ser empregadas a fim de reduzir a toxicidade dos OEs, aumentando sua
farmacocinética e distribui¢do, bem como fornecendo seletividade a seu alvo (SHERRY et al.,
2013).

A toxicidade de OEs contra protozoarios parasitos € bem conhecida na literatura
(BORGES et al., 2012; CARVALHO et al., 2017; GARCIA et al., 2018). O é-cadineno foi
destacado como componente mais abundante compartilhado entre os OEs mais promissores
identificados neste estudo, sendo o constituinte majoritario do OEMf (Tabela 2).

De Souza et al. (2017) utilizando OEs de plantas da Caatinga, identificaram que o OE
de Eugenia brejoensis (Myrtaceae), contendo 6-cadineno como composto majoritério, foi o
mais efetivo frente as formas tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi. O d-cadineno também
foi identificado como componente majoritario do OE de Leoheo domatiophorus (Annonaceae),
o qual apresentou potencial anti-T. vaginalis (LE et al., 2020). E, além disso, 6-cadineno ja foi
relatado como constituinte de OEs com atividades antibacteriana (PEREZ-LOPEZ et al., 2011),
antitumoral (HUI et al., 2015) e leishmanicida (ZHELJAZKOV et al., 2008). Essas informagdes
em conjunto com os dados apresentados neste estudo sugerem que o0 &-cadineno pode ser o
responsavel pela atividade anti-T. vaginalis dos OEs das espécies de Myrtaceae da Caatinga.

Estudos de microscopia eletronica de transmissdo em trofozoitos de T. vaginalis
sugerem que o mecanismo de acdo tricomonicida dos OEs se da por meio de lise celular. A
interacdo com o OE causa danos ao sistema de membranas do parasito, vacuoliza¢do anormal
e destruicdo citoplasmatica (ELDIN; BADAWY, 2015). Além disso, os OEs tém sido
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destacados como sendo capazes de inibir a atividade enzimatica das cisteina peptidases (CPs)
de Giardia lamblia (DE ALMEIDA et al., 2007). Esta classe de peptidases é amplamente
distribuida em protozoarios parasitos, incluindo T. vaginalis, sendo importante para diversos
processos em seu ciclo de vida e evasdo da resposta imune do hospedeiro (HERNANDEZ et

al., 2014), sugerindo que as CPs de T. vaginalis podem ser alvos dos OEs.

Concluséao

No geral, os OEs de Myrciaria floribunda, Eugenia gracillima e Psidium myrsinites, em
compara¢do com as outras espécies de Myrtaceae de ocorréncia no dominio Caatinga,
apresentaram melhores atividades anti-T. vaginalis. No entanto, esses OEs apresentaram baixo
IS contra as linhagens de células de mamiferos utilizadas neste estudo, o que indica necessidade
da adocdo de abordagens de encapsulamento para reduzir a toxicidade e melhorar a seguranga
desses produtos naturais. Por fim, este estudo confirma a importancia de investigagdes quimicas
e bioldgicas a partir de produtos naturais de Myrtaceae da Caatinga na busca de novos agentes

tricomonicidas.
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Figura 1 — Atividade anti-T. vaginalis de 6leos essenciais contra isolado 30236. Os dados sdo apresentados como
média + desvio padrdo em relagéo ao controle (considerando a viabilidade de 100% dos trofozoitos). Os resultados
sdo representativos de pelo menos trés experimentos independentes realizados em triplicata. (*) Diferenca
estatistica significativa (p <0,05) quando comparado ao controle pelo teste t de Student; CV: controle de veiculo
(DMSO); OEEs: OE de Eugenia stipitata; OEEb: OE de Eugenia brejoensis; OEPm: OE de Psidium myrsinites;
OEEg: OE de Eugenia gracillima; OEEf: OE de Eugenia flavescens; OEMf: OE de Myrciaria floribunda.
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Tabela 1 - Citotoxicidade dos 6leos essenciais de P. myrsinites (OEPm), E. gracillima (OEEQ) e M. floribunda

(OEM() frente células Vero, MRC-5, HMVII e eritrécitos.

OEs T. vaginalis Vero IS MRC-5 IS HMVII IS Eritrdcitos IS
1Cso CCso CCso CCso HCso
(Mg/mL)  (pg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)
OEPmM 179.0 1195 066 7928 044 1488 0.83 106.4 0.59
OEEg 162.9 97.26 059 4354 026 2762 0.16 59.93 0.36
OEMf 161.3 1358 084 1129 069 5644 034 171.6 1.06

Os dados representam a média + desvio padrdo para trés experimentos realizados em triplicata. 1Cso: concentragao
inibitdria para 50%; CCso: concentracdo citotoxica até 50%; HCso: concentracdo hemolitica para 50%; IS: indice

de seletividade (CCsp de linhagens celulares/ICso contra T. vaginalis).



Tabela 2 - Constituintes majoritarios identificados por CG/EM dos 6leos essenciais de P. myrsinites, E.

gracillima e M. floribunda.

Compostos OEPmM* OEEg** OEMf*
Conteddo relativo (%)
Bicyclogermacrene - 8.53 1541
Epi-a-muurolol - - 13.32
Germacrene B - 7.43 -
Germacrene D 1.44 16.10 4.15
Spathulenol 17.65 0.67 2.81
Viridiflorol 6.74 0.42 -
a-cadinol 1.85 0.45 13.98
[B-caryophyllene 16.12 - -
B-pinene 4.52 - -
y-cadinene 412 - 4.4
y-muurolene - 15.60 1.93
d-cadinene 2.46 6.23 21.07
d-elemene - 6.06 -

54

OEPm: Oleo essencial de Psidium myrsinites; OEEQ: 6leo essencial de Eugenia gracillima; OEMf: Oleo essencial

de Myrciaria floribunda; (*) dados ndo publicados; (**) previamente publicado por Sampaio et al. 2019.
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RESUMO

Trichomonas vaginalis é o agente etiol6gico da tricomoniase humana, a infec¢do sexualmente
transmissivel (IST) de origem néo viral mais comum no mundo. A incidéncia anual da infecgédo
é estimada em cerca de 156 milhdes de casos, sendo maior que 0 nimero de novos casos de
outras ISTs. Atualmente, a terapéutica da tricomoniase é baseada na classe dos 5-
nitroimidazois. Contudo, a emergéncia de isolados resistentes e os efeitos adversos estimulam
a busca por novas alternativas terapéuticas. Nesse contexto, a investigacdo de espécies de
plantas e seus 6leos essenciais sdo abordagens interessantes na aquisi¢ao de novas alternativas
farmacologicas. Esse trabalho objetivou avaliar a composi¢do quimica do 6leo essencial de
Eugenia pohliana DC. (OEEp) por CG/EM, bem como suas atividades anti-T. vaginalis e
citotoxica. Os componentes majoritarios identificados no 6leo foram &-cadineno (20.23%),
biciclogermacreno (13.73%) e epi-a-muurolol (10.90%). Com relacdo a atividade anti-T.
vaginalis, o OEEp apresentou ICso de 264.3 pg/mL, sendo capaz de inibir 100% dos trofozoitos
na concentracdo de 500 pug/mL. Com relacdo ao ensaio de citotoxicidade, o OEEp apresentou
baixos indices de seletividade para as células de mamiferos. Contudo, apresentou indice de
seletividade acima de 1 para HMVII, ressaltando a necessidade de estratégias para diminuir a
toxicidade desse produto natural. Em sintese, 0 OEEp demonstra potencial para exploracédo
biotecnolégica como um novo agente contra T. vaginalis, confirmando a importancia de
investigacOes quimicas e bioldgicas de 6leos essenciais de espécies de Myrtaceae da Caatinga.

Palavras-chave: Eugenia pohliana DC. Myrtaceae. Tricomoniase. Trichomonas vaginalis. o-
cadinene.
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Introducéo

Trichomonas vaginalis € o agente causador da tricomoniase humana, a infeccdo
sexualmente transmissivel (IST) ndo viral mais comum em todo o mundo. A incidéncia anual
de infeccdo é estimada em 156 milhdes de casos, sendo superior a outras ISTS, como gonorreia,
sifilis e clamidia (ROWLEY et al., 2019). A infeccdo por esse protozodario parasito pode ter
consequéncias graves para a saude, como disturbios na gravidez, predisposi¢cdo ao cancer
cervical e doenca inflamatoria pélvica. Além disso, a tricomoniase também é um cofator
importante na transmissdo e aquisicdo do virus da imunodeficiéncia humana (MENEZES et al.,
2016).

Atualmente, o metronidazol (MTZ) é o farmaco de escolha recomendado pela Food and
Drug Administration (FDA, EUA) para o tratamento da tricomoniase. Embora as taxas de cura
sejam altas, esse medicamento apresenta falhas no tratamento, estando principalmente
associadas a ndo adesdo pelos efeitos colaterais e casos de reinfeccdo. Além disso, a eficacia
terapéutica do MTZ foi limitada pelo surgimento de isolados clinicos de T. vaginalis resistentes
(ROCHA et al., 2012; VIEIRA et al., 2017). Portanto, devido a necessidade urgente de novos
compostos capazes de melhorar o tratamento atual da tricomoniase, produtos naturais de alta
eficacia e baixa toxicidade podem ser uma fonte terapéutica alternativa.

Nesse contexto, 0s 6leos essenciais (OES) sdo apresentados como misturas complexas
de compostos volateis que tém demonstrado inumeras propriedades farmacoldgicas, incluindo
potencial contra T. vaginalis (DAI et al., 2016; FARIAS et al., 2019). Recentemente, a familia
Myrtaceae foi identificada como detentora de espécies com rico potencial tricomonicida
(MEHRIARDESTANI et al., 2017), embora estudos realizados com representantes desta
familia ainda sejam escassos.

Eugenia pohliana DC., é um arbusto de folhas simples endémico e nativo da Caatinga,
dominio fitogeografico exclusivo do Brasil demarcado pelas florestas secas e clima sazonal
(SILVA et al., 2017). Levantamentos etnobotanicos conduzidos por nosso grupo de pesquisa
mostram que E. pohliana é usada na medicina popular local para tratar doencas inflamatorias
(dados néo publicados), o que indica que os compostos bioativos presentes na planta podem ter
potenciais beneficios para a saide humana. Até onde sabemos, ndo ha relatos sobre a
composi¢do quimica e potencial farmacolégico do 6leo essencial das folhas de E. pohliana.
Portanto, no presente estudo investigamos a composi¢do quimica do OE de E. pohliana, bem

como sua atividade anti- T. vaginalis e citotoxicidade frente a células de mamiferos.
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Materiais e metodos
Material vegetal e extracao do 6leo essencial

As folhas de Eugenia pohliana DC. foram coletados no Parque Nacional do Catimbau,
Pernambuco, Brasil (08 ©37 23" S;37°09'21 " O) em julho de 2019. Do material coletado,
uma exsicata foi produzida e uma amostra foi depositada no Herbario Professor Vasconcelos
Sobrinho — PEUFR, com voucher n° 54.805. Para a obtencao do 6leo essencial das folhas de E.
pohliana (OEEp), o material vegetal foi triturado em pequenos pedacos e submetido ao método
de destilacdo por arraste a vapor (800g, 4h). O OE obtido foi filtrado, pesado e, em seguida, 0
rendimento de éleo foi calculado em % (p/p). O OEEp foi entdo armazenado em frascos de

vidro @mbar a -5 °C até ser utilizado para 0s ensaios.
Cromatografia Gasosa /Espectrometria de Massas

As analises de cromatografia gasosa (CG) foram realizadas para determinar as
proporgdes relativas dos componentes do OEEp. As anélises de GC foram executadas em
Thermo TraceGC Ultra (Thermo Scientific, Mildo, Italia) equipado com um detector por
ionizacdo de chama (DIC) (Thermo Scientific, Mildo, Italia) e uma coluna capilar de silica
fundida VB-5 (ValcoBond 60 m x 0,25 mm i.d.; espessura do filme: 0,25 mm) (Valco
Instruments Company Inc., Houston, TX, EUA). O nitrogénio foi empregado como gas de
arraste a uma taxa de fluxo de 1 mL/min. A temperatura inicial foi de 40 ° C, mantida por 2
min e, apos isso, foi aumentada para 230 °C a 4 °C/min e foi entdo mantido por 5 min. As
temperaturas do injetor e do detector foram ajustadas para 250 °C e 280 °C, respectivamente.
A amostra (1 pL; 2 mg/mL em n-hexano) foi injetada sem divisédo. A quantidade relativa de
cada componente foi estimada a partir da area do pico correspondente e expressa como uma
porcentagem da area total do cromatograma. As analises foram realizadas em triplicata.

A identificacdo dos compostos presentes no OEEp foi realizada por CG acoplada a um
espectrometro de massas (CG/EM). Essas analises foram realizadas usando um instrumento
quadrupolo Agilent 5975C Series GC/MSD (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA)
equipado com uma coluna capilar de silica fundida HP-5 nédo polar Agilent J&W (60 m x 0,25
mm i.d.; espessura do filme: 0,25 um) (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA). Um uL do
OEEp foi injetado (50:1) com a temperatura do injetor definida para 250 °C. A temperatura foi
ajustada para 40 °C, mantida por 2 min e entdo aumentada para 230 °C a 4 °C/min e,
posteriormente, mantida por 5 min. O hélio foi usado como gas de arraste a um fluxo de 1

mL/min. As temperaturas da fonte do EM e do quadrupolo foram ajustadas para 230 °C e 150
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°C, respectivamente. Os espectros de massa foram obtidos a 70 eV com uma velocidade de
varredura de 0,5 varreduras de m/z 35-550. Os compostos foram identificados analisando o EM
de cada pico cromatografico, comparando com padrfes auténticos e calculando os indices de
retencdo. Os indices de retencao linear dos componentes do OEEp foram calculados usando os
tempos de retencdo de cada composto e os tempos de retencdo dos n-alcanos (C9 a C25)
analisados nas mesmas condic¢des. Os valores calculados foram comparados com as taxas de

retencao presentes na literatura (ADAMS, 2007). As analises foram realizadas em triplicata.
Cultura dos tricomonas

Os ensaios foram realizados com o isolado de T. vaginalis 30236 (da American Type
Culture Collection (ATCC), EUA). Os trofozoitos foram mantidos em meio trypticase-yeast
extract-maltose (TYM), pH 6.0, suplementado com soro bovino adulto inativado por calor
(10%, v/iv) a37 ° C (DIAMOND et al., 1957). Os tricomonas na fase de crescimento logaritmico
exibindo mais de 95% da motilidade e morfologia normais foram colhidos, centrifugados e

ressuspensos em um novo meio TYM para 0s ensaios.
Atividade anti-T. vaginalis e determinacéo da concentracao inibitéria média (1Cso)

A atividade do OEEp foi realizada in vitro por diluicdo seriada em placas de 96 pocos,
a partir de 1000 pg/mL, sendo adicionado uma densidade final de 1,0 x 10° trofozoitos/mL em
cada poco. As placas de ensaio foram incubadas durante 24 h a 37 ° C e 5% de CO,. Foram
utilizados dois controles: controle negativo somente com parasitos em meio de cultura e
controle de veiculo (0,6% de DMSO). O nimero de parasitos vidveis foi verificado por
contagem usando hemocitémetro. Os resultados foram expressos como a porcentagem de
trofozoitos viaveis em comparagdo aos parasitos ndo tratados apos a incubacéo, considerando

a motilidade, morfologia normal e exclusdo pelo corante azul de tripano (0,2%).
Citotoxicidade e determinacgdo da concentracéo citotoxica média (CCso)

Para determinar a citotoxicidade do OEEp, foram utilizadas as linhagens celulares
MRC-5 (linhagem de células de fibroblastos humanos) e HMVII (linhagem de células epiteliais
vaginais). A diluicdo do OEEp foi realizada conforme mencionado anteriormente, utilizando
meios RPMI e DMEM suplementados com soro fetal bovino (20%, v/v). Apbs 24 horas de
incubac&o, a viabilidade celular foi avaliada medindo a redugdo de MTT [brometo de 3 (4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] para cristais de formazan, que sdo produzidos por

células viaveis, usando espectrofotometria para medicdo de absorbancia a 570 nm. O
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experimento foi conduzido usando trés controles: controle de células néo tratadas, controle de
veiculo (DMSO a 0,6%) e controle positivo (Triton X-100). Além disso, o indice de seletividade
(IS) para cada linhagem celular foi calculado com base na razdo CCso/ICsp, usando os valores
de ICsp obtidos para o isolado de T. vaginalis 30236 (RIGO et al., 2019).

Ensaio de hemélise

O efeito hemolitico do OEEp foi avaliado em eritrocitos humanos. O Comité de Etica
em Pesquisa da UFRGS aprovou 0s ensaios sob autorizacdo CAAE 69979817.5.0000.5347. A
suspensdo de eritrocitos (5,0 x 107 células/mL) foi incubada com OEEp na faixa de
concentracdo de 1000 pg/mL a 7,81 pg/mL, por 24 h a 37 °C (KISS et al., 2010). A
espectrofotometria para medicao de absorbancia a 570 nm foi usada para quantificar a liberacédo
de hemoglobina no sobrenadante. A porcentagem de hemolise foi comparada a 100% do
controle positivo (Triton X-100, 0,2%). O IS também foi calculado conforme descrito para 0s

ensaios de citotoxicidade.

Andlise estatistica

Todos os testes foram realizados em triplicata com trés culturas independentes (n = 3).
O teste t de Student foi utilizado para as andlises estatisticas com nivel de significancia de 5%
sendo aplicado aos dados. Os valores de ICso € CCso foram calculados usando o software

GraphPad Prism6 (San Diego, CA) por regressdo nao linear.
Resultados e discusséo

O ¢6leo essencial das folhas frescas de Eugenia pohliana (OEEp) apresentou rendimento
de 0,91%. Os componentes do OEEp com seus indices de retencdo (IR) sdo apresentados na
Tabela 1. As andlises de CG/EM mostram que o OEEp possui um perfil quimico complexo,
com a presenca de um total de 39 compostos, representando 99,94% de sua composicdo (com
base na area do pico). Os principais compostos identificados foram &-cadineno (20,23%),
biciclogermacreno (13,73%) e epi-a-muurolol (10,90%), todos sesquiterpenos.

Até 0 momento, nenhum outro estudo da caracterizacdo quimica de 6leo essencial de E.
pohliana com ocorréncia no dominio Caatinga foi realizado. Contudo, o OEEp apresentou
rendimento semelhante a outros OEs de espécies da mesma familia e de espécies do mesmo
género. Silva et al. (2020) estudaram o 6leo essencial de E. calycina e encontraram rendimento
de 1,05%. Os OEs de 12 especies de Psidium guineense de ocorréncia na Amazoénia foram
obtidos com rendimentos que variaram entre 0,1 e 0,9% (FIGUEIREDO et al., 2018). Essas
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diferencas podem ser atribuidas a diversos fatores, como incidéncia solar, composi¢éo do solo,
tempo de coleta e estresses bidticos (microrganismos, insetos ou outras plantas) (MORELLI et
al., 2017).

Na avaliacdo da atividade anti-parasitaria, 0 OEEp demonstrou ser ativo contra o
protozoario T. vaginalis com ICso de 264,3 pg/mL. Além disso, 0 OEEp foi capaz de inibir
100% dos trofozoitos na concentracdo de 500 ug/mL (Tabela 2). Pelo que sabemos, esta € a
primeira demonstracdo do potencial anti-T. vaginalis de um produto obtido de E. pohliana.
Embora escassos, estudos visando avaliar o potencial anti-T. vaginalis de OEs foram realizados
e tais ativos sdo promissores para prospeccdo de novos medicamentos (DAI et al., 2016;
ELDIN; BADAWY, 2015; FARIAS et al., 2019).

Os resultados de citotoxicidade frente as linhagens celulares MRC-5 e HMVII, bem
como o efeito hemolitico, sdo apresentados na Tabela 2. O OEEp apresentou baixas taxas de IS
contra MRC-5 e eritrécitos humanos, mas demonstrou valores acima de 1.0 para a linhagem
celular epitelial vaginal/HMVII (1,14). O IS é uma métrica usada para comparar a seletividade
de compostos para células ou microrganismos, com valores acima de 1.0 indicando maior
seletividade para parasitos, enquanto que valores abaixo de 1.0 sugerem maior seletividade para
células (MOREIRA et al., 2019).

Rios et al. (2008) estabeleceram que OEs apresentando CCsp < 100 pg/mL sdo
considerados como fortes agentes citotoxicos. Valores de CCso que variam entre 100 e 500
pg/mL caracterizam toxicidade moderada, enquanto valores maiores que 1000 pg/mL indicam
auséncia de toxicidade para células de mamiferos. Considerando esses critérios, o OEEp
apresenta moderada citotoxicidade contra as celulas HMVII, sitio alvo de infec¢do do T.
vaginalis.

A presenca de 8-cadineno entre os principais constituintes do OEEp pode justificar sua
atividade tricomonicida, uma vez que sua presenca em outros OEs com atividade anti-T.
vaginalis ja foi relatada (LE et al., 2020). Além disso, biciclogermacreno e epi-a-muurolol ja
foram identificados como parte da constituicdo majoritaria de outros OEs com potencial
antiparasitario (DA SILVA et al., 2013; MANTOVANI et al., 2013; MOREIRA et al., 2019),
sendo neste estudo o primeiro relato da ocorréncia majoritaria desses compostos em um OE
com potencial anti-T. vaginalis.

OEs ricos em sesquiterpenos sdo evidenciados como potenciais agentes antiparasitarios
(RODRIGUES et al., 2013; MOREIRA et al., 2017). Apesar de pouco se conhecer sobre os
mecanismos bioquimicos pelos quais essa classe de compostos atua sobre 0s protozoarios

parasitos, sabe-se que o carater lipofilico dos terpenos permite que estes permeiem as
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membranas celulares. Assim, esses compostos interagem com estruturas intercelulares
prejudicando suas funcgdes, o que leva a morte celular devido ao aumento da permeacao dos

componentes citoplasmaticos (BARROS et al., 2016).
Conclusao

Este é o primeiro relato dos constituintes volateis das folhas de Eugenia pohliana DC.
de ocorréncia no dominio Caatinga e sua atividade anti-T. vaginalis. A presenca de &-cadineno
no OEEp pode ser responsavel pela atividade tricomonicida, uma vez que esse composto foi
encontrado em outros Oleos essenciais com acdo tricomonicida, o que também estimula a
investigacdo de seu efeito isolado. Em geral, o0 OEEp demonstrou baixa compatibilidade com
células de mamiferos, alertando que ensaios adicionais devem ser realizados para determinar a
seguranca desse produto natural. Por fim, este estudo confirma a importancia das investigacdes
quimicas e biolégicas de 6leos essenciais de espécies de Myrtaceae da Caatinga, em particular

de Eugenia spp., na busca de novos e mais seguros agentes tricomonicidas.
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Tabela 1 — Composicao quimica do 6leo essencial de Eugenia pohliana (OEEp).

Componente IR? IRP % DP
a-pinene 932 930 0.01 0.00
limonene 1024 1027 0.04 0.01

d-elemene 1335 1337 8.09 0.08
a-cubebene 1348 1349 0.13 0.00
isoledene 1374 1372 0.01 0.00
a-copaene 1374 1376 0.57 0.01

Cis-p-elemene 1387(nist) 1385 0.09 0.01
B-elemene 1389 1392 1.39 0.02

a-gurjunene 1409 1410 2.73 0.05

E-caryophyllene 1417 1422 6.91 0.06
[-copaene 1430 1429 0.36 0.00
B-gurjunene 1431 1432 0.15 0.04
Aromadendrene 1439 1440 1.42 0.01
Cis-muurola-3,5-diene 1448 1447 0.00 0.00
trans-muurola-3,5-diene 1451 1451 0.01 0.00
a-humulene 1452 1454 1.49 0.02
Allo-Aromadendrene 1458 1462 2.58 0.02
trans-candina-1(6),4-diene 1475 1474 1.96 0.04
y-muurolene 1478 1478 1.75 0.08
germacrene D 1484 1482 1.13 0.08
Trans-muurola-4(14),5-diene 1493 1493 0.58 0.01
bicyclogermacrene 1500 1503 13.73 0.11
germacrene A 1508 1508 0.01 0.00
y-cadinene 1513 1517 1.88 0.26
d-cadinene 1522 1529 20.23 0.62
Trans-cadina-1,4-diene 1533 1535 0.58 0.01
a-cadinene 1537 1540 0.97 0.02

a-Calacorene 1544 1545 0.05 0.01

Palustrol 1567 1569 0.87 0.01

Germacrene D-4-ol 1574 1577 1.29 0.06
Globulol 1590 1587 3.08 0.05
Viridiflorol 1592 1594 2.20 0.02
Ledol 1602 1605 1.90 0.02
1,10-di-epi-cubenol 1618 1616 0.52 0.01
1-epi-cubenol 1627 1630 0.92 0.01
Epi-a-muurolol 1644 1647 10.90 0.10
a-muurolol 1644 1650 0.01 0.00
a-cadinol 1652 1661 9.09 0.10
shyobunol 1688 1695 0.32 0.01
Total % 99.94

IR? = indice de retencdo determinado; IR® = indice de retencdo da literatura especializada; % = Area do
componente em relagdo ao OEEp; DP = Desvio padréo.
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Tabela 2 — Atividade anti- T. vaginalis e citotdxica do 6leo essencial de E. pohliana.

Produto Concentragdo  T.vaginalis MRC-5% HMVII % Eritrocitos%

natural (ug/ml) %
ICs0 CCso (pg/ml) 2643 25.45 301.9 296.3
IS - 0.09 114 0.59
1000 00.00#0.0  10.01+1.60  18.97+559  121.40 +3.81
500 00.00 0.0 9.98+071 33174772  108.53 +0.03
250 58.86+23.50 11.31+0.97 57.51+7.04 8.41 +0.82
OEEp 125 100.69 1153 32.73+2.78 79.36+13.86  7.55+0.55
62,5 112.90 +8.33  48.40+14.10  84.50 +6.27 7.51 +0.46
31,25 ; 44.86 +6.92  84.70 +4.37 7.80 +0.25
15,62 ; 50.46 +3.18  86.40 +7.99 7.52 +0.71
781 ; 60.01 +10.55  93.55+8.63 7.76 +1.40

Os dados representam a média + DP para trés experimentos realizados em triplicata. ICso: concentragdo inibitéria para 50%;

CCso: concentragdo citotdxica até 50%; 1S: indice de seletividade (CCso de linhagens celulares / 1Cso contra T. vaginalis); %:
porcentagem de células viaveis / hemolisadas.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no desenvolvimento desta dissertacdo permitem as seguintes

conclusoes:

Esse estudo € o primeiro relato da atividade anti-Trichomonas vaginalis de 6leos
essenciais extraidos de espécies de Myrtaceae de ocorréncia na Caatinga, alem do
primeiro relato da composicdo quimica do 6leo essencial de Eugenia pohliana;

Os 6leos essenciais de Psidium myrsinites, Eugenia gracillima, Myrciaria floribunda e
Eugenia pohliana apresentaram atividade tricomonicida contra os trofozoitos de T.
vaginalis;

Os constituintes majoritarios do 6leo essencial de Eugenia pohliana identificados por
CG/EM foram: &-cadineno (20,23%), biciclogermacreno (13,73%), epi-a-muurolol
(10,90%), a-cadinol (9,09%), 5-elemeno (8,09%) e E-cariofileno (6,91%);

Os 6leos essenciais de Psidium myrsinites, Eugenia gracillima, Myrciaria floribunda e
Eugenia pohliana demonstraram moderada citotoxicidade contra as linhagens de células
de mamiferos utilizadas neste estudo;

Apesar de ter demonstrado moderada citotoxicidade frente a linhagem epitelial vaginal
(HMV11), sitio de infeccdo do Trichomonas vaginalis, o 6leo essencial de Eugenia
pohliana apresentou indice de seletividade de 1,14, ressaltando a necessidade da adogao
de abordagens que possam diminuir a toxicidade desse produto natural.
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CHARACTERIZATION OF BIOACTIVITY OF EXTRACTS OF THE

PLANT SPECIES JACARANDA RUGOSA AH. GENTRY
Francisco Henrigue da Silva”, Jodo Victor de Oliveira Alves', Janderson Weydson Lopes
Menezes da Silva®, Paloma Maria da Silva’, Larissa Gomes de Armuda’, Paulo Henrique Eloi
Fernandes’, Irivania Fidelis da Silva Aguiar’, Saulo Almeida de Menezes', Falba Bermnadete
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ABSTRACT

,_L-! American Journal of Biotechnology and Bioscience g

The use of plants by man a= a way to treat diseases is an an- *Cormespondsnce to Author
cient praciice and widely used within the communities. Plants  Francisco Henrigue da Siva
said to be medicinal present in their composition substances ca- Bjochemistry Depariment, Unkver-
pable of altering the systematic functioning of organs. and M3y gdade Federal de Perambuca,
studies plants and their ethnofarmacologic charackenistics has
attracted indusiries and researchers to elucidate their real bio-
logical influences in the organism. The Jacarnds rugosa, nate """"Ft“l mﬁﬁsmm
plant of the caafinga biome, has been used in the treatment of Vicor de Diivelra Aives, Jand
infectons and skin wounds and in the treatment of diseases. In
order to evaluate the bicactivities of this species, the methodod- YEYESON Lopes Menezac da Sii-
ogy of phytochemical prospecting was used, through thin layer '3 PAI0Ma Marla da Sha, Lanssa
. the verification of the anticxidant potential of S9Mes de Armuda, Faulo Henrigue
leaf and branch extracts, through techniques such as ney- ol Femandes, Invania Fideils da
ralization of DFPH and ABTS radicals, in order bo identify the Siiva Agular, Saulo Almeida oe
functioning of the iy and the performance of cellular protection Menezes, Falba Bemadele Ramos
against owidizing agents. In addifion, microbickogical technigques dos Anjos, Marsia Vanusa da Siha,
were usad o evaluate the efficency of exiracts in acting as bac- CHARACTERIZATION OF BIDAC-
tericide against disease-causing pathogens. As results, phyto- TiyiTY OF EXTRACTS OF THE

chemical prospection demonsirated the presence of secondary pLANT SPECIES JACARANDA
metabolites tannins, flavonoids and coumanns. the analyses of o ~new 2 1 cENTRY Amarican

anticesdant activities by jacanda rugosa’s DPPH radical showed | o o0 ponte e ) d Bi

considesable activites from 62.5 mgiml. The analyss of the new- soar oo0 3ag

ralization of ABTS radicals demonsirated efficacy of 48% and ’

48% of ability to react against anticidant substances. Against

the microorganisms Salmonela spp.and Staphylococoes aueus, =

there was the activity of the extract for Salmonella spp in 5 mg! fESEIPUb

miL of the extract, but there was no activity for 5. aureus.. b LLC, Houston, TX LSA.
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MEDICINAL PLANT OF THE CAATINGA DOMAIN: Amburana Cearensis
(FABACEAE)
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Antioxidant Activity and Hemotoxicity of Medicinal Plant of the
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ABSTRACT

Ambursna cearensis s a medicinal species popularly Known
as “chemy” or “aroma amburana® that has wide distnbution n
South Armerica, besng charscteristic of Seasonal Foresis. It also
poours in Semideciduous Seasonal Forest, restricted to rocky or
limestone cutcrops; in Subrmontane Deciduous SubmontanaSe-
gsonalForest; in Dense Ombrophilous Forest (ABantic Forest)
and even in caatingaldry forest Taking into account the growing
interest in the search for agents that act in the face of cxddatve
stress, without causing toxic effects 1o beological systems, the
presant study almed bo Inwestigate the phytochemical compo-
gition and evaluate the anboxidant and hemotoxic sctivities in
vitro of the aqueous extract obiained from the shells of Ambu-
rana ceansnsis (EAAC). Hemaglutination wasevaluated for hu-
man erythrocytes collectad from people with the presence of O+
blood. In the face of the iesis, Ambursna cearensis presented
significant results for antioxidant achivity without causing erythro-
cyle hemolysis. highlighting the impertance of the specles as a
source of antioxidant agents, which are recognized for blocking
the evolution and acting to combat symptoms friggered by dis-
egses gasociated with cxidative stress.

Keywords: Castinga. Aguecusexiract. Erythrocytes. Free radi-
cals.
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APENDICE D — ANTIPARASITARY POTENTIAL AND CYTOTOXIC EFFECT
OF Spondias tuberosa ARRUDA (ANACARDIACEAE)
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Highlights

» The essential oils of P. diospyrifolium and P. mikanianum have not
activity against T. cruz epimastigotes.

+ Both essential oils showed excellent achivity against L. infantum and L.
brasiliensis.

+ These EOs had with low cytotoxicity against mammalian cells.
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