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RESUMO

A Caatinga € um bioma extremamente rico cujas espécies vegetais apresentam promissor
potencial farmacoldgico. Baseados no conhecimento popular, o uso de extratos e 6leos
essenciais obtidos pelos mais variados métodos extrativos tem motivado a pesquisa cientifica
em busca de moléculas ou o conjunto delas com notavel aplicacdo medicinal. A literatura
demonstra que desde a antiguidade os 6leos essenciais sdo empregados em diversas areas da
medicina e da cosmética; na area de medicamentos a base de vegetais sdo descritos também
como fatores regulatorios da fertilidade. O presente estudo visou obter e caracterizar 0s dleos
essenciais de trés espécies da caatinga: Eugenia brejoensis, Cronton sp. e Myroxylon
peruiferum, bem como avaliar suas a¢6es frente a morte celular de células Vero e a motilidade
de espermatozoides humanos. Adicionalmente, objetivou-se efetuar uma ampla revisdo sobre o
efeito citoprotetor contra H,O> como um método de analise de atividade antioxidante de plantas.
Os 0leos foram extraidos por hidrodestilacdo porém apenas as espécies Eugenia brejoensis e
Myroxylon peruiferum apresentaram rendimento suficiente a serem analisados em GC/MS, para
tal utilizou-se colunas DB-5 de silica, cujos resultados foram expressos em porcentagem.
Amostras de sémen foram coletadas de 12 individuos voluntarios férteis do sexo masculino,
com idades entre 18 e 45 anos, apds um periodo de abstinéncia sexual de 48 a 120 h. A agéo
espermostatica dos 6leos foi testada em microplacas, utilizando diferentes concentracdes dos
mesmos (25, 50, 100, 200, 400 pug/mL). Os experimentos foram efetuados, em triplicata, com
seis ensaios independentes e, para cada concentracdo foram avaliados os intervalos de 5, 15 e
30 min. O dleo essencial de Eugenia brejoensis apresentou em sua constituicdo d-cadinene
(15,33%), P-cariofileno (11,30%), biciclogermacreno(10,38%), a-muurolol (8,43%) e a-
cadinol (8,12%), enquanto o 6leo de Myroxylon peruiferum apresentou espatulenol (16,44%),
a-pineno (9,82%), y-muuroleno (7,13%) e 6xido de cariofileno(6,59%), como compostos
majoritarios, respectivamente. Ambas as plantas exibiram acdo espermostatica de maneira
dose-dependente. Os melhores resultados foram obtidos para o éleo de Eugenia Brejoensis em
todos os tempos de tratamento apresentando 1Csode 28,99 pg/mL (5 min), 35,19 pg/mL (15
min) e 14,79 pug/mL (30 min), entretanto o 6leo de Myroxylon peruiferum também mostrou um
potencial imobilizante significativo com 1Cso 42,92 pg/mL (5 min), 46,32 pg/mL (15 min) e
41,69 pg/mL (30 min). Este estudo demonstrou pela primeira vez que os 0leos essenciais de
Eugenia brejoensis e Myroxylon peruiferum apresentam propriedade espermostatica potencial
sobre os espermatozoides humanos. Em seguida, efetuou-se ampla revisédo de literatura na qual
também observou-se que 0s Oleos essenciais e extratos de plantas apresentam-se como
excelentes fontes de moléculas antioxidantes, com extensa aplicacdo em modelos bioldgicos in
vitro para o combate ao estresse oxidativo causado por H20...Outros trabalhos visando
caracterizar os mecanismos de acdo dos 0Oleos de E. brejoensis e M. peruyferum, bem como
sinergismo de seus compostos majoritarios serdo alvos de futuras pesquisas do nosso grupo.

Palavras-chave: Atividade Espermicida, &leo essencial, caatinga, efeito protetor
espermatozdides humanos.



ABSTRACT

Caatinga is an extremely rich biome whose species exhibit promising pharmacological potential
. Based on the popular knowledge , the use of essential oils and extracts obtained by various
methods extractives has motivated scientific research to molecules or set them with remarkable
medicinal application. The literature shows that since antiquity essential oils are used in various
areas of medicine and cosmetics ; in the area of herbal medicinal plants are also described as
regulatory factors of fertility . The present study aimed at obtaining and characterizing the
essential oils of three species of the caatinga: Eugenia brejoensis , Cronton sp . and Myroxylon
peruiferum and evaluate their actions against cell death of Vero cells and human sperm motility
. Additionally , the objective was to perform a comprehensive review on the cytoprotective
effect against H202 as a method of analysis of antioxidant activity of plants . The oils were
extracted by hydrodistillation but only species Eugenia brejoensis Myroxylon peruiferum and
showed enough to be analyzed by GC / MS was used for this column DB-5 silica , and the
results were expressed as percentage yield. Semen samples were collected from 12 fertile male
volunteers , aged between 18 and 45 years , after a period of abstinence 48-120 h . The action
of espermostatica oils was tested in microplates using different concentrations of the same (25,
50, 100, 200, 400 mg / mL). The experiments were performed in triplicate and six independent
experiments for each concentration intervals of 5, 15 and 30 minutes were evaluated. The
essential oil of Eugenia brejoensis presented in its constitution 6 - cadinene ( 15.33% ), B -
caryophyllene ( 11.30% ) , bicyclogermacrene ( 10.38 % ) , a - muurolol ( 8.43 % ) and a -
cadinol ( 8.12% ), while the oil had Myroxylon peruiferum spathulenol ( 16.44% ) , a -pinene
(9.82% ),y - muuroleno ( 7.13 %) and caryophyllene oxide (6.59 % ) as major compounds ,
respectively. Both plants exhibited espermostatica action in a dose- dependent manner . The
best results were obtained for oil Eugenia Brejoensis in all treatment times having 1C50 of 28.99
mg/ mL (5 min) 35.19 mg / mL (15 min) and 14.79 mg / mL (30 min ) , however oil Myroxylon
peruiferum also showed significant potential immobilizing with 1C50 42.92 mg / mL ( 5 min)
, 46.32 mg / mL ( 15 min ) and 41.69 mg / mL ( 30 min ) . This study first demonstrated that
essential oils of Eugenia brejoensis and Myroxylon peruiferum have owned espermostéatica
potential on human spermatozoa . Then it made extensive literature review in which it was also
observed that essential oils and plant extracts are presented as excellent sources of antioxidant
molecules , with extensive application in biological in vitro models to combat oxidative stress
caused by H202. Other studies aiming to characterize the mechanisms of action of oils and M.
E. brejoensis peruyferum and synergism of their major compounds are targets of future research
in our group.

Keywords : Spermicidal activity , essential oil , caatinga , protective effect human, spermatozoa
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1. INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas no tratamento de enfermidades confunde-se com a propria
historia da espécie humana. Ao longo do tempo, o uso de diversas espécies foi
selecionando, mesmo que empiricamente, e 0 uso de plantas com potencial acéo
medicinal, toxicidade ou uso na alimentacgdo foram incorporada ao dia-a-dia das pessoas
ao longo do tempo (BRESOLIN & FILHO 2003).

O uso de vegetais € uma préatica generalizada baseada na crenca popular e nas
tradicOes culturais que as usam como recurso terapéutico. Mesmo diante do grande
avanco na pesquisa de produtos, descobertas e sintese quimica de compostos com agdo
medicinal o uso de espécies vegetais torna-se ainda mais evidente ao longo do tempo por
diversas vantagens que apresenta para 0 emprego de moléculas biologicamente ativas,
sobretudo em nosso pais. O Brasil é 0 pais com maior diversidade genética vegetal do
mundo, contando com 55 mil espécies catalogadas. Todavia, menos de 10% dessas
plantas foram avaliadas em seus aspectos bioldgicos e ndo mais que 5% em seus aspectos
quimicos até meados dos anos 90 (DI STASI, 1996). Das 252 drogas consideradas como
béasicas pela OMS (Organizacdo Mundial de Saude,2009) apenas 11% s&o originarias
exclusivamente de plantas, contudo um significante nimero de drogas sdo obtidas a partir
de precursores naturais (RATES, 2011).

A caatinga apresenta diversas espécies cuja presenca de 0leos essenciais tem sido
relatada e investigada perante diversas acdes bioldgicas ao longo dos anos (BARBOSA
LEONARDO, V.S 2010; MOURA,2013). O ambiente no qual o vegetal se desenvolve
exerce grande influencia sobre a producdo e a composicdo quimica dos 6leos essenciais,
sendo o sertdo Pernambucano uma excelente area para estudo e descoberta de novas
biomoléculas (VITTI& BRITO, 2003).

Dentre os agentes terapéuticos vegetais, 0s 6leos essenciais constituem um grupo de
substancias liquidas, volateis, responsaveis pelo odor aromético de diversas plantas
(COSTA et al., 2008), a Caatinga apresenta-se como um bioma promissor para o estudo
destes como possiveis fontes de moléculas com atividade farmacoldgica devido suas
condicdes especificas de clima, solo, localizacdo geogréafica, exposicdo a luz solar e
temperatura. Dentre essas atividades a inibi¢ao dos danos celulares causados pelo estresse
oxidativo é de extrema importancia biotecnoldgica. O estresse oxidativo € um estado de

desequilibrio entre a producéo de espécies reativas e a capacidade antioxidante enddgena.
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As espécies reativas possuem um elétron ndo-pareado em sua Orbita externa podendo
reagir com biomoléculas (proteinas, DNA, lipidios) e contribui para a degeneracdo de
celulas sométicas e indugdo de doencas cronico-degenerativas, especialmente associadas
com o envelhecimento, destacando-se cancer, aterosclerose, doencas pulmonares,
inflamatorias, mal de Parkinson, mal de Alzheimer e catarata (SCALBERT et al., 2005).
Diante do potencial biotecnoldgico dos 6leos da Caatinga a investigacdo de seu efeito
sobre a morte celular induzida pelo estresse oxidativo e a identificacdo de proteinas
envolvidas, representa um passo fundamental para o uso desses como produtos para
industrias farmacéuticas, alimenticias e de cosméticos, que implicara em ganhos de
qualidade e produtividade para o estado Pernambucano e resultard em maior
competitividade no mercado nacional e internacional, com importancia do ponto de vista

cientifico, social e econdmico.

Eugenia brejoensis, uma espécie endémica do sertdo de Pernambuco, pertencente a
familia Myrtaceae, é conhecida popularmente como cutia e de recente descricao boténica
(MAZINE, 2008).Myroxylon peruiferum é uma espécie presente em varios estados
brasileiros, inclusive no nordeste, das regides de mata atlantica a areas de transicao da
caatinga (TONELLO, 2012). Pertencente a familia Fabaceae, é conhecido popularmente
como balsamo, Cabretva e Pau vermelho, este Gltimo devido ao seu porte arbdreo e sua
extensa utilizacdo na industria madeireira (CARVALHO, 2006).A literatura tem
demonstrado que os extratos de diferentes partes desta planta apresenta atividade
antimicrobiana pronunciada contra fungos como Candida albicans, contra Escherichia
coli . Shigella sonnei e Salmonella spp (GONCALVES et al 2011; PEREZ& SUAREZ,
C 1997). Comprovou-se também atividadeanti-inflamatorio e expectorante, e 0 uso
popular para problemas respiratdrios e cicatrizacdo de feridas urinarias (SCHULTES&
RAFFAUF 1990; TAYLOR 1998).

Diversos medicamentos a base de vegetais sdo descritos na literatura em todo o
mundo como fatores regulatérios da fertilidade desde os tempos antigos.Métodos
anticoncepcionais sdo descritos pela literatura médica como alternativa para evitar uma
gravidez ndo planejada, variando entre as diversas classes, formas de atuacao e variacoes
em efetividade. Os métodos de barreira, por exemplo, consistem no uso de substancias
ou produtos que impegam a fecundacdo dos espermatozoides no 6vulo estabelecendo

barreiras fisicas ou quimicas (GOMEZ, 2007). O objetivo deste estudo é avaliar o efeito


http://pt.cyclopaedia.net/wiki/Anti-inflamatorio
http://pt.cyclopaedia.net/wiki/Expectorante
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in vitro de dleos essenciais de plantas endémicas da Caatinga sobre a motilidade de
espermatozoides humanos, caracterizando quimicamente as substancias extraidas por
hidrodestilacdo para posterior correlagdo com a atividade proposta. Ao avaliarmos e
caracterizarmos a capacidade espermicida de plantas endémicas de nossa regido
indicamos materiais como fontes de subsidios contraceptivos eficazes na regulacdo da

fertilidade, minimizando os efeitos colaterais dos que séo utilizados atualmente.

2.FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1.CAATINGA

O Brasil, um pais de dimensdes continentais (aproximadamente 8.500.000 km?)
com notéria diversidade de clima, vegetacdo, solo, fauna e microbiota, possui uma
posicdo de vanguarda na bioprospeccdo de substancia bioativas, sendo o detentor do
maior potencial em biodiversidade do planeta. Além disso, a sua marcante diversidade
cultural, resultante de seu processo de povoamento, permitiu a exploracdo de seus
recursos naturais, em especial as plantas, de formas bem variadas e para diversos fins
medicinais (GIULIETTI et al. 2005;ALBUQUERQUE et al. 2007).

O termo “caatinga” ¢ de origem Tupi e significa “mata branca”, referindo-se ao
aspecto da vegetacao durante a esta¢do seca, quando a maioria das arvores perde as folhas
e os troncos esbranquicados e brilhantes dominam a paisagem (PRADO, 2003). A
caatinga € 0 Unico bioma exclusivamente brasileiro, compreende uma éarea de
aproximadamente 900.000 km?, que abrange os estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do
Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e Minas Gerais, chegando a ocupar
54% da Regido Nordeste e 11% das terras brasileiras (ANDRADE et al. 2010). A caatinga
tem como caracteristica o potencial hidrico reduzido no solo com acentuado periodo de
estacdo seca, entre sete e dez meses, sua flora nativa apresenta entdo caracteres
anatdmicos, morfologicos e funcionais especializados para a sobrevivéncia destas plantas
as condicOes adversas de clima e solo (DRUMOND et al. 2000).
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Figura 1- Caatinga Pernambucana (Nova Jerusalém-PE)

- 3

Fonte: acervo pessoal do autor

Dessa forma, as plantas da caatinga possuem caracteristicas singulares, sendo assim
excelentes alvos para a busca de novas substancias ativas. Adicionalmente, diante da
velocidade do fendmeno de devastacéo da caatinga, ha o risco que muito das propriedades
medicinais dessas plantas ndo sejam reconhecidas, 0 que torna mais urgente intensificar
0s investimentos nessa area. Devido aos sistemas de producdo agricola predominantes, a
vegetacdo atual do semiarido brasileiro € um mosaico de pequenas areas com distintos
tempos de regeneracdo, entremeadas a poucas areas de caatinga madura
preservada.Mesmo frente a tanta riqueza, a vegetacao original de caatinga ja foi alterada
e fragmentada pelas atividades humanas num percentual superior a 28%. A perda destas
paisagens tem consequéncias graves para a manutencdo da biodiversidade, podem levar
ao desaparecimento de espécies e organismos endémicos (LEAL et al 2005). Mas, ainda
assim existem muitos trechos remanescentes de mata preservada pelo Brasil inclusive no
estado de Pernambuco.

Diante da velocidade do fendmeno de devastacdo da caatinga, unidades de
conservagdo tém sido criadas. Atualmente, a caatinga conta com 47 unidades de
conservagdo que somam 4.956km?, aproximadamente 6,4% do bioma (SILVA et al.

2004). Dentre essas unidades temos o Parque Nacional da Serra do Catimbau (PARNA
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Catimbau), localizado no Sertdo Pernambucano, distribuida entre os municipios de
Buique, lbimirim e Tupanatinga, com area de 607 km?. Criado em 13 de dezembro de
2002, o PARNA Catimbau esta inserido em uma regido definida como &rea prioritéria
para pesquisa cientifica (MMA 2012).

A vegetacdo de caatinga é constituida, especialmente, de espécies lenhosas e
herbaceas, de pequeno porte, na maioria das vezes dotada de espinhos, sendo, geralmente,
caducifélias, perdendo suas folhas no inicio da estacdo seca, e de cactaceas e
bromelidceas.. As familias mais frequentes sdo Caesalpinaceae, Mimosaceae,
Euphorbiaceae, Fabaceae e Cactaceae, sendo 0s géneros Senna, Mimosa e Pithecellobium
com maior nimero de espécies. Entre as diversas espécies da caatinga, varias plantas sdo
notoriamente consideradas como medicamentosas de uso popular, pois diversos tecidos
como folhas, cascas e raizes sdo comercializados em formas, muitas rudimentares,
farmacéutica e pré-farmacéuticas em calcadas e ruas das principais cidades, bem como
em mercados e feiras livres. (MOSCA, 2009)

2.2. PRODUTOS NATURAIS

As primeiras descricbes sobre plantas medicinais feitas pelo homem remontam as
sagradas escrituras e ao papiro de Ebers que foi encontrado nas proximidades da casa
mortuaria de Ramsés Il. Enumera mais ou menos 100 doengas e descreve um grande
namero de drogas de natureza animal e vegetal. (VILELA, 1977). Atualmente, define-se
como Produto Natural aquele composto quimico ou substancia proveniente de um ser
vivo que pode ser produzido em processos de sintese que inspiram parcial ou totalmente
0 desenvolvimento de novas drogas (NEWMAN& CRAGG 2012).

A alta diversidade quimica em produtos naturais, moléculas produzidas por organismos
vivos, esta relacionada com a disponibilidade de precursores e reacdes biossintéticas,
aléem da sua funcdo num determinado sistema bioldgico. A evolucdo das rotas
biossintéticas dos produtos naturais esta ligada as necessidades funcionais de seus
ligantes, por isso ha uma grande expectativa quanto a afinidade dos produtos naturais
pelos diversos alvos bioldgicos existentes. Os produtos naturais possuem alta diversidade
quimica, especificidade bioquimica e elevada afinidade quanto a ligagdo com receptores
especificos (MOLINARI, 2009). A avaliacdo de areas do conhecimento, em especial a de
Produtos Naturais, tem sido realizada quase que continuamente nos Gltimos 25 anos,

tornando-se um tema recorrente na ciéncia brasileira. O Nordeste brasileiro é tem se
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destacado como uma regido com grande potencialidade para o desenvolvimento de

pesquisas relacionadas a area da farmacognosia e etnoboténica.

2.2.1 PLANTAS MEDICINAIS NA CAATINGA

Consideram-se como plantas medicinais aquelas que possuem atividadebioldgica,
com um ou mais principios ativos Uteis a saude, reconhecidos para cura,prevencéo,
diagnéstico ou tratamento sintomatico de doencas, administradas sobqualquer forma,
utilizando exclusivamente matéria-prima vegetal (FOGLIO et al., 2006). E sabido que o
uso de plantas medicinais enquanto alternativa terapéutica esta intrinsecamente ligada a
historia da humanidade. Até o século XI1X, a utilizacdo de plantas medicinais, aromaticas
e condimentares foi a base da Medicina da época. Em meados do século XVI, a Boténica
se tornou um ramo da ciéncia desmembrado da Medicina . Somente a partir do
desenvolvimento da Quimica Organica na Alemanha, é que se avangou na producdo de
medicamentos sintéticos. O primeiro medicamento sintético - a aspirina, foi desenvolvido
em 1892, pelo alemédo Félix Hoffman (FONTE, 2004). No final do século XI1X, as plantas
passaram a ter um valor comercial mais significativo, pois a possibilidade de se isolar,
purificar ou até mesmo sintetizar principios ativos isolados de plantas impulsionaram a
expansdo das pesquisas farmacéuticas, principalmente apds a Segunda Guerra Mundial.
A partir da década de 50, apos estudos envolvendo diversas areas do conhecimento, o
metabolismo secundario passou a ser mais bem compreendido. Estima-se que entre 70
— 90% da populacdo tanto de paises desenvolvidos como Franca, Itdlia e Alemanha
quanto de paises em desenvolvimento como o Brasil, México e India facam uso de
produtos naturais com recorrente utilizacdo do conhecimento popular, porém sob
realidades diferentes em nivel cientifico e industrial, dessa forma, sendo a medicina
popular a principal fonte de prevencao, tratamento e manutencdo da salde de grande
parte da populacao nestes paises (WHO, 2011).

E certo que como as plantas medicinais estdo relacionadas a humanidade, a
evolucdo de ambas também esta relacionada. A primeira evidéncia histérica do usode
plantas para fins de cura data de 3900 a.C. na Suméria. Os chineses cultivamplantas
medicinais desde 3000 a.C. e os egipcios faziam expedi¢es, coletas ecultivos de PMACsS,
também para uso cosmético ja em 2300 a. C. (SILVA JUNIOR,2003). O conhecimento
tradicional de PMACs era fundamental e muitas vezes sinbnimo de poder, pois a cura
estava, para muitos povos, ligada a praticas magicase ritualisticas (FONTE, 2004).A

eficacia das plantas medicinais no tratamento de diversas doencas e o conhecimento sobre
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Seu uso e preparo, transmitida de geracdo em geracao de forma empirica, contribui para
sua grande utilizac&o por populacdes tradicionais. Na medicina natural existem premissas
importantes, como o reconhecimento dos locais de aquisicdo, parte utilizada das plantas
e principalmente 0 modo de preparo das espécies nativas, resgatando as técnicas
terapéuticas amplamente utilizadas no passado, preocupando-se em registrar 0 modo
informal de aplicagdo dos saberes para a valorizacdo da medicina popular (GOMES,
2007).

Atualmente, o alto custo dos medicamentos industrializados, as dificuldades da
populacdo em receber assisténcia médica e a tendéncia de uso de produtos de origem
natural tém contribuido para o aumento da utilizacdo das plantas como recurso medicinal
(BADKE et al., 2012) Dessa forma, o retorno ao natural € uma garantia de busca racional
de melhores condigdes de satde, com base no que a natureza oferece (JACOBY et al.,
2002), havendo, portanto, crescente interesse académico pela medicina tradicional, pois
0 reconhecimento de que a base empirica pode ter comprovacdo cientifica, vinda do
conhecimento dos povos tradicionais, fornece subsidios para estratégias de manejo e uso
adequado de determinados ambientes (OLIVEIRA et al., 2010). Portanto, a preservacao
deste conhecimento e suas técnicas terapéuticas € uma maneira de deixar registrado um
modo de aprendizado informal que contribui para a valorizacdo da medicina popular
(PILLA et al., 2006).

O uso de plantas medicinais ainda é frequente, tanto no meio rural quanto no
urbano, principalmente por parte da populacéo carente, que recorrem a vegetacao nativa,
em busca da cura de seus problemas (MOSCA& LOIOLA; 2009). Estudos sobre a
composicao floristica e a estrutura dos remanescentes de caatinga que apresentam boas
condicdes de conservacdo sdo importantes ferramentas para o entendimento de aspectos
da ecologia regional, fornecendo bases para a sua conservacao ouexploracéo sustentavel
(GUEDES et al 2012). Plantas da caatinga como Aroeira (Myracrodruon urundeuva),
Pau-d’arco-roxo (Tabebuia impetiginosa), Mulungu (Erytrina mulungu ), Catingueira
(Caesalpinia pyramidalis), Moror6 (Bauhinia forficata), Sucupira (Bowdichia
virgiloides), Angico (Anadenanthera peregrina), Umburana (Amburana cearenses),Jatoba
(Hymenaea courbaril) entre muitas outras sdo usadas frequentemente. (PAULINO et al,
2011; ROQUE et al, 2010) Estas espécies podem ser consideradas ameacadas devido as
técnicas destrutivas para a obtencao do produto (a exemplo da retirada da casca do caule,
afetando os sistemas condutores da planta). Tais espécies sdo comercializadas em feiras

livres locais até mesmo em feiras das capitais dos estados (SOUZA GOMES, 2008).
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Diversas atividades bioldgicas de plantas da caatinga tem sido comprovadas e reportadas
mediante avaliacdo cientifica dos conhecimentos transmitidos popularmente tais como
atividade anti-parasitaria (FRASSON, 2012), atividade antimicrobiana (SILVA et al
2012; SILVA et al 2012; TRENTIN et al 2011), antioxidante (ARANDA-SOUZA, et al
2012), antitumoral (MELO et al 2011), anti-inflamatdria (ROQUE, 2010), dentre outras.

2.3. Eugenia brejoensis, UMA ESPECIE DA FAMILIA MYRTACEAE

A familia Myrtaceae possui cerca de 3.100 espécies divididas em

aproximadamente 140 géneros, separados em duas subfamilias: Leptospermoideae e
Myrtoideae (segundo APG Il modificado por JUDD et al. 1999; WATSON &
DALLWITZ 2007). A sub-familia Leptosmermoideae distribui-se principalmente nas
Américas do Sul e Central,apresenta apenas a tribo Myrteae e trés subtribos, Eugeniinae,
Myrciinae e Myrtinae, totalizando 70 géneros e 2400 espécies; Ja a sub-familia
Myrtoideae concentra-se na Australia com 70 géneros e 700 espécies no total. (BRIGGS
& JOHNSON, 1979). No Brasil ocorrem 23 géneros e aproximadamente 1.000 espécies
da subfamilia Myrtoideae (CARDOSO & SAJO 2006).A familia Myrtaceae corresponde
a 1,32% dototal das Angiospermas conhecidas, 0 que € bastante representativo,
considerando-se umtotal de 400 familias (JUDD et al 1999) e apresenta-se distribuida na
maioria das formacdes vegetais do Brasil (SOARES-SILVA, 2000). O maior género da
familia Myrtaceae, € o Eugenia L. estimado em 1.009 espécies, distribuidos a partir do
Sul do México, Cuba, Brasil, Antilhas para o Uruguai e Argentina, com um pequeno
nimero de espécies na Africa (GOAVAERTS et al. 2008).
As espécies de Eugenia apresentam um importante papel ecolégico nas florestas tropicais
(LANDRUM& KAWASAKI 1997; CARDOSO& SAJO 2006; RAMOS et al. 2010).
Elas dispersam suas sementes por proporcionar frutos comestiveis, 0s mesmos sdo
atrativos para muitos tipos de animais. As diversas espécies Eugenia sdo apreciadas por
seus frutos comestiveis, tais como a pitanga, E. uniflora (LEE et al. 1997) e, jacuntinga,
E. edulis (HUSSEIN et al. 2003).

Eugenia brejoensis (MAZINI & CASTRO 2008) é uma das espécies endémicas
do estado de Pernambuco, encontrada em regides de brejo, localizadas na ‘caatinga’, ¢
conhecida popularmente como ‘‘cutia”(figura 2). Os uso popular da mesma tem sido

apontado para as a¢Oes antidiarreica, antifebril e anti-reumatica a partir de folhas, frutos,
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casca e caule porém por apresentar descricao boténica recente podem apresenta uma série
de possibilidades ainda inéditas na espécie e que vem sendo avaliadas em nosso grupo.
Estudos recentes comprovam a presenca de atividade antimicrobiana contra bactérias a
partir de diversas partes da planta. (SILVA et al. 2011; AZEVEDO et al 2012).

Figura 2 — Eugenia brejoensis (folha)

Fonte:Herbarium Network (disponivel em:
<http://intermountainbiota.org/portal/taxa/index.php?taxon=167944> acessado em: 23/01/2014
as 20:14

2.4. Myroxylon peruiferum, UMA ESPECIE DA FAMILIA FABACEA

A Familia Leguminosae Juss. ou Fabaceae Lindl. é a terceira maior familia de
angiospermas do mundo, compreendendo cerca de 727 géneros e 19.325 espécies. Trata-

se de uma das familia de maior presenca na regido da caatinga, sobretudo as espécies
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leguminosas (SAMPAIO et al 2002). E dividida em trés subfamilias: Mimosoideae,
Caesalpinioideae e Papilionoideae, (Faboideae), sendo que a Ultima subfamilia é a maior
com 476 géneros e aproximadamente 14.000 espécies (LEWIS et. AL, 2005); em
Mimosoideae, encontre-se 77 géneros e aproximadamente 3.000 espécies (APG 11, 2003;
LUCKOW, 2003); Caesalpinioideae é formada por 170 géneros e cerca de 3.000 espécies
(DOYLE et. al., 2000).

Figura 3 — Myroxylon peruiferum

Fonte:<http://rubens-plantasdobrasil.blogspot.com.br/2012/08/myroxylon-peruiferum-I-f.html>
acessado em 18/01/2014 as 1:18 horas

Uma vez pertencente a familia Fabaceae (ex Leguminosae Papilionoideae), o
Myroxylon peruiferum também conhecida como cabrilva, pau-de-balsamo e balsamo do
Peru é uma planta decidua, heliéfita, de 10 a 20 metros de altura, com folhas compostas


http://rubens-plantasdobrasil.blogspot.com.br/2012/08/myroxylon-peruiferum-l-f.html
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pinadas (LORENZI, 2008). E muito usado em produtos madeireiros em outras regides do
pais assim como produtos ndo madeireiros, apresenta aplicacdo medicinal, na apicultura
e na extragdo de Oleo vermelho utilizado para tinturas. Dentre as atividades
farmacoldgicas, destaca-se 0 uso como anti-inflamatério e expectorante peitoral, sendo
utilizado popularmente em casos de asma, bronquite asmatica, cistite, bronquites, dor de
cabeca, feridas externas, tosse e sintomas das vias aéreas, diarreias e infeccOes
urinarias(SCHULTES& RAFFAUF 1990; TAYLOR 1998). A atividade anti-microbiana
foi avaliada recentemente e seus extratos apresentaram pela primeira vez na literatura
atividades contra Escherichia coli . Shigella sonnei e Salmonella spp (GONCALVES et
al 2011)

2.5. METABOLISMO SECUNDARIO

Uma das caracteristicas dos seres vivos € a presenca de atividade metabolica. O
metabolismo nada mais é do que o conjunto de reagdes quimicas que ocorrem no interior
das células. No caso das células vegetais, 0 metabolismo costuma ser dividido em
primario e secundario. Metabdlitos secundarios, em contraste com 0s primarios, nem
sempre estdo envolvidos em funcgdes vitais do vegetal ou mesmo presente em todos eles
0 que, dentre outras coisas, permite a diferenciacdo entre as espécies. Estes produtos tém
como funcdo proteger a planta contra herbivoria, ataque de patdgenos, bem como
beneficia-la na competicdo com outros vegetais. Os metabolitos secundarios podem ainda
favorecer a atracdo de polinizadores, de dispersores de sementes e microorganismos
simbiontes. Além disso, a producéo destes componentes pode proteger a planta de fatores
externos como variacOes de temperatura, umidade, exposi¢do a radiacéo ultravioleta (UV)
e deficiéncia de nutrientes minerais (ATSA, 1989). Tem sido verificado que muitos dos
compostos secundarios sdo benéficos a saude humana principalmente por suas acoes
farmacoldgicas amplamente evidenciada na literatura (PICOLI et al 2010). Séo
conhecidos por serem sintetizados em células especializadas e em diferentes estagios de
desenvolvimento, por isso cada familia, género ou espécie de planta produz uma categoria
quimica caracteristica ou uma mistura deles, podendo em alguns casos serem utilizados
para classificacdo taxonémica dos vegetais (BELL et al. 1980).

Uma das estratégias de sobrevivéncia de plantas em ambientes adversos € o
aumento na sintese de produtos do metabolismo secundarios. Os metabdlitos secundarios

estdo em menor parte envolvidos em fungdes vitais das plantas, mas destaca-se a atuagéo


http://pt.cyclopaedia.net/wiki/Anti-inflamatorio
http://pt.cyclopaedia.net/wiki/Expectorante
http://pt.cyclopaedia.net/wiki/Asma
http://pt.cyclopaedia.net/wiki/Asma

25

nos mecanismos de defesa dos vegetais. A literatura tem comprovado que esses
compostos estdo envolvidos nos efeitos bioldgicos das plantas medicinais. Os produtos
resultantes deste metabolismo s&o comuns entre certos grupos taxondmicos, ou
exclusivos para determinada espécie. A quimica de produtos naturais (QPN) de vegetais
— fitoquimica, como € concebida atualmente, se dedica principalmente a caracterizacdo
estrutural, avaliacdo de propriedades e investigacdes biossintéticas de substancias
naturais produzidas pelo metabolismo secundério de organismos vivos. (TORSELL,
1997). Uma classificacdo simples para os metabdlitos secundarios inclui trés grandes
grupos: compostos fendlicos, terpenos e alcaldides. Os compostos fendlicos séo derivados
do &cido chiquimico e do acido mevaldnico. Os terpenos sdo produzidos a partir do acido
mevalbnico ou piruvato e 3-fosfoglicerato. Os alcaldides, compostos secundarios
nitrogenados, sdo produzidos a partir de aminoécidos aromaticos, os quais séo derivados
do &cido chiquimico e de aminoacidos alifaticos. Flavonoides, taninos e ligninas fazem
parte dos compostos fenolicos; saponinas, carotendides e a maioria dos hormdnios
vegetais sdo terpenos; nicotina e cafeina sdo alguns exemplos de alcaloides. (BELL et al.
1980).

Figura 4.Principais vias de biossintese dos metabolitos primarios e secundarios.
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BIOREAGOES:
1. Reagdes de alquilagao
Substituig@o nucledfilica
(O=, N=and C=metilagao)
Adicao eletrofilica
2, Rearranjos Wagner=Meerwein
3. Reagoes alddlicas e de Claisen
4. Base de Shiff e reagdo de Mannich
5. Transamin agao
6. Reagoes de carboxilagéo
e descarboxilagao
7. Reagoes de oxidagao (inclindo
Baeyer-Villiger) e redugao
8. Acoplamento oxidativo fendlico
9. Reagdes de glucokzagéo

O isolamento de metabdlitos secundarios de plantas consiste em um estudo

fitoquimico que compreende basicamente trés etapas: 1) Coleta e classificacdo botanica
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da espécie a ser estudada; 2) Extracdo e purificacdo dos constituintes quimicos; 3)
Caracterizagéo e determinacao estrutural.

Na primeira etapa, depois de estabelecido a planta e local de coleta, o material
boté&nico deve ser encaminhado a um herbéario, onde ser feita a identificagdo e registro
da planta (nomes cientifico e popular, familia botanica, local e data da coleta, indicacdes
terapéuticas, entre outros).

As amostras coletadas sdo prensadas, secas e armazenadas para posterior
preparacdo dos extratos. A extracdo refere-se a separacao, a partir dos tecidos das plantas
(folhas, frutos, raizes, etc.) mediante o uso de solventes seletivos. A preparacdo de
extratos é feita geralmente por percolacdo (método de extracdo a frio) ou Soxhlet (método
de extracdo a quente). Para uma Unica extracdo (a frio ou a quente) usa-se geralmente um
solvente polar (metanol ou etanol); para mais de uma extragéo utiliza-se pelo menos trés
tipos de solventes: apolar (hexano ou éter de petroleo), de polaridade moderada
(clorofomio ou diclorometano) e polar (metanol ou etanol). Os diferentes tipos de
solventes utilizados irdo extrair preferencialmente alguns compostos, como listados na

tabela abaixo.

Tabela 1 —Relacdo solventes/Metabolitos secundarios extraidos
SOLVENTE(S)/ PRINCIPAIS COMPOSTOS EXTRAIDOS

SOLUCOES

EXTRATORAS

Hexano Cumarinas de Furano; Lipideos, pigmentos e ceras
Cloroférmio,Eter Terpenos, Alcaloides, Antraquinonas, Esteroides, Glicosideos
etilico e | cardiotonicos

Diclorometano

Acetato de etila, | Cumarinas, Flavondides, Terpenos e Esterdides

butano
Etanol e Metanol Heterosideos
Misturas Saponinas, Taninos, Flavondides e Acucares

hidroalc6olicas e

Agua
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Para a caracterizacdo e identificacdo dos compostos os principais métodos
utilizados sdo cromatografia gasosa e liquida e métodos espectroscopicos como:
ultravioleta visivel (UV-VI1S), infravermelho (IV), ressonancia magnética nuclear (RMN)
e espectrometria de massas (EM). Técnicas unidas (hifenadas) tém sido bastante
utilizadas na caracterizacdo de compostos, como a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM). A cromatografia gasosa € rapida e sensivel podendo
detectar substancias na ordem de nanogramas (10°g) a picogramas (1072g), podendo
indicar o nimero de compostos de uma mistura, a presenca de impurezas e muitas vezes
0 esclarecimento aproximado da identidade de um composto. Com um espectrometro de
massas acoplado ao cromatdgrafo gasoso, diversas varreduras de massas em pontos
diferentes dos picos cromatograficos podem ser feitas, fornecendo a relagdo massa/carga
de ions que pode ser usada para cofirmar a massa molecular do composto. A identificagdo
dos grupos quimicos é feita comparando o espectro obtido com o de uma amostra pura

ou com os espectros de uma biblioteca de referéncia (FIFIELD et al. 1995).

2.5.1. OLEOS ESSENCIAIS

Define-se Oleo essencial como um produto obtido por hidrodestilacao, destilacdo
a vapor ou destilacio a seco (RUBIOLO, 2010). E um termpo empregado para designar
liquidos oleosos volateis dotados de aroma forte, quase sempre agradavel, extraidos de
plantas por processos especificos (MOUCHREK FILHO,2001). O termo “6leo volatil”,
tem sido mais usado devido a relacdo com as propriedades fisico-quimicos da planta, ja
que “Oleo essencial” pode designar também produtos odorantes ndo formados
anteriormente no vegetal, que sdo as “esséncias heterosidicas” obtidas através da hidrolise
enzimatica de heterosideos (GONGCALVES et al., 2003 ; SILVA et al., 2003). Os Oleos
Essenciais ndo sdo substancias puras, sendo portanto constituidos por variadas classes de
compostos apolares, sdao misturas complexas de substancias lipofilicas, geralmente
odoriferas e liquidas. Seus constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcodis
simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, 6xidos, perdxidos, furanos, acidos
organicos, lactonas, cumarinas, entre outros, sendo que a grande maioria, € constituida
de derivados fenilpropandides ou de terpendides, Principalmente de monoterpenos e
sesquiterpenos (RODRIGUESet al 2013; SIMOES et al., 2010).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rodrigues%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23533469
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Os componentes quimicos dos 6leos essenciais podem ser classificados em dois
grupos de origem distinta: o grupo dos terpenos e o0 grupo de compostos aromaticos
derivados do fenilpropano. Sendo que, apenas 0s terpenos mais volateis estdo presentes
nos Gleos essenciais, ou seja, aqueles cujo peso molecular ndo é tdo alto: mono e
sesquiterpenos. Os monoterpenos estdo quase sempre presentes, podendo ser aciclicos,
monociclicos ou biciclicos chegando a constituir acima de 90% do 6leo essencial
(BRUNETON, 1995).0s Oleos Essenciais geralmente sdo obtidos a partir de flores,
frutos, raizes, caule, ervas, madeira e ervas daninhas sendo armazenados em células
secretoras, células epidérmicas, tricomas, dutos e canais. (BAKKALI, 2008; BURT,
2004). Segundo SIMOES e SPITZER (2010), embora todos os 6rgéos de uma planta
possam acumular 6leos essenciais, sua composic¢ao pode variar conforme a localizacéo (a
exemplo, o 0leo das cascas de canela é rico em aldeido cindmico, enquanto, as folhas e
raizes dessa planta sdo ricas, respectivamente, em eugenol e canfora). A aplicacdo de
Oleos essenciais varia de lugar para lugar, e parecem depender da disponibilidade, o tipo
e a eficacia das plantas adequadas em diferentes localizagcdes geogréaficas. Dentre as
aplicacOes genéricas, destacam-se 0 uso na arte da perfumaria e aplicacbes odoriferas
industriais, aplicacdes baseadas no sabor, importantes na industria de alimentos e bebidas
e as propriedades fisico-quimicas sdo aproveitadas no uso de solventes e emulsivos
industriais. No entanto, do ponto de vista biolégico, um grande nimero de plantas tem
sido relatado por possuir as mais variadas propriedades tais como inseticida, anti-
nutricional e repeléncia para insetos de produtos armazenados, assim como atividade
herbicidas (JAYASEKARA et al., 2005; POONPAIBOONPIPAT et al., 2013). Os 0leos
essenciais além de desempenharem papéis ecoldgicos importantes na protecdo das
plantas, atuam como antibacterianos, antioxidante e citotoxicas, antivirais, antifungicos,
inseticidasm, dentre outras. Devido a essas propriedades, principalmente a
antimicrobiana, o uso desses 0leos nas industrias farmacéuticas, cosmética e alimenticia
estd se difundindo cada vez mais como alternativa aos  produtos sintéticos
(MONTANARI, 2010)

Do ponto de vista tecnoldgico, a busca de novos farmacos oriundos de plantas é
um
processo interativo de descoberta de prototipos moleculares (lead compounds ou
templates), a partir do fracionamento biomonitorado de espécies vegetais, seguido de
melhoramento dos protétipos pelo planejamento e sintese de analogos, visando

incrementar propriedades farmacoldgicas (LEE, 2004). Acoplado a esse paradigma pode
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ser observado o aumento no emprego dos 6leos essenciais como fontes alternativas a
outros produtos dispostos no mercado. O Brasil € um grande produtor de 6leos essenciais.
Embora as plantas arométicas, condimentares e medicinais constituam fontes reais e
potenciais matérias-primas de crescente demanda, seu cultivo ndo recebe a devida
atencdo. Quanto a producéo brasileira, cerca de 80% dos 6leos essenciais se destina ao
mercado externo. Sendo que esta provém do cultivo de um limitado nimero de espécies
exéticas introduzidas e de espécies nativas em processo de puro extrativismo
(CORAZZA, 2002). A busca de Oleos Essenciais de plantas da caatinga teve inicio no
Brasil na década de setenta na UFC, muitos compostos analisados se transformaram em

produtos e subprodutos importantes para a industria e a saude.

2.5.2 Terpenos

Os terpenos ou terpenodides sdo compostos que ocorrem em todas as plantas e
compreendem uma classe de metabdlitos secundarios com uma grande variedade
estrutural (RAVEN et al. 2001). Sdo formados pela fusdo de unidades de cinco carbonos
que quando submetidos a altas temperaturas, podem se decompor em isoprenos, podendo
referir-se, ocasionalmente, a todos os terpenos como isoprenoides (TAIZ et al. 2004). Os
terpenos podem ser classificados de acordo com o nimero de isoprenos que constituem:
hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos, (C15), diterpenos (C20),
triterpenos (C30) e carotenos (C40) (OLIVEIRA et al. 2003).

Os hemiterpenos sdo classificados como o menor grupo dos terpenos e seu
representante mais conhecido e estudado € o isopreno, um produto volatil liberado de
tecidos fotossinteticamente ativos (CROTEAU et al. 2000). Os monoterpenos sdo
formados por duas unidades de isopreno. Devido a sua baixa massa molecular, estes
costumam ser volateis, sendo os constituintes das esséncias volateis e dleos essenciais,
atuando na atracdo de polinizadores, principalmente. Os sesquiterpenos sdo encontrados
nos 0leos essenciais e em hormdnios vegetais, constituindo a maior classe de terpendides
(OLIVEIRA et al. 2003). Os diterpenos compreendem um grande grupo de compostos
ndo volateis, possuindo uma vasta gama de atividades diferentes que incluem os
horménios, acidos resinicos e agentes anticancerigenos e antimicrobianos (ROBBERS et
al. 1997, CROTEAU et al. 2000; OLIVEIRA et al. 2003). Os triterpenos formam os
componentes das resinas, latex, ceras e cuticula das plantas. Entre os triterpenos encontra-

se uma importante classe de substancias, os esterdides, 0s quais sdo componentes dos
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lipidios de membrana e precursores de hormdnios esterdides em mamiferos, plantas e
insetos. Outra classe importante de triterpenos sdo as saponinas, que nas plantas
desempenham um importante papel na defesa contra insetos e microorganismos (PERES,
2004). Os carotendides sdo pigmentos responsaveis pela coloragdo amarela, laranja,
vermelha e purpura dos vegetais, apresentando funcdo essencial na fotossintese e,
especialmente, na pigmentacdo de flores e frutos. Os politerpendides sdo aqueles com
mais de oito unidades de isopreno, ou seja, com mais de 40 carbonos na sua estrutura,
como os longos polimeros encontrados na borracha (ROBBERS et al. 1997; CROTEAU
et al. 2000; OLIVEIRA et al. 2003).

Os terpenos apresentam inmeras atividades bioldgicas de interesse farmacéutico,
dentre elas estdo as a¢Oes anestésica local (DOLARA et al. 2000), citotoxica (KHIEV et
al. 2012), anti-helmintica (NIRMAL et al., 2007) e, mais notadamente, antimicrobiana
(GALVAO et al. 2012).

2.5.3 Propriedades biologicas e farmacoldgicas das saponinas triterpénicas

As saponinas séo glicosideos de esteroides ou de terpenos policiclicos. Esse tipo
de estrutura, que possui uma parte com caracteristica lipofilica (triterpeno ou esteroide) e
outra parte hidrofilica (acUcares), determinam a propriedade de reducdo da tensdo
superficial da agua e suas ac¢Oes detergentes e emulsificantes. (SCHENKEL et al., 2007).
As saponinas triterpénicas fazem parte da familia dos terpenos que é a maior familia de
compostos naturais sendo constituida por mais de 40000 moléculas diferentes.

As saponinas podem ser classificadas de acordo com o nucleo fundamental da
aglicona ou, ainda, pelo seu carater acido, basico ou neutro.Assim, quanto a aglicona,
denominam-se saponinas esteroidais etriterpénicas (figura 1). O carater acido pode ser
devido a presenca de umgrupamento carboxila na aglicona ou na cadeia de agucares ou

em ambos. Ocarater basico decorre da presenca de nitrogénio (SCHENKEL et al., 2007).

Figura 5 —Saponina triterpénica
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Fonte:SIMOES, et al. 2007

As saponinas estdo presentes em pelo menos 400 espécies de plantas pertencentes
a 60 familias diferentes e em alguns animais, dentre eles o pepino do mar (WINA et al.,
2005).Nas plantas, ocorrem em partes diferentes tais como: raiz, tubérculo, casca, folhas,
sementes, e frutos. As saponinas triterpénicas sdo encontradas principalmente nas plantas
dicotileddneas, categoria que abrange as gramineas (SCHENKEL et al., 2007).As
saponinas sdo substancias derivadas do metabolismo secundariosdas plantas,
relacionados com o sistema de defesa. Sdo encontradas nos tecidos que sdo mais
vulneraveis ao ataque fangico, bacteriano ou predatério dos insetos (WINA et al., 2005).

O comportamento anfifilico (compostos que apresentam na mesma molécula uma
parte apolar e uma parte polar) das saponinas e a capacidade de formar complexos com
esterdides, proteinas e fosfolipideos de membranas determinam varias propriedades
biologicas para essas substancias, destacando-se a acdo sobre membranas celulares,
alterando sua permeabilidade, ou causando sua destruicdo. Relacionadas com essa acao
sobre membranas, estdo as atividades hemoliticas, ictiotoxicas e moluscolicida e
espermicida (SCHENKEL et al., 2007).

2.5.4 Propriedades biologicas e farmacoldgicas dos flavanoides

Os flavonoides, biossintetizados a partir da via dos fenilpropandides,constituem
uma importante classe de polifendis, presentes em relativa abundancia entre os

metabdlitos secundarios de vegetais. Uma “substancia fendlica ou polifenodlica” ¢ aquela
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que possui um ou mais ndcleos aromaticos contendo substituintes hidroxilados e/ou seus
derivados funcionais(ésteres,éteres, glicosideos e outros)(SCHENKEL et al., 2007).

Segundo Schenkel (2007), os flavondides representam um dos grupos fenolicos
mais importantes e diversificados entre os produtos de origem natural.Essa classe de
compostos é amplamente distribuida no reino vegetal. Podem-se encontrar flavondides
em diversas formas estruturais, entretanto,a maioria dos representantes dessa classe
possui 15 atomos de carbono em seu nucleo fundamental,constituido de duas fenilas
ligadas por uma cadeia de trés carbonos entre elas.

Diversas fungdes sdo atribuidas aos flavondides nas plantas. Entre elas, pode-se
citar a protecdo contra a incidéncia de raios ultravioleta, prote¢do contra microrganismos
patogénicos, acdo antioxidante, acdo alelopatica e inibicdo enzimatica (SIMOES et al.
2000; HARBORNE, WILLIAMS, 2000; HEIM, TAGLIAFERRO, BOBILYA,
2002).Ainda de acordo com Schenkel (2007), sdo conhecidos, até o presente, mais de
4200 flavonoides diferentes, sendo que o numero de novas estruturas identificadas
praticamente dobrou nos ultimos vinte anos. Os flavondides de origem natural
apresentam-se, frequentemente, oxigenados e um grande nimero ocorre conjugado com
acucares.

O emprego terapéutico de plantas contendo flavonoides € vasto, e em muitos casos
ainda é empirico, embora alguns resultados indiquem os flavonoides como mutagénicos,
em geral, sdo considerados benéficos. (SCHENKEL et al., 2007).

Ensaios biologicos usando combinagdes isoladas revelam que os flavonoides
exibem uma grande acédo sobre tais sistemas demonstrando diversas atividades atribuidas
aos representantes da classe, atividades antivirais, antioxidantes, antimicrobianas,
antiinflamatdrias, antitumorais, hormonais, atividade sobre a permeabilidade capilar e
atividade espermicida (SCHENKEL et al., 2007; PELZER et al. 1998).

2.6 CRESCIMENTO POPULACIONAL E O CONTROLE DA NATALIDADE

As altas taxas de crescimento na populacdo mundial representam um grande
obstaculo para o bem estar da humanidade, uma vez que esta depende principalmente dos
recursos econdmicos e naturais disponiveis no mundo. Nos ultimos anos a populacdo
mundial ultrapassou os seis bilhdes de habitantes e estima-se ainda que até 2050 sofra um
aumento de 50% principalmente nos paises em desenvolvimento, segundo informacdes

do Fundo de Populagéo das NagOes Unidas, (2011). No caso do Brasil a populagéo em
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1970, por exemplo, era de 94 milhdes de habitantes e em 2010 essa popula¢do chegou
aos 190 milhdes de habitantes, duplicando-se em menos de 40 anos, segundo o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica, (IBGE). Apesar da velocidade do crescimento
populacional haver diminuido, ainda existe uma grande preocupacdo em controlar, o
aumento da populacéo (IBGE, 2010).

Diversos métodos anticoncepcionais sdo descritos pela literatura médica como
alternativa para evitar uma gravidez ndo planejada, variando entre as diversas classes,
formas de atuacdo e variacOes em efetividade. Nesse contexto existem quatro grandes
classes de contraceptivos, 0s naturais, também chamados de métodos comportamentais,
os hormonais, os cirdrgicos, os intra-uterinos (DIU) e os métodos de barreira
(BURNHILLU, 1998).

2.6.1 Métodos de Barreira

Os meétodos de barreira consistem no uso de substancias ou produtos que impegam
a fecundacao dos espermatozdides no 6vulo estabelecendo barreiras fisicas ou quimicas.
Entre os mais conhecidos estdo os metodos mecénicos tendo seu principal representante
0 preservativo masculino, uma membrana que envolve o pénis e que tem por funcéo reter
0 sémen no ato sexual impedindo a fecundacéo, além dos diafragmas vaginais que tém
por funcdo impedir a entrada dos espermatozdides no ttero (GOMEZ et al. 2007).

Para aumentar a efetividade dos métodos supracitados, € feita uma associacao das
barreiras fisicas e quimicas. O agente quimico frequentemente utilizado nessa associacéo
é 0 composto biodetergente de acdo enzimética denominado Nonoxynol-9 (N-9)
(SCHILL; WOLFF, 1991). Sua atuacédo esta evidenciada sobre o metabolismo celular,
agindo também como um microbicida, uma vez que este tem a capacidade de romper
membranas celulares e envelopes virais (BIRD, K.D, 1991). N-9 é um agente surfactante
ndo idnico e tem como principal acdo a reducdo da tensdo superficial na membrana do
acrossoma do espermatozdide, causando uma altera¢do na sua permeabilidade, perda da
motilidade e a diminuicdo de seu potencial frutolitico (FORBES; HEISE, 2003).

As atividades espermicidas destes surfactantes estdo associadas com sua afinidade
estrutural com a membrana lipidica (SCHILL; WOLFF, 1981). No entanto, diversos
estudos demonstram que tais biodetergentes espermicidas ndo fornecem nenhuma
protecdo contra doencas sexualmente transmissiveis (DSTSs) e que seus efeitos no controle

da transmiss@o do HIV ainda sdo bastante controversos (RODDY et al. 2002).
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A principal desvantagem descrita no uso do N-9 e outros biodetergentes
espermicidas usados atualmente de mesma atividade tensoativa é seu efeito sobre as
celulas epiteliais da vagina e na sua microbiota normal (KLEBANOFF, 1992). O uso de
tais surfactantes repetidamente como contraceptivos vaginais ou microbicidas esta
associado com um aumento do risco de infecgdes vaginais ou cervicais e de irritagdes ou
ulceragbes (WEIR et al. 1995, REKART, 1992; NIRUTHISARD;
RODDY; CHUTIVONGSE, 1991). Tais pertubacOes sdo capazes de desencadear
processos infecciosos por patégenos oportunistas, aumentando as chances de contrair o
HIV ou outras DSTs (D’CRUZ ; UCKUN, 2001).Mediante tais efeitos adversos justifica-
se a importancia na avaliagédo e pesquisa de uma nova geracdo de agentes contraceptivos
que tenham diferentes mecanismos de acao e possam ser usados pelos mesmos propositos

atraves da administracdo de doses eficazes, sem causar danos irritativos ou toxicos.

2.6.2Extrato de plantas como fonte alternativa para a nova geracdo de

contraceptivos quimicos.

Os vegetais sdo indiscutivelmente fontes excepcionais de compostos bioativos.
Esses compostos sdo cruciais para o desenvolvimento de novas drogas devido sua elevada
diversidade molecular, muito superior aos dos compostos derivados dos processos de
sintese quimica. Essa variedade e complexidade dos metabolitos vegetais é resultado de
sua formacdo que sofre influéncia de estimulos ambientais, bastante variaveis, de
natureza quimica, fisica e bioldgica, sobre sua composicdo quimica, culminando em
moléculas de estruturas complexas e com grande diversidade de esqueletos e grupos
quimicos funcionais (ALVES, 2001; RISSATO et al. 2004).

Em pesquisas realizadas por Gomez et al. (2007) na busca de novas alternativas
contraceptivas foi encontrada uma ampla variedade de plantas que apresentam atividade
espermicida, permitindo assim pensar em novas propostas para um anticonceptivo de
origem vegetal, constituindo uma estratégia chave na prevencdo da gravidez ndo

planejada especialmente nos grupos mais vulneraveis que € o caso das adolescentes.
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Diversas espécies, relatadas na literatura, apresentam efeito sobre o controle da
fertilidade, uma vez que possuem atividades espermicidas. Estas variam quanto a seus
mecanismos de a¢do. A maioria dos espermicidas derivados de plantas € do tipo saponinas
titrerpénicas, de varios tipos de estruturas, além dos flavondides e dos compostos
fendlicos(GOMEZ et al. 2007).

3. OBJETIVOS
3.1 GERAL

e Obter e Caracterizar Oleos Essenciais a partir de folhas de duas plantas da caatinga
pernambucana: Eugenia brejoensis e Myroxylon peruiferum e em seguida analisar
o efeito dos mesmos sobre a viabilidade, motilidade em espermatozoides

humanos.

3.2ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito dos Oleos essenciais sobre a morte celular induzida por peréxido
de hidrogénio em células Vero

e Caracterizacdo quimica por meio de cromatografia gasosa acoplada a
espectrofotdmetro de massa dos Oleos Essenciais de Eugenia brejoensis e
Myroxylon peruiferum

e Analisar a atividade espermaticida/espermostatica dos extratosem questdo

utilizando como modelo espermatozoides humanos in vitro;
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o Efetuar uma ampla revisdo sobre o efeito citoprotetor contra Ho.O> como um
método de anélise de atividade antioxidante de plantas
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Diversos medicamentos a base de vegetais sdo descritos na literatura em todo o
mundo como fatores regulatorios da fertilidade desde os tempos antigos. Este estudo foi
realizado para obter, caracterizar e avaliar o efeito in vitro dos déleos essenciais de trés
espécies de plantas endémicas da Caatinga: Croton sp., Eugenia brejoensis e Myroxylon
peruiferum sobre o extresse oxidativo induzido na presenca de H202 e sobre a motilidade
deespermatozoides humanos. Os 6leos foram obtidos por hidrodestilacdo e caracterizados
por GC/MS, sendo Croton sp. a Unica espécie cujo rendimento do 6leo foi instatisfatério
para prosseguimento dos estudos. Amostras de sémen foram coletadas de 12 individuos
voluntarios férteis, com idades de 18 a 45 anos, ap6s uma abstinéncia sexual de 48-120
horas. Diferentes concentragdes (25, 50, 100, 200, 400 pg/mL) foram testadas em
microplacas para ambos os OE, sendo realizados seis ensaios independentes e em
triplicata para cada uma das concentracdes. Ambas as plantas exibiram acgéo
espermostatica de maneira dose-dependente. Os melhores resultados foram obtidos para
Eugenia Brejoensis em todos os tempos de tratamento apresentando 1C50 de 28,99 (5
min), 35,19 (15 min) e 14,79 (30 min), entretanto Myroxylon peruiferumtambém mostrou
um potencial imobilizante significativo com IC50 42,92 (5 min), 46,32 (15 min) e 41,69
(30 min). Este estudo demonstrou pela primeira vez que os OE deEugenia brejoensis e
Myroxylon peruiferum apresentam propriedade espermostatica potencial sobre os
espermatozoides humanos, outros trabalhos visando caracterizar os mecanismos de agao
desses Oleos, bem como de seus compostos majoritarios sdo alvos de pesquisa ja
executados pelo nosso grupo.

Palavras-chave: Atividade Espermicida, O6leo essencial, espermatozoides
humanos.

Spermicidal Activity of Plants from the Caatinga (Northeast Brazil)
Abstract

Several herbal medicinal plants are described in the literature worldwide as
regulatory factors of fertility since ancient times . This study was conducted to obtain,
characterize and evaluate in vitro effect of essential oils of three species of endemic plants
of Caatinga : . Croton sp , Eugenia brejoensis and Myroxylon peruiferum on the oxidative
stress induced in the presence of H202 and the motility from human sperm. The oils were
obtained by hydrodistillation and characterized by GC / MS , and Croton spp. the only
species whose oil yield was instatisfatorio for further education . Semen samples were
collected from 12 fertile volunteers , aged 18 to 45 years after a sexual abstinence 48-120
hours . Different concentrations ( 25, 50 , 100, 200, 400 mg / mL ) were tested in
microplates for both EO six independent assays being performed in triplicate and for each
concentration . Both plants exhibited espermostatica action in a dose- dependent manner
. The best results were obtained for Eugenia Brejoensis in all treatment times having 1C50
of 28.99 ( 5 min) 35.19 (15 min), and 14.79 (30 min ), however, showed a significant
Myroxylon peruiferumtambém immobilizing potential with 1C50 42.92 ( 5 min) 46.32
(15 min), and 41.69 (30 min) . This study first demonstrated that OE brejoensis deEugenia
and Myroxylon peruiferum property espermostatica present on human potential , sperm
other studies aiming to characterize the mechanisms of action of these oils and their major
compounds are targets of research already performed by our group .

Keywords: spermicidal activity, essential oil, human spermatozoa.
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Introducéo

Diversos métodos anticoncepcionais sdo descritos pela literatura médica como
alternativa para evitar uma gravidez ndo planejada, variando entre as diversas classes,
formas de atuacdo e variagBes em efetividade. Os métodos de barreira, por exemplo,
consistem no uso de substdncias ou produtos que impecam a fecundacdo dos
espermatozoides no oOvulo estabelecendo barreiras fisicas ou quimicas [1]. Os
espermicidas vaginais, entre eles os cremes, géis, aerossois espumantes, etc., representam
0 grupo dos métodos quimicos de barreira [2].

Os agentes sintéticos para o controle da fertilidade podem produzir diversos
efeitos colaterais graves como disturbios hormonais, hipertenséo, aumento no risco de se
desenvolver um cancer e do ganho de peso [3]. Os avangos farmacéuticos com o uso de
plantas como medidas terapéuticas ou preventivas vém ganhando espa¢o no mundo nas
ultimas décadas no que se refere as medidas contraceptivas, além do mais, na busca de
novos anticonceptivos espermicidas que ndo mostrem ter efeitos secundarios importantes
[4].

Os espermicidas sdo substancias desenhadas para prevenir a gravidez mediante a
morte ou imobilizacdo dos espermatozoides para que estes ndo consigam chegar até o
ovacito e fecunda-lo [5]. Os espermicidas séo um método de facil acesso e de baixo custo,
sendo elaborados em diferentes apresentacfes como cremes, espumas, 6vulos ou tabletes,
no entanto, apesar de suas vantagens, sdo elaborados em sua grande maioria a base de
nonoxynol-9, compostos sdo capazes de causar efeitos irritativos cervicais e vaginais
podendo favorecer o aparecimento de microrganismos infecciosos e/ou a alteracdo do
crescimento de lactobacilos [6-7]. Tendo, portanto, uma urgente necessidade de
substituicdo desses agentes por uma alternativa segura e eficaz, como o0s contraceptivos
a base de plantas. Diversos medicamentos a base de vegetais sdo descritos na literatura
em todo o mundo como fatores regulatérios da fertilidade desde os tempos antigos [4].

Eugenia brejoensis, espécie endémica da Caatinga pernambucana pertencente a
familia da Myrtaceae, recentemente descrita e identificada como Eugenia brejoensis
Mazine [8]. A familia Myrtaceae compreende um vasto nimero de géneros (pelo menos
132) e 5671 espécies. As aplicacdes econbmicas e terapéuticas dessa familia sdo
abrangentes, na literatura ja descritas por varios outros autores no tratamento de
disenteria, gastroenterites, dores de estbmago, indigestdo, diabetes mellitus e hipertensao
[9-13].
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Myroxylonperuiferum L., pertencente a familia Fabaceae, popularmente conhecida
como Cabrelva, é encontrada na grande maioria do territorio brasileiro, se estendendo
principalmente na regido da Caatinga [14-15]. A madeira é utilizada para construcéo,
mdveis e outros fins [16], o tronco fornece, apos resultado de lesdo o balsamo de told,
utilizado na perfumaria, e como agente anti-inflamatério a base de plantas para doengas
do trato respiratorio, reprodutor e urinario [17]. Myroxylon peruiferumtem como parte de
sua composicao fitoquimica, Oleos volateis, ésteres, alcoois, triterpenos, alcaldides,
fendis, proteinas e glicosideos [18].

Ao avaliarmos a capacidade espermicida de plantas endémicas de nossa regiéo,
indicamos materiais como fontes de subsidios contraceptivos eficazes na regulacdo da
fertilidade, minimizando os efeitos colaterais dos que sdo utilizados atualmente. O
objetivo deste estudo é avaliar o efeito in vitro de dleos essenciais de plantas endémicas

da Caatinga sobre a motilidade de espermatozoides humanos.

Materiais e Métodos
Coleta de Material Vegetal

As amostras de folhas de Eugenia brejoensis e de Myroxylon peruiferum foram
coletadas do Parque Nacional do Catimbau (Buique, Pernambuco, Nordeste do Brasil em
Setembro de 2012). A identificacdo botanica foi feita no Herbario do Instituto de Pesquisa
Agrondmica de Pernambuco (IPA-PE), Brasil, os espécimes (vouchers) (IPA 84.033),

(IPA 84.113), respectivamente, foram depositados no mesmo herbario.

Extracéo do Oleo Essencial

Aproximadamente 200 gramas de p6 de folhas de cada uma das plantas
(previamente secas a temperatura ambiente e trituradas em moinho) foram submetidas ao
processo de hidrodestilacdo sob aquecimento durante 3 horas. A metodologia utilizou o
hidrodestilador, em seguida o Oleos Essencial foi coletado e guardado em refrigerador,
sendo mantido na temperatura de 4 °C. A caracterizacdo quimica dos 6leos utilizados foi

realizada anteriormente por nosso grupo atraves de Cromatografia Gasosa (Tabela 1).

Preparacéo da Suspensdo de Sémen
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As amostras de sémen foram coletadas por masturbacdo por 12 individuos
voluntérios férteis, previamente testados, ndo-fumantes, saudaveis com idades de 18 a 45
anos, com morfologia normal em mais de 60% e motilidade maior que 40%. As amostras
de sémen foram coletadas apds uma abstinéncia sexual de 48-120h, como preconizado
pelo protocolo padrdo da OMS [19]. Uma analise seminal de rotina foi avaliada logo apds
a liquefacdo a temperatura ambiente. Um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) foi firmado com cada voluntério antes da participacdo no estudo. A pesquisa s6

foi iniciada apds a autorizagio do Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da nossa instituico.

Cultura celular

A linha de fibroblastos de rim de macaco ( Vero ) foi mantida a 37 © C numa
incubadora com atmosfera himida com 5 % de CO2 . As células foram cultivadas em
meio RPMI contendo 10 % de soro fetal de bezerro inactivado pelo calor, penicilina e
estreptomicina ( 100 U / mL ) , todos da Sigma - Aldrich .

MTT

A viabilidade celular foi avaliada utilizando o ensaio de MTT , que mede a conversao
metabolica do 3 - ( 4,5- dimetiltiazol - 2 - il ) -2,5 - difeniltetrazolio ( MTT ; Sigma -
Aldrich) para o sal de corante de formazan. Células Vero ( 1 x 105/mL ) foram incubadas
em uma placa de 96 pocos em quadruplicata, durante 24 h . As células foram entdo
tratadas com 6leo ( 0,625-10 uM) durante 30 min e subsequentemente com H202 ( 1
mM) durante 24 h . No final da incubacéo , 0 meio foi removido e uma solu¢do de MTT
(5mg/ mL em meio RPMI ) foi adicionado as células que foram incubadas durante mais
3 h. Em seguida, o meio foi removido e o produto de formazan intracelulares formados
foram dissolvidos em DMSO . A densidade o6ptica (DO) foi medida a 595 nm em um
leitor de microplacas ( benchmark plus, Bio- Rad , Califérnia , EUA). A viabilidade
celular foi calculada em comparacdo com a densidade Optica obtida por célula de controle

considerado como 100 % .

Analise da Atividade Imobilizante e Determinagéo 1Cso
Diferentes concentracdes (25, 50, 100, 200, 400 pug/mL) para ambos os 6leos (pré-

aquecidos a 37°C) foram misturados ao ejaculado humano na proporc¢do volumétrica de
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1:1. Para o ensaio controle, os ejaculados foram misturados a solucdo salina (pH 7.4)
contendo 5% de DMSO a 37 °C na mesma proporc¢do 1:1. Para a avalia¢do inicial da
motilidade, 10 ul de sémen foi imediatamente (p6s liquefacdo) colocados em 2 [&minas e
pelo menos 10 campos foram visualizados e 400 espermatozoides foram contados, 200
em cada. Os ensaios foram entdo realizados em triplicata para cada uma das
concentragfes supracitadas, além dos pocos para o controle, em microplacas Apo6s
incubagdo, dentro de 5 min, 15 min e 30 min, a motilidade espermatica foi avaliada
seguindo o Protocolo de Processamento Seminal da OMS (2010). [19] Os ensaios para as
duas plantas foram realizados de forma independente, sendo testados 6 pacientes para
cada 6leo.

A determinacdo da ICso(concentragdo que imobilizou 50% dos espermatozoides)
foi realizada por regresséo linear, a partir dos valores de imobilizacéo relativa (IR) ao

controle para cada tratamento segundo a formula descrita abaixo:

IR (%): (MEIT - MEIC) X 100
MEIC

Onde, MEIT ¢ a media de espermatozoides imdveis no tratamento; MEIC é a média de
espermatozoides imoveis no controle.
Analise Estatistica

Todos os testes serdo realizados em triplicata e com pelo menos trés experimentos
independentes. Os resultados serdo expressos como média com desvio padrdao. A
significancia estatistica sera mensurada pelos testes t de "Student” e ANOVA
comparando os grupos tratados com o controle ndo tratado, considerando significante
p<0,05.

Resultados
Avaliacdo do efeito protetor dos Oleos essenciais frente ao estresse oxidativo

Apos o tratamento de células Vero submetidas a estresse oxidativo por meio
perdéxido de hidrogénio com 6leos essenciais das duas plantas, a viabilidade celular foi

calculada em comparagdo com a densidade dptica obtida por célula de controle (sem

6leo), considerado como 100 %, ndo apresentou nenhuma diferenca estatisticamente
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significativa, ndo sendo, portanto, nenhum dos Oleos capaz de reverter 0 estresse

oxidativo.

Imobilizacao Espermatica

O efeito das diferentes concentracdesdos 6leos essenciais da Eugenia brejoensis
e doMyroxylon peruiferumsobre a motilidade dos espermatozoides humanossao
demonstrados nasFiguras 1 e 2respectivamente. Os espermatozoides humanos foram
tratados com diferentes concentrac@es (25, 50, 100, 200 e 400 pg/mL) dos dois 0Oleos e
em intervalos de tempos diferentes (5, 15 e 30 min).

Quando tratados com Eugenia brejoensis, houve acdo imobilizante em todas as
concentracdes testadas (p<0,05) e em todos os tempos do ensaio, com exce¢do da
concentragdo de 25 pg/mL nos intervalos de 5 e 15 min, em que ndo houve uma agao
imobilizante significativa (p>0,05). Ao comparar a variagdo de imobiliza¢do para cada
tempo de incubacdo, partindo da concentracdo minima a maxima (25 a 400 pg/mL), a
variagdo foi de 21,04+ 5,25% a 64,22+4,29% para 5 minutos, 26,57+4.89% a
70,67+5,61% para 15 minutos e de 21,30+5.82% a 77,67+5,52% para 30 minutos.

O potencial imobilizante das diferentes concentragdes do Oleo essencialde
Eugenia brejoensis é apresentado na Figura 1. Apos 5 minutos de incubacdo o melhor
percentual de imobilizacdo relativa (205,24%) foi obtido para a concentracdo de 400
pg/mL (p<0,05), embora que, € no intervalo de 30 minutos de exposi¢do que a Eugenia
brejoensisconsegue desempenhar a melhor imobilizacao relativa (264,3%) (Tabela 2).
Nos demais tempos de incubacéo ndao houve diferencas estatisticas entre as concentracdes
de 100, 200 e 400 pg/mL (p>0,05).

Para o Myroxylon peruiferum, somente a partir de 50 pg/mL pdde ser vista uma
acdo imobilizante significativa (p<0,05). Para todas as outras concentracfes maiores
(100, 200 e 400 pg/mL), houve um efeito imobilizante significativo em todos os tempos
(p<0,001), sendo 200 e 400 pg/mL as melhores concentragcdes, cujos valores de
imobilizacdo relativa em 5 minutos sdo de 99,5% e 125,3%, respectivamente. Quando é
comparada a variacdo de imobilizacdo para cada tempo de incubacdo, partindo da
concentracdo minima a maxima (25 a 400 pg/mL), a variacdo foi de 26,60+£10.59% a
59,93+13,65% para 5 minutos, 32,93+£11,25% a 65,67+4,89% para 15 minutos, e de
37,40£ 9,25% a 74,07+ 4,89% para 30 minutos.

Quando os espermatozoides humanos foram tratados com os 0leos, Eugenia

brejoensis apresentou um potencial imobilizante maior que Myroxylon peruiferum, uma
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vez que mesmo na concentracdo minima testada (25 pg/mL), Eugenia brejoensis
conseguiu desenvolver uma agdo imobilizante significativa, mesmo que no maior
intervalo de tempo (30 min), o que pOde ser visto em porcentagem de imobilizagédo
relativa 264,30% e 98,03% para Eugenia brejoensise Myroxylon peruiferum,
respectivamente (Tabela 2).

Na porcentagem relativa de imobilizagdo e na determinagdo da IC50 torna-se
evidente o maior potencial imobilizante de Eugenia brejoensis em comparacdo a
Myroxylon peruiferum, informacdo que € ratificada quando se compara o tempo minimo
de exposicdo aos 6leos(5 min).Na concentracdo de 50 pg/mL Eugenia brejoensis foi
capaz de alcancar uma imobilizagdo relativa de 72,16%, como pode ser visto na Tabela
1, enquanto que Myroxylon peruiferum alcangou, na mesma concentragdo e tempo, uma
imobilizacédo relativa menor (52,38%). A eficiéncia relativa no tocante a capacidade de
imobilizar os espermatozoides humanos apresentou em todos 0s tempos testados, melhor
potencial imobilizante para Eugenia brejoensis, 0 que é representado por: em 5 min o
0leo essencial de Eugenia brejoensis teve um potencial 48% melhor que o Myroxylon

peruiferum, da mesma forma nos outros tempos, 15 min, 32%, e em 30 min,181%.

Discusséo

As medidas contraceptivas sintéticas para o controle da fertilidade podem produzir
diversos efeitos colaterais graves, principalmente por disturbios hormonais [3]. A busca
por produtos naturais como medida anticonceptiva vem crescendo nas ultimas décadas,
principalmente na busca de espermicidas que ndo desenvolvam reacfes secundarias
importantes [4], como, por exemplo, os efeitos decorrentes do uso de espermicidas
elaborados a base de nonoxynol-9 [6-7].

Diversos trabalhos tém demonstrado os efeitos potenciais de produtos vegetais
como contraceptivos masculinos [20-24]. Nosso trabalho demonstrou pela primeira vez
o elevado potencial imobilizante dos Oleos Essenciais de Eugenia brejoensise Myroxylon
peruiferum sobre espermatozoides humanos.

Eugenia brejoensis apresentou os melhores resultados quanto ao efeito de
imobilizacdo relativa em comparacdo a outra planta testada. Esse estudo corroborou com
pesquisas anteriores que correlacionaram plantas da familia Myrtaceae e mais
especificamente do género Eugenia a atividade anti-fertilidade [26-27]. Em um trabalho

anterior um grupo de pesquisadores relatou uma atividade anti-fertilidade em ratos
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através das flores de Eugenia jambolana, atuando na reducdo do nimero de
espermatozoides [27].

Dos componentes quimicos identificados em Eugenia brejoensis foi encontrado
B-cariofileno (11,30%), resultado consistente com um estudo prévio que caracterizou o
mesmo componente no Gleo essenciail de Trachyspermum ammi como tendo uma
atividade contraceptiva significativa in vitro [20]. Os outros constituintes identificados
biciclogermacreno (10,38%), o-cadineno (15,33%), o-muurolol (8,43%), a-cadinol
(8,12%) apresentaram atividade bactericida relatada em estudos prévios com Gleo
essencial [28], sendo destacado o biciclogermacreno. Também foram relatadas atividades
anti-fungicas para os constituintes f-cariofileno, a-cadinol [28] e 8-cadineno [31].

Myroxylon peruiferum embora tenha apresentado uma imobilizacdo relativa
menor que Eugenia brejoensis, ainda assim, mostrou um potencial imobilizante
significativo. Estudos in vitro relataram uma atividade espermicida, em ratos, de espécies
pertencentes & mesma familia do Myroxylon peruiferum(Fabaceae), Abrus precatorius
[31-32] e Pongamia glabra, [33]. E valido enfatizar que para o género Myroxylon ainda
ndo ha relatos na literatura sobre o potencial contraceptivo.

Dos componentes quimicos identificados em Myroxylon peruiferum, a-pineno
(9,82%), y-muuroleno (7,13%), espatulenol (16,44%), 6xido de cariofileno (6,59%) ainda
ndo foram relatadas atividades contraceptivas em estudos anteriores. Atividades
fungicidas e bactericidas dos principais componentes foram relatadas para 0s
componentes a-pineno, y-muuroleno, oxido de cariofileno [34-35] e uma atividade
antioxidante para todos os componentes identificados no Myroxylon peruiferum[36].

Em conclusdo, este estudo demonstrou que os Oleos Essenciais deEugenia
brejoensis e Myroxylon peruiferum apresentam propriedade espermostatica potencial
sobre os espermatozoides humanos. A eficacia dos dleos de Eugenia brejoensis e
Myroxylon peruiferum sobre a motilidade dos espermatozoides humanos foi avaliada in
vitro com o0s experimentos ja descritos. Os resultados demonstram que a acgdo
imobilizante é dose-dependente. Futuras pesquisas que incluem a confirmacdo do efeito
sobre a viabilidade dos espermatozoides e 0 mecanismo de acao das plantas através de

microscopia eletrdnica, estdo em andamento.
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Lista de Tabela (Table Captions)

Tabela 1: Caracterizagdo Quimica dos Oleos Essenciais de Eugenia
brejoensis e Myroxylonperuiferum por Cromatografia Gasosa.

Tabela 2: Efeito Imobilizante Relativo e IC50 dos Oleos de Eugenia
brejoensis e Myroxylon peruiferumsobre espermatozéides humanos.
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Lista de Figuras (Figure Captions)

Figura 1. Efeito imobilizante do Oleo Essencial de Eugenia brejoensissobre a
espermatozoides humanos.

Figura 2. Efeito imobilizante doOleo Essencialde Myroxylon peruiferumsobre a
espermatozoides humanos.
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Tabela 1: Caracterizagdo Quimica dos Oleos Essenciais de Eugenia
brejoensis e Myroxylonperuiferum por Cromatografia Gasosa

Eugenia brejoensis Myroxylonperuiferum
Composto Percentual Composto Percentual
B-cariofileno 11,30% a-pineno 9,82%
biciclogermacreno 10,38% y-muuroleno 7,13%
o-cadineno 15,33% espatulenol 16,44%
a-muurolol 8,43% Oxido de cariofileno 6,59%

a-cadinol 8,12%
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Tabela 2: Efeito Imobilizante Relativo e IC50 dos Oleos de Eugenia

brejoensis e Myroxylon peruiferumsobre espermatozéides humanos.

Eugenia brejoensis Myroxylon peruiferum
Concentracao Tempo (min)
(Hg/mL)

5 15 30 5 15 30
25 42,85 35,29 86,26 23,30 23,27 25,84
50 72,16 64,11 126,18 52,38 50,40 53,11
100 118,36 125,42 219,47 7293 67,20 68,27
200 155,07 142,53 239,22 99,49 85,62 81,28
400 205,24 165,99 264,29 125,31 99,39 98,03
IC50 28,99 35,19 14,79 42,92 46,32 41,69

R? 0,9934 0,9820 0,9785 0,9963 0,9949 0,9940
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Figura 1. Efeito imobilizante do oleo de Eugenia brejoensissobre a
espermatozoides humanos. (*) Representa diferenca estatistica em relacdo ao
controle.
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Figura 2. Efeito imobilizante do o6leo de Myroxylon peruiferumsobre a
espermatozoides humanos. (*) Representa diferenca estatistica em relacédo ao
controle.
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6. CONCLUSOES

Os 0leos essenciais da caatinga constituem uma importante fonte de biomoléculas
dotadas das mais variadas atividades biolgicas. Em concluséo, este estudo caracterizou
pela primeira vez o 6leo essencial da espécie endémica do sertdo pernambucano, Eugenia
brejoensisdas, assim como caracterizou o0 Oleo de Myroxylon peruiferum.
Adicionalmente, demonstrou-se que o0s 06leos essenciais deEugenia brejoensis e
Myroxylon peruiferumndo apresentam citotoxicidade para células Vero e apresentam
propriedade espermostatica potencial sobre os espermatozoides humanos. A eficacia dos
6leos de Eugenia brejoensis e Myroxylon peruiferum sobre a motilidade dos
espermatozoides humanos foi avaliada in vitro com os experimentos ja descritos. Os
resultados demonstram que a acdo imobilizante é dose-dependente. Futuras pesquisas que
incluem a confirmag&o do efeito sobre a viabilidade dos espermatozoides e 0 mecanismo

de acdo das plantas através de microscopia eletrénica, estdo em andamento.
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7.ANEXOS

7.1 ARTIGO Chemical composition and larvicidal activity against Aedes aegypti
mosquito of essential oils of Eugenia brejoensis Mazzini (Myrtaceae) leaves
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Abstract

The essential oils of the leaves of Eugenia brejoensis from Brazil’s northeastern caatinga
were obtained by hydrodistillation and analyzed by GC-MS showed 3-cadinene (22.6%),
B-caryophyllene  (14.4%), a-muurolol  (9.34%), «a-cadinol (8.49%) and
bicyclogermacrene (7.93%) as main constituents of Eugenia brejoensis leaf essential oil.
The essential oil showed moderate larvicidal activity (CLso = 214,7 ppm) against Aedes
aegypti mosquito. Essential oils of Myrtaceae species revealed the constant presence of
d-cadinene, p-caryophyllene and bicyclogermacrene as a majors components
corroborating our results.

Key words: Myrtaceae, Essential oils, Caatinga, Aedes aegypti , Eugenia brejoensis.

Introduction

Myrtaceae consists of 132 genera and 5,671 species!, distributed mainly in
tropical and subtropical regions of the world, with centers of diversity in Australia,
Southeast Asia and South America, tropical and temperate zones with few species
occurring in Africa.?

The largest of the New World Myrtaceae genera, Eugenia L. is currently

estimated to contain 1009 species?, distributed from South of Mexico, Cuba, the Antilles
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to Uruguay and Argentina, with a small number of species (ca. 60) in Africa.® Several
species of Eugeniahave been reported for uses in folk medicine. The shrubby tree Eugenia
uniflora has been investigated and determined to be effective in treatment against
digestive disorders and commonly used as an anti-febrile, antirheumatic, anti-
inflammatory, diuretic and control blood glucose levels.*Eugenia species have play
important ecological roles in tropical forests.>'They disperse their seeds by affording
edible fruits which are attractive to many kinds of animals. Several Eugenia species are
appreciated for their edible fruits, such as E. uniflora & and E. edulis.® Also, some species
are used in folk medicine for their antihypertensive, antifebrile, antirheumatic,
antidiarrheic, (E. uniflora and E. dysenterica)!®®3, and anti-diabetic (E. jambolana)
properties.’* These species accumulate volatile compounds in their leaves and fruits.**°

Eugenia brejoensis®® is a tree endemic to Pernambuco state, found in highland
humid forests, locally called ‘brejo’, which are forests on ‘inselbergs’, located in the
semi-arid ‘caatinga’ and is commonly known as “cutia”. Traditionally, the leaves, fruits,
and stem-bark are used for antidiarrheic, antifebrile, antirheumatic for local people. A
previous study has demonstrated the antibacterial activity of cutia leaf, stem-bark and
fruit extracts.'’

To our knowledge no study did so far address analysis of essential oil of Eugenia
brejoensis, which led to the development of this work. This paper describes the chemical
composition of essential oils from Eugenia brejoensis leaves collected in Caatinga
Domain in northeastern Brazil. We report the larvicidal activity against Aedes aegypti
mosquito vector of yellow and dengue fever associated to essential oil of Eugenia

brejoensis leaves.

Materials and methods
Plant material

Leaves of Eugenia brejoensiswere collected from mature trees in September 2010
in the Parque Nacional do Catimbau, Pernambuco state, Brazil (Figure 1). A voucher
specimens have been deposited in the herbarium IPA (Instituto Agrondmico de
Pernambuco) with the number IPA 84.033.
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Extraction procedure

The leaves collected from Eugenia brejoensis (342 g) were dried at room
temperature for 6 days, minced and submitted to hydrodistillation for 4 h in a Clevenger-
type apparatus. The oils obtained were dried over anhydrous sodium sulphate, producing

yield of 0.010% w/w and stored at a low temperature (-5 C).

GC and GCMS analyses

GC—mass spectrometric (MS) analyses were carried out using a Agilent 5975C
Series GC/MSD (Agilent Technologies, Palo Alto, USA) quadrupole instrument
equipped with a Agilent J&W non-polar DB-5 fused silica capillary column (60 m x 0.25
mm i.d.; film thickness 0.25 um). The analytical conditions of oven
temperaturewasinitially at 60 °C, held for 3 min, increased to 240 °C at 2.5 °C/min, then
held for 10 min. The flow of carrier gas helium was maintained at a constant pressure of
100 kPa. Injector and detector temperatures were 250°C and 280°C, respectively. Injector
mode wassplit 1:20 and ionization potential at 70 eV. Scan range was m/z 20 — 350 and
scan rate, 0.5 scans/s (10). The same conditions were used in GC analysis performed in a
Gas chromatography (GC) was performed using aThermo Fisher Scientific (Waltham,
MA, USA) Trace GC Ultra gas chromatograph equipped with a flame ionization detector
(FID), a split/splitless injector and a Hamilton Bonaduz (Bonaduz Switzerland) HB-5
fused silica capillary column (30 m x 0.25 mm; film thickness 0.25 pm). The composition
of essential oil was expressed in the form of percentages of total peak area as recorded by
GC-FID. The GC analysis was performed three times. The medium percentage of peaks

are processed and showed in the results section.

Identification of oil constituents

The initial identification of the individual components of the essential oil was
carried out by comparison with previously reported values of retention indices (RI),
obtained by co-injection of oil samples and Co—Cso linear hydrocarbons and calculated
according to the equation of Van den Dool and Kratz'8. Subsequently, the MS acquired

for each component was matched with those stored in the mass spectral library of the
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GC—MS system (MassFinder 4, NIST08 ¢ Wiley Registry™ 9th Edition) and with other

published mass spectral data.®

Maintenance of A. aegypti

A colony of A. aegypti was maintained in the laboratory at 28 £ 1 °C, 70 + 5%
relative humidity and a photoperiod of 14L:10D. Adult mosquitoes were maintained on
a 10% sucrose solution, while females were blood-fed on pigeons. Larvae were reared in

plastic dishes and fed on a diet of minced commercial cat food (Whiskas®).

Assay of larvicidal activity

Stock solutions (containing 100 ppm) of essential oils were prepared by diluting
5.00 mg of oil in 3 drops of Tween®80 and completing to 50 mL with distilled water. This
stock was used to prepare adequate concentrations (10, 50 and 100 ppm) of larvicidal
bioassays. Larvicidal activities were evaluated using a modified version?® of the method
recommended by the World Health Organization?'. Early4™ instar A. aegypti were
transferred to disposable cups (20 larvae per cup) containing test samples in a range of
concentrations obtained (where appropriate) by dilution of stock solutions with distilled
water. Three replicate assays were carried out for every test sample at each concentration,
and negative controls (distilled water containing the same amount of co-solvent, where
appropriate, as the test sample) were included in each assay. Larval mortality, assessed
as lack of response to stimulus or larvae not rising to the surface, was determined after 24
and 48 h, and median lethal concentration (LCso) values were calculated by Probit

analysis using StatPlus2008 software.

Results and discussion
A total of 41 compounds were identified, accounting for 89.3% of the total

composition of the leaves of Eugenia brejoensis, Table 1.
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Table 1 Identification of constituents of the essential oils obtained from Eugenia

brejoensis leaves.

Retention Indices

Number Identify Compound? Determined® Literaturec  Content (as % of total oil)
1 a-Cubebene 1351 1348 0.25
2 a-Copaene 1377 1374 0.79
3 B-Elemene 1393 1389 1.22
4 a-Gurjunene 1411 1409 2.83
5 B-(E)-Caryophyllene 1421 1417 14.4
6 B-Copaene 1431 1430 0.36
8 B-Gurjunene 1434 1431 0.05
10 Aromadendrene 1441 1439 1.2
11 trans-Muurola-3,5-diene 1452 1451 0.11
12 a-Humulene 1455 1452 15
14 Caryophyllene <9-epi-(E)-> 1463 1464 2.33
15 trans-Cadina-1(6),4-diene 1475 1475 0.1
16 v-Muurolene 1478 1478 1.14
17 B-Selinene 1490 1489 0.34
18 trans-Muurola-4(14),5-diene 1494 1493 0.02
19 Bicyclogermacrene 1502 1500 7.93
20 y-Cadinene 1516 1513 5.94
21 d-Cadinene 1526 1522 226
22 trans-Cadina-1,4-diene 1534 1533 0.63
23 a-Cadinene 1540 1537 1.06
24 a-Calacorene 1545 1544 0.19
26 Palustrol 1570 1567 0.13
27 Spathulenol 1580 1577 3.28
28 Viridiflorol 1594 1592 0.08
29 Guaiol 1600 1600 1.61
31 Cubenol <1,10-di-epi-> 1618 1618 0.31
33 Cubenol <1-epi-> 1631 1627 0.92
34 a-Muurolol 1644 1644 9.34
35 a-Cadinol 1657 1652 8.49
36 Bulnesol 1670 1670 0.08
41 Shyobunol 1693 1688 0.07
Sesquiterpenes hydrocarbons 62.66
Oxygenated sesquiterpenes 26.64
Unidentified compounds 9.92
Total 99.22

4 Constituents listed in order of elution on a non-polar DB-5 column;  Retention indices
(R1) calculated from retention times in relation to those of a series of Co-C3on-alkanes
on a 30 m DB-5 capillary column; € Values taken from Adams, 2007; —: Not detected
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The majors’ components of essential oil of Eugenia brejoensis leaf belong to
sesquiterpenes (62.66%) and oxygenated sesquiterpenes (26.64%). The major
constituents were 8-Cadinene (22.6%), p-Caryophyllene (14.4%), a-Muurolol (9.34%)
and a-Cadinol (8.49%) and Bicyclogermacrene (7.93%). A number of 5 unidentified
compounds were found, accounting 9.92% of the total component.

Previous research of the essential oil of the Eugenia genus has brought light some
similarities between members of the genus. Monoterpenoids such as o and B-Pinene and
sesquiterpenoids such as B-Caryophyllene are the most abundant in many of the essential
oil of the Eugenia species.??

Essential oils of leaves of Myrtaceae species revealed the constant presence [3-
Caryophyllene as a one of the majors components in the essential oil, as describes to
Neofabricia mirtifolia, Eugenia dysenterica, Eugenia caryophyllata, Eugenia
caryophyllus?®-2¢, Previous works studied the essential oil composition of three species
of Eugenia (E. brasiliensis,E. beaurepaireana and E. umbelliflora) and identified that a
and B-Pinene, B-Caryophyllene, Bicyclogermacrene, and 6-Cadinene are present in
medium quantity (<2.5%), although Viridiflorol and Spathulenol are majors components
to two of than species. The essential oil of eight samples of E. protenta leaves collected
in Para/Brazil showed a large quantity of Germacreme,Bicyclogermacrene, 5-Cadinene
and B-Caryophyllene to samples F (15.1%; 11.8%, 5.8%, 5.1%), G (11.5%; 1.4%, 15.4%,
7.9%) and H (15.6%; 6.8%, 8.5%, 5.7%). The Sample E showed Bicyclogermacrene, -
Cadinene and B-Caryophyllene as a large quantity too but in the composition of samples
A, B, C and D the quantity of these compounds were not significant, these samples are
collected in the same region but in different seasons and in the in the countryside. The
conditions of the soil and climate of the forest may explain these similarities because
samples E, F and G were collected in the Marieta Beach and sample H was collected in
Algodoal, both places are near to the cost and it is possible to present an ambient close to
Mata Atlantica forest in Recife, place that we collected our Eugenia brejoensis. The
samples E — H were collected in different forests but this chemotypes are more similar to
chemotype collected in Recife and identified in this work.? This description corroborate
our essential oil identification data to Eugenia brejoensis, an endemic plant in

Pernambuco, Brasil.
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Table 2 Activities against fourth stage larvae of Aedes aegypti of the essential oil of

Eugenia brejoensis

Extract L Cso (confidence interval)®  Standard error

Essential oil 214.7 ppm (190.5 — 238.9) +12.3

aMedian lethal concentration values (LCso) and 95% confidence intervals are means of

three replicate determinations.

The essential oil of Eugenia brejoensis leaf showed a moderate larvicidal activity
against A. aegypti mosquito. The mortality of A. aegypti larvae was observed above 100
ppm of the oil. The oil is responsible to kill 50% of the mosquito larvae between range
concentrations of 160 — 280 ppm, LCso = 214,7 £ 12,3 ppm. Above 180 ppm the larvae
mortality increases until 100%. There is not data of larvicidal activity to 5-Cadinene and
Bicyclogermacrene in the literature but this activity was investigated to f-Caryophyllene
to four authors and the CLso ranged between >50 ppm to 1,202 ppm.*® The mosquito
strains with varying degrees of resistant can be explain this variation. Santos et al®
verified that 3-Caryophyllene gives a small contribution in the larvicidal activity (150 —
400 ppm, mortality < 10 ppm) and in this case the high percentage of B-Caryophyllene
(11.30%) in the essential oil suggests that another component of the oil is responsible to
larvicidal effect observed.

Other species of the genus have been studied for their larvicidal activity. In Brazil,
the leaves of E. uniflora L. are crushed and spread for its flavour and fly-repellent
property.®2 Also, the extracts of E. uniflora leaves presented larvicidal effect with 65% of
mortality for the ethanolic extract of 500 ppm.32 In further work, the leaf methanol extract
was therefore investigated to determine the most active subfraction.®* Leaf extracts with
different solvents of E. jambolana showed LCso in the range of 40-400 ppm for A. aegypti
and others species of mosquitos.® In a different study extracts of E. jambolana exhibited
synergistic effect against A. aegypti when applied with deltamethrin.®® The aqueous
extract of flower buds of E. caryophyllata (clove) was study by Medeiros et al and
reported for LCso of 6.4 mg/mL after 24h of exposure of the larvae in 4th instar®” and

L Cso of 23.2 ppm for 48h of exposure for the 3rd instar of the larvae.®
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The essential oil of species of the genus were also evaluated for activity against
A. aegypti. For the species E. triquetra the LCso value of 64.8 ppm was found for the leaf
oil containing as main components monoterpens such as linalool (17.5%), limonene
(16.9%), a-pinene (11.6%) and B-pinene (8.7%).%° The oil of leaves of E. melanadenia
showed LCso value of 85 ppm and its major component was 1,8-cineol (> 45% of the
0il).* The essential oil of E. uniflora showed embryotoxicity on A. aegypti larvae with a
viability inhibition of 100% in the tested concentrations (0.2; 0.4 and 0.8 ppm).*

Essential oil of Eugenia species were reported to present many
biologicalactivities*>**and the identification of the components of a new source of
essential oil could lead to discovery of new bioactive compounds.
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8.APENDICES

Apéndice 1 — Questionério Prévio a Coleta de Sémen.

QUESTIONARIO PARA COLETA DE SEMEN

Nome: Idade:
Estado Civil: NUmero de Filhos:
1. Quantos dias de abstinéncia sexual (sem relacfes sexuais ou masturba¢do)
2. Qual a frequéncia média de relacbes sexuais?
3. Faz uso de bebida alcoolica? () Sim () Né&o
4. Efumante? ( )Sim ( ) Nio
5. Doencas anteriores? (Caxumba, Hérnia, Diabetes, Varicocele, Hipertensao,

Infeccdo Urinaria de repeticdo, outras)

Especificar:

6. Estad emuso de medicamentos? () Sim Quais?

Ha quanto tempo ( ) Né&o

7. Jafez algum espermograma anteriormente? () Sim Quando?
( )Nao
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Apéndice 2 - Termo de Consentimento Livre Esclarecido.

ASCES Associacao Caruaruense de Ensino Superior

ASSOCIACAO CARUARUENSE Av. Portugal, 584 | Bairro Universitario | Caruaru - PE | CEP 55.016-901 | Fone: 81.2103.2000 | Fax: 81.2103.2053
DE tn\amu SUPERIOR asces@asces.edu.br - www.asces.edu.br | CNPJ: 09993940/0001-01

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , concordo em
fazer a doacao de sémen para o desenvolvimento da pesquisa “Avaliacio Da Atividade
Espermicida de Plantas Da Caatinga”. Declaro que fui informado que esta pesquisa
tem por objetivo analisar o efeito de plantas endémicas da caatinga sobre a viabilidade e
motilidade de espermatozdides humanos, estando ciente que apenas serei incluido nesta,
apos leitura e assinatura deste termo e que meus resultados poderao ser divulgados através
de artigos, revistas e eventos cientificos.

Pelo presente consentimento, declaro que fui informado, de forma clara e
detalhada, dos objetivos do presente Projeto de Pesquisa, e que concordo em participar
do mesmo. Tenho conhecimento de que receberei resposta a qualquer davida sobre os
procedimentos e outros assuntos relacionados a pesquisa; terei total liberdade para retirar
meu consentimento, ¢ em qualquer momento, deixar de participar do mesmo. E
considerado um risco minimo relacionado ao constrangimento, uma vez que nao serao
adotados procedimentos invasivos. Os beneficios relacionados com sua aceitagdo ¢ avaliar a
possivel agdo espermicida de plantas medicinais que poderiam ser utilizadas na produc¢do de um
contraceptivo.

Fui informado que caso concorde em participar da pesquisa meu nome nao sera divulgado
€ que mantera o carater confidencial das informagdes registradas relacionadas com minha
privacidade.

Caruaru, / /

Assinatura do participante:

Se tiver diividas sobre o estudo contatar os pesquisadores responsaveis:
Prof. Msc.: Luis Claudio Nascimento da Silva ou
Prof. Msc.: Risonildo Pereira Cordeiro, no telefone 2103.2000.

Comisséo de Etica em Pesquisa
Faculdade ASCES: Avenida Portugal, 584, Bairro Universitario- Caruaru/PE - CEP:
55016-400. Fone: (81) 2103.2090

Luis Claudio Nascimento da Silva Risonildo Pereira Cordeiro



