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RESUMO

A Caatinga, um bioma nativo do Brasil, possui uma flora rica e diversificada, porém
com potencial ainda subexplorado. A literatura comprova que cerca de cem espécies do género
Eugenia, pertencentes a familia Myrtaceae ja foram identificadas nesse bioma, com utilizacéo
na medicina como: antidiabético, antimicrobiano, antiparasitéario, fotoprotetor, analgésico,
antipirético, antiartritico, cicatrizante, anti-inflamatorio, hepatoprotetor, anti-oxidante,
ulceroprotetor, entre outros. As plantas medicinais vém se tornando uma alternativa na
terapéutica de doencas tropicais negligenciadas, como as parasitoses, pois alguns
antiparasitarios sao toxicos, dispendiosos e apresentam efeitos colaterais. Dessa forma, espécies
nativas devem ser pesquisadas com o intuito de serem utilizadas na fabricagéo de novas drogas
gue atuem contra essas patologias. Diante desse contexto, objetivou-se realizar um
levantamento bibliogréafico sobre as atividades biologicas das espécies do género Eugenia
nativas da Caatinga brasileira, bem como avaliar a composicao fitoquimica e antiparasitaria dos
6leos essenciais extraidos das folhas de Eugenia gracillima Kiaersk (OEEG) e Eugenia stipitata
McVaugh (OEES). Para avaliar a composicdo quimica e a atividade antiparasitaria, os 6leos
essenciais (OEs) foram extraidos por hidrodestilacdo e a analise fitoquimica foi realizada por
cromatografia gasosa, sendo testado contra as formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi e
formas promastigotas de Leishmania braziliensis e Leishmania infantum. A atividade citotoxica
foi realizada em fibroblastos através de um método de microdiluicdo em placa e posteriormente
revelado com resazurina. O OEEG apresentou germacreno D, muuroleno, biciclogermacreno,
germacreno B, A-cadieno e A-elemeno; como componentes majoritarios e apresentou valores
de LC50 de (74,64 pg/ml) para Leishmania braziliensis e (76,99 pg/ml) para Leishmania
infantum, obtendo valores maiores que 1000 pg/ml para as formas epimastigotas de
Trypanosoma cruzi nas mesmas concentracdes. Apresentou ainda alta seletividade contra as
formas promastigotas de L. braziliensis (73,66) e L. infantum (71,41), mas ndo apresentou efeito
antiparasitario relevante frente as formas epimastigotas de T. cruzi. O OEES obteve valores de
LC50 de (37,65 pg/ml) para Leishmania braziliensis e (54,71 pg/ml) para Leishmania infantum,
obtendo valores maiores que 1000 pg/ml para as formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi
nas mesmas concentraces. Também apresentou alta seletividade contra as formas
promastigotas de L. braziliensis (13,58) e L. infantum (9,35), sendo seus constituintes quimicos
mais abundantes: B-eudesmol, y-eudesmol, elemol, 6xido de cariofileno, cloveno e espatulenol.

Os resultados revelam que os OEEG e OEES representam compostos com potencial capacidade



bioldgica a serem exploradas, possuindo notavel atividade leishmanicida, tornando-se favoravel
para a realizacdo de novos testes de carater antiparasitario que poderdo ser promissores na

terapéutica alternativa contra doencas tropicais negligenciadas.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Caatinga. Atividades biol6gicas. Eugenia.



ABSTRACT

Caatinga, a native biome of Brazil, has a rich and diverse flora, but with underexploited
potential. The literature shows that about one hundred species of the genus Eugenia, belonging
to the Myrtaceae family, have already been identified in this biome, being used in medicine as:
antidiabetic, antimicrobial, antiparasitic, analgesic, antipyretic, antiarthritic, scarring, anti-
inflammatory, hepatoprotective, antioxidant, ulceroprotective, among others. Medicinal plants
have become an alternative in the treatment of neglected tropical diseases, such as parasitic
diseases, as some antiparasitics are toxic, expensive and have side effects. Thus, native species
should be researched in order to be used in the manufacture of new drugs that act against these
pathologies. In this context, we aimed to conduct a bibliographic survey on the biological
activities of species of the genus Eugenia native to the Brazilian Caatinga, as well as to evaluate
the phytochemical and antiparasitic composition of the essential oils extracted from the leaves
of Eugenia gracillima Kiaersk (OEEG) and Eugenia stipitata McVaugh. (OEES). To evaluate
the chemical composition and antiparasitic activity, the essential oils (OEs) were extracted by
hydrodistillation and the phytochemical analysis was performed by gas chromatography, being
tested against the epimastigote forms of Trypanosoma cruzi and promastigote forms of
Leishmania braziliensis and Leishmania infantum. Cytotoxic activity was performed on
fibroblasts by a plate microdilution method and further developed with resazurin. The OEEG
presented germacrene D, muurolene, bicyclogermacrene, germacrene B, A-cadiene and A-
elemene; major components and presented LC50 values of (74.64 pg/ml) for Leishmania
braziliensis and (76.99 pg/ml) for Leishmania infantum, obtaining values greater than 1000
pg/ml for the epimastigote forms of Trypanosoma cruzi in them concentrations. It also showed
high selectivity against the promastigote forms of L. braziliensis (73.66) and L. infantum
(71.41), but did not show relevant antiparasitic effect against the epimastigote forms of T. cruzi.
The OEES obtained LC50 values of (37.65 pg/ml) for Leishmania braziliensis and (54.71
pg/ml) for Leishmania infantum, obtaining values greater than 1000 pg/ml for the epimastigote
forms of Trypanosoma cruzi at the same concentrations. It also showed high selectivity against
the promastigote forms of L. braziliensis (13.58) and L. infantum (9.35), being its most
abundant chemical constituents: B-eudesmol, y-eudesmol, elemol, caryophilene oxide, clovene
and spatulenol. The results show that the OEEG and OEES represent compounds with potential
biological capacity to be explored, having remarkable leishmanicidal activity, making it
favorable for the performance of new antiparasitic tests that may be promising in alternative

therapy against neglected tropical diseases.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas na medicina popular € amplamente implementada na maioria
dos paises. Em alguns deles, como na Africa e na Asia, cerca de 80% da populacio depende
predominantemente de preparacdes como 0leos e extratos de plantas para os cuidados primarios
de saude (WHO, 2013; Al et al., 2019).

Porém, o conhecimento das préticas tradicionais de cura pode desaparecer, devido a
modernizacdo da industria farmacéutica e a tendéncia de mudanca no estilo de vida da
populagéo. Existe urgéncia em estudar e gravar esse precioso conhecimento do uso de ervas
como remédios, uma vez que a diminuicdo da utilizacdo de plantas vem ocorrendo devido a
escassez de espécies, que é causada principalmente pela atividade humana, juntamente com o
longo periodo de estacdo seca. Diante do exposto, a conservagdo e a comprovacao cientifica de
ervas medicinais raras assumem maior significancia (AGRA et al., 2008).

As plantas aromaticas tém grande importancia para a industria farmacéutica, pois essas
espécies apresentam potencial inibidor de bactérias, fungos e leveduras. O problema emergente
da resisténcia a antibioticoterapia impulsiona multiplos estudos sobre a potencial atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais (ZAMORA; TORRES; NUNES, 2018), sendo comprovada
a sua capacidade de inibir o crescimento até mesmo de cepas bacterianas multi resistentes aos
antibidticos convencionais (TARIQ et al., 2019).

Oleos essenciais sdo metabdlitos secundarios de plantas aromaticas, caracterizados como
volateis, cuja extracdo é realizada por vapor ou hidrodestilagdo. Possuem algumas propriedades
conhecidas, como microbicida, analgésico, sedativo, anti-inflamatério e anestésico local
(BAKKALI et al., 2008). Também sdo considerados economicamente importantes na industria,
para a obtencdo de produtos como: cosmeéticos, perfumes e medicamentos (SWAMY;
SINNIAH, 2015).

Estes Oleos sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, liquidas que
possuem cheiro e podem ser extraidos de varias partes das plantas (flores, inflorescéncias,
sementes, folhas, gravetos, cascas, frutos e raizes), através de métodos especificos. Possuem
coloracdo amarelada, aparéncia oleosa e aroma geralmente agradavel. A volatilidade consiste
na sua principal caracteristica, a qual permite a diferenciacéo entre os 6leos essenciais e 0s fixos
(SIMOES et al., 2007).

A familia Myrtaceae é constituida por cerca de 3.500 espécies de plantas, distribuidas em
130 géneros, localizados em regides tropicais e subtropicais com ampla distribuicdo em todos

0s biomas brasileiros (PROENCA et al., 2006). Os principais géneros da familia Myrtaceae séo
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Myrtus, Psidium, Pimenta, Eugenia, Pseuocaryophyllus, Syzygium, Eucalipto, Leptospermum,
Plinia e Melaleuca (FLORA DO BRASIL, 2018).

Dentre os dominios morfoclimaticos nos quais a familia Myrtaceae pode ser encontrada,
inclui-se a Caatinga, que compreende aproximadamente 845 mil km?, localizada na regido
semi-arida do Brasil. Consiste em uma vegetagdo com a capacidade de perder as folhas no
periodo do outono e inverno, composta por pequenas arvores, arbustos, gramineas e xerofilos.
Essa regido tropical seca apresenta alto nivel de insolacdo, alta temperatura, escassos recursos
hidricos e baixo indice pluviométrico, que muitas vezes causam longos periodos de seca
(GORLACH-LIRA; COUTINHO, 2007).

A Caatinga € um bioma ainda pouco explorado, embora apresente uma ampla diversidade
de espécies em sua flora, tornando-se uma importante fonte para a descoberta de moléculas e
compostos alternativos biologicamente ativos (ALVAREZ; KIILL, 2014). Alguns oleos
essenciais possuem atividade antiparasitaria comprovada, como o 6leo das flores frescas de
Eugenia klotzschiana, com agdo anti-Trypanosoma cruzi, bem como o 6leo essencial das folhas
de Eugenia uniflora ativo contra espécies de Leishmania (CARNEIRO et al., 2017;
RODRIGUES et al., 2013).

A planta Eugenia gracillima Kiaersk, popularmente conhecida como murta, € uma
espécie nativa da Chapada do Araripe, Nordeste brasileiro, cujos frutos vém sendo utilizados
para a producdo de doces e geléias por agricultores locais, sendo uma planta ainda pouco
explorada (ARAUJO et al., 2015) e com escassos relatos publicados na literatura. Outra espécie
de polpa suculenta é Eugenia stipitata McVaugh, conhecida popularmente como araca-boi e
utilizado na medicina popular para o tratamento de desordens intestinais e urinarias
(FERNANDEZ-TRUJILLO et al., 2011).

As parasitoses representam um grave problema de salde publica em paises
subdesenvolvidos, pois devido as condi¢des sdcio-econdmicas da populacdo, o tratamento ndo
tem despertado interesse da industria farmacéutica, fato que torna patologias como a
leishmaniose e a tripanossomiase negligenciadas. Atrelado a esse fato, a terapéutica disponivel
ainda apresenta alta toxicidade (WHO, 2003).

O estudo com plantas medicinais pode basear-se em estratégias distintas: selecdo
fitoquimica, que visa pesquisar uma classe especifica de compostos; selecéo aleatoria de plantas
ativas frente a uma acéo farmacologica ou atividade microbioldgica predeterminada, e selegcdo
etnofarmacoldgica (COS et al., 2006). Para este estudo, foi realizada uma revisao de literatura
sobre o potencial fitoquimico e farmacoldgico de 6leos essenciais e extratos obtidos das

especies de Eugenia pertencentes a familia Myrtaceae e encontradas no bioma Caatinga. A
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partir da mesma, as espécies Eugenia gracillima Kiaersk e Eugenia stipitata McVaugh foram
escolhidas de acordo com a estratégia de selecdo aleatdria de plantas, buscando-se identificar
0S Seus constituintes quimicos, bem como pesquisar as suas atividades antiparasitarias.

Diante do exposto, 0 presente estudo tem como objetivo identificar através de
levantamento bibliogréfico, as principais espécies de Eugenia provenientes da Caatinga, bem
como avaliar o perfil fitoquimico e antiparasitario de dleos essenciais de folhas de Eugenia

gracillima Kiaersk e Eugenia stipitata McVaugh.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 ODbjetivo geral

Identificar através de levantamento bibliogréfico, espécies de Eugenia provenientes da
Caatinga, bem como avaliar o perfil fitoquimico e antiparasitario de 6leos essenciais de folhas

de Eugenia gracillima Kiaersk e Eugenia stipitata McVaugh.

1.1.2 Objetivos especificos

o Realizar levantamento bibliogréafico sobre as espécies do género Eugenia nativas da
Caatinga brasileira;

o Obter, caracterizar e quantificar os 6leos essenciais das folhas de Eugenia gracillima
Kiaersk (OEEG) e Eugenia stipitata McVaugh (OEES), através da técnica de hidrodestilacdo e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/MS);

o Determinar as atividades citotoxica e tripanocida dos OEEG e OEES, contra a forma
epimastigota de Trypanosoma cruzi e leishmanicida, contra as formas promastigotas de
Leishmania braziliensis e Leishmania infantum;

o Investigar a capacidade antioxidante in vitro do OEEG.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

O reino vegetal representa um enorme reservatorio de compostos biologicamente ativos,
com Varias estruturas quimicas e propriedades que ajudam na prevencédo de patologias, 0s quais
podem ser estudados e explorados para a descoberta de novos agentes terapéuticos. Pesquisas
nesta area tém sido priorizadas no cenario atual, a fim de combater varias doengas infecciosas
que se tornaram fatais a nivel mundial (KAVITHA; SATISH, 2013).

Até o ano de 2019 foram reconhecidas 46.781 espécies para a flora brasileira, sendo
4.770 algas, 33.330 angiospermas, 1.570 briofitas, 5718 fungos, 30 gimnospermas e 1.362
samambaias e licofitas (FLORA DO BRASIL, 2019).

As plantas medicinais equivalem aos mais antigos recursos utilizados na prevengéo,
cura ou tratamento de doengas na historia da humanidade, tornando a fitoterapia uma alternativa
eficiente, de baixo custo e culturalmente difundida na busca de solucGes terapéuticas (SILVA
etal., 2010).

As comunidades rurais, assim como a populacdo urbana, sdo adeptas ao uso da
fitomedicina para tratamentos patoldgicos sem prescricio médica. A partir desse uso
descontrolado, é necessaria uma avaliacdo das substancias presentes nas plantas medicinais,
como também o controle de qualidade de matérias-primas, com o intuito de utiliza-las de forma
segura nas industrias farmacéuticas e cosméticas. Para a realizacdo desse controle é
imprescindivel o desenvolvimento de processos extrativos que possibilitem a caracterizagdo e
a quantificacdo dos compostos ativos (MICHELIN, 2008).

A obtencdo de um fitoterapico de qualidade tem correlacdo direta com o conhecimento
prévio das classes de componentes quimicos encontrados nesses vegetais. Quando confirmada
a presenca de determinados grupos quimicos, o estudo fitoquimico e biolégico € direcionado,
através de ensaios que avaliam substancias oriundas de plantas, em extratos ou compostos
isolados. Apesar do interesse na utilizacdo desses produtos vegetais, ainda sdo poucas as
pesquisas que relatam as propriedades bioldgicas de espécies em biomas predominantemente
brasileiros como a Caatinga (LOBO et al., 2010).

A qualidade da droga vegetal e dos seus derivados, ainda sofrem influéncias de diversos
fatores, tais como: clima, caracteristicas do solo empregado no plantio, periodo de colheita,
aspectos genéticos da planta, condigdes de secagem e tempo de estocagem (MICHELIN et al.,
2010).
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Partes da planta como raiz, caule e folha podem fornecer compostos para serem
empregados na producdo de medicamentos. Como o consumo de plantas medicinais frescas ou
como droga vegetal em diferentes formulacbes farmacéuticas pode auxiliar a populacédo na
prevencdo e tratamento de doencas, percebe-se a necessidade da inclusdo do conhecimento
sobre os fitoterapicos no cotidiano de profissionais da saide, de forma que 0os mesmos possam
utilizd-lo na préatica (ROSA; BARCELOS; BAMPI, 2012).

As ervas medicinais tém sido utilizadas popularmente na forma de cha, embora a
maioria deles ndo seja cientificamente testada. Os chéas e infusdes de plantas podem conter
substancias toxicas ou mesmo ocasionar efeitos mutagénicos. Em contrapartida, o consumo
dessas substancias também pode suprimir os efeitos de certos agentes perigosos para a
populacdo (VICENTINI et al., 2001).

A descoberta dos antibioticos produzidos por fermentagdo microbiana ocorrida no
século XX, concomitante ao desenvolvimento de farmacos sintéticos produzidos pela industria
farmacéutica foram fatores cruciais para o declinio do uso de produtos naturais e
consequentemente, do investimento em farmacos de origem vegetal (MONTANARI,;
BOLZANI, 2001).

2.2 PLANTAS DA CAATINGA

Os vegetais aparentemente sdo menos toxicos quando comparados as drogas sintéticas,
0 que 0s tornam atraentes para o desenvolvimento de medicamentos. O Brasil possui a quinta
maior extensdo territorial do mundo, sendo muito conhecido por sua diversidade bioldgica e
cultural. Entre os biomas brasileiros, um deles é exclusivo do pais: a Caatinga, predominante
na regido Nordeste, ocupando 11% do territdrio nacional, com clima semi arido e precipitacéo
geralmente inferior a 900 mm / ano. Porém, mesmo com as condicBes desfavoraveis, abriga
uma grande diversidade de espécies de plantas (ALBUQUERQUE et al., 2012; GIL, 2002).

A regido da Caatinga € caracterizada por altas temperaturas, baixa media de umidade e
precipitacdo anual, com a estacdo seca durando cerca de sete meses ou mais. Os solos séo de
diferentes origens e a maior parte deles sdo quimicamente férteis, bem drenado e oxigenado,
quando presentes, 0s corpos de &gua raramente sdo permanentes, secando completamente
durante o verdo (BASSO et al, 2005). Em contrapartida, o inverno € a estacdo chuvosa com
temperaturas mais amenas. Essas caracteristicas fazem com que a vegetacdo da Caatinga esteja

adaptada as condicdes climaticas locais (TRENTIN et al, 2011).
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Os brejos da Regido Nordeste do Brasil sdo divisdes da floresta tropical perenifélia
dentro da vegetacdo de Caatinga. O maior brejo esta situado no Cariri cearense, formacéao
natural da Chapada do Araripe e possui um grande reservatorio de dgua no subsolo que irriga
os trés estados fronteiricos: Ceara, Pernambuco e Piaui. As regides florestais da Chapada do
Araripe podem ser identificadas resumidamente como: mata Umida, cerraddo, cerrado, carrasco
e caatinga (AUGUSTO; GOES, 2007).

As familias com o maior numero de espécies encontradas na Caatinga sdo:
Euphorbiaceae, Mimosoideae, Malvaceae, Rubiaceae, Myrtaceae, Cactaceae, Caesalpinoideae
e Malpighiaceae. Esse bioma possui uma vegetacdo xerdfila, de fisionomia e floristica bastante
diversificada, em grande parte do seu territorio, cujas espécies sdo, em geral, lenhosas,
herbaceas, sendo algumas com espinhos, além das cactaceas e bromelidceas (RAMALHO et
al., 2009).

A Caatinga, regido de grande biodiversidade, configura-se como um habitat especifico
para plantas medicinais e aromaticas ndo encontradas em outras regides do mundo (MAIA,
2004), as quais constituem uma fonte de compostos que tem atraido a atencdo em uma tentativa
de desenvolver novas drogas (SILVA et al., 2013). O interesse no estudo dessas plantas cresce
consideravelmente, devido as suas atividades biol6gicas como: antibiofilme (TRENTIN et al.,
2013), antifangica (FONTENELLE et al., 2008), antiparasitaria (SOUZA et al., 2017b), entre
outras.

As espécies nativas brasileiras vém sendo estudadas devido a sua importancia
econbmica, medicinal, ecoldgica e por apresentarem risco de extin¢do pela acdo predatdria do
homem, visando o aproveitamento racional e a preservacao das espécies. Apesar das inimeras
motivacdes para se proceder aos estudos desses vegetais, existem sérios problemas com a
formulacdo de métodos de producéo praticos e eficientes nas pesquisas com plantas medicinais
(BRASILEIRO et al., 2009).

Pesquisas realizadas com plantas provenientes da Caatinga tém avaliado a acdo de
muitas espécies com efeito terapéutico comprovado entre a populacdo de classe econdmica
menos favorecida (ALMEIDA; ALBURQUERQUE, 2002).

2.3 METABOLITOS SECUNDARIOS: OLEOS ESSENCIAIS
O Brasil € um pais de grande extensdo territorial e diferentes condicGes climéticas,

caracteristicas que favorecem a diversidade da flora brasileira, com muitas espécies vegetais

utilizadas como importantes materias-primas, produtos alimenticios e outras pouco conhecidas,
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apesar de serem potencialmente benéficas. Diante desse contexto, 0s metabolitos secundéarios
vegetais sobressaem na area de produgdo de medicamentos, devido a seus efeitos bioldgicos
sobre a salde dos seres humanos (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Os fatores fundamentais que podem coordenar ou alterar a sintese dos metabdlitos
secundarios possuem correlagdes entre si e ndo operam de forma isolada, tais como: chuva e
sazonalidade; temperatura e altitude, entre outros. E observado ainda em pesquisas de campo e
com vegetacdes anuais que os efeitos sazonais podem ser confundidos com alteracGes
metabolicas sob controle interno da planta (hormonal), devendo assim ser analisados em
conjunto, conforme demonstrado na Figura 1 (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Figura 1 — Principais fatores que podem influenciar o acimulo
de metabdlitos secundarios em plantas.
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Fonte: GOBBO-NETO; LOPES, 2007

Os compostos bioativos naturais ou fitoquimicos sdo encontrados nos vegetais e
constituem nutrientes e fibras que atuam como um sistema de defesa contra doencas. Estes sdo
classificados em dois grupos, que sdo 0s constituintes primarios e secundarios; de acordo com
suas funcdes no metabolismo das plantas. Os constituintes primarios compreendem os agucares,
aminoacidos, proteinas e clorofila, enquanto os constituintes secundarios consistem em
alcaldides, terpendides e compostos fendlicos (KRISHNAIAH; SARBATLY; BONO, 2007),
além de flavondides, taninos, entre outros (KRISHNAIAH et al., 2009).

Os compostos fendlicos atuam atraves de diferentes mecanismos, que incluem a ruptura

da membrana, ligacdo e inibicdo da sintese de proteinas, inibicdo enzimatica, producdo de
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parede celular complexa e formacdo de pontes dissulfeto (BOZDOGAN; APPELBAUM,
2004).

Os compostos terpénicos variam de acordo com o nimero de isoprenos encontrados na
sua constituicdo: hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos
(C20), triterpenos (C30) e carotenos (C40) (OLIVEIRA et al., 2003). Os monoterpenos
apresentam baixa massa molecular, e por esse motivo sdo volateis, configurando-se como 0s
constituintes dos OGleos essenciais, atraindo insetos polinizadores, principalmente. Os
sesquiterpenos consistem na maior classe de terpenos que também séo encontrados nos 6leos
essenciais e em hormonios vegetais (OLIVEIRA et al., 2003).

Os 0leos essenciais caracterizam-se por serem uma mistura complexa de compostos do
metabolismo secundario de plantas, que sdo geralmente volateis, apresentam odores e podem
conter até cem moléculas individuais formadas essencialmente por monoterpenos e
sesquiterpenos, fenilpropandides e isotiocianatos (SHARIFI-RAD et al., 2017). A composi¢ado
desses Oleos sofre influéncia de fatores como: pluviosidade, temperatura e incidéncia solar
(SOUZA et al., 2017a); podendo ser obtidos a partir de varias estruturas das plantas, como:
flores, folhas, sementes, frutos e raizes, os quais apresentam potencial farmacologico
significativo (ARGENTA et al., 2011; VERAS et al., 2012).

Os 6leos essenciais sdo formados por 20 a 60 componentes em diferentes concentragdes.
Cerca de dois ou trés compostos aparecem em concentraces consideradas altas (20-70%),
enguanto outros sdo encontrados em pequenas quantidades (tracos). Geralmente o0s
componentes majoritarios determinam as propriedades bioldgicas do 6leo (BAKKALI et al.,
2008; CROTEAU et al., 2000).

Em geral, monoterpenos, sesquiterpenos e seus derivados oxigenados sdo 0s principais
componentes dos OE, embora os diterpenos e os fenilpropandides também possam ser
encontrados. As concentracdes entre essas moléculas variam e algumas delas podem constituir
até 70% do 6leo total, tornando-se 0s componentes majoritarios e responsaveis pelas atividades
bioldgicas atribuidas aos OEs (SHARIFI-RAD et al., 2017).

Normalmente sintetizados nas folhas em estruturas chamadas tricomas glandulares e
armazenados em espagos extracelulares, entre a cuticula e a parede celular, os éleos essenciais
(OEs) sdo provenientes do metabolismo secundério das plantas, o qual desempenha um papel
importante na interagdo dessas com o meio ambiente, atuando nos mecanismos de defesa contra
as condicdes adversas (MICHELIN, 2008).

Os 6leos essenciais e varios extratos de plantas tém provocado interesse como fonte de

produtos naturais. Eles tém sido estudados devido a sua aplicacdo como uma alternativa de
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medicamento para o tratamento de muitas doencas e a preservacdo de alimentos dos efeitos
toxicos provocados pelos antioxidantes (TEPE et al., 2004).

As plantas apresentam atividade antimicrobiana em decorréncia dos seus metabolitos
secundarios que sdo produzidos e atuam na defesa dos produtos naturais contra
microrganismos, insetos e herbivoros (COWAN, 1999). Tais propriedades tém sido explicadas
através da estrutura quimica de substancias ativas, assim, quando as plantas mostram efeito
inibitdrio sobre o crescimento de bactérias, torna-se recomendavel que a natureza e 0 nimero
de compostos antibacterianos principais sejam estudados detalhadamente (USHIMARU et al.,
2007).

2.4 ATIVIDADE ANTIPARASITARIA DE OLEOS ESSENCIAIS

As plantas apresentam atividades antibacterianas, antiflngicas, antihelminticas,
amebicidas, antimalaricas, anti-inflamatdrias e antioxidantes, além de atividade psicotropica e
neurotropica (FENNEL et al., 2004). Os 6leos extraidos das plantas podem ser utilizados no
desenvolvimento de novas drogas, possuindo efeitos farmacoldgicos com acdo anti-helmintica
(PESSOA et al., 2002), além disso, ja foi comprovada uma potencial a¢do inibitoria de diversos
6leos essenciais contra protozoarios que acometem o homem, como Trypanosoma cruzi,
causador da Doenca de Chagas (SANTORO et al., 2007).

2.4.1 Oleos essenciais utilizados frente & Doenca de Chagas

Os farmacos utilizados para o tratamento da Doenca de Chagas possuem efeitos
colaterais bem significativos. Além disto, estes apresentam uma eficiéncia maior na fase aguda
da doenca, dificilmente conseguindo tratar com eficacia pacientes cronicos (SANTORO et al.,
2007). Por conta destes fatores, verifica-se a importancia de se desenvolver novos farmacos,
principalmente os derivados de plantas medicinais, por conta da ampla variedade destas e pelo
acesso facilitado a pessoas com poder aquisitivo menor (CARVALHO; RODRIGUES, 2001).

A tripanossomiase americana, também conhecida como Doenga de Chagas, é uma
doenca tropical negligenciada na Ameérica Latina, sendo causada pelo parasito Trypanosoma
cruzi (MONCAYO; SILVEIRA, 2017). Esta ¢ uma doenca infecciosa comum na América
Latina, cuja transmissdo pode ocorrer apos o contato das fezes contaminadas pelo protozoéario
de diferentes linhagens de insetos vetores Triatoma com a pele do hospedeiro. O parasito pode

se multiplicar e se transformar dentro do inseto, isso acontece apds a ingestao através de repasto
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sanguineo de um hospedeiro infectado. A Doenca de Chagas € uma doenca crbnica
caracterizada por manifestacOes cardiovasculares e gastrointestinais como disfungdes do
esodfago e do cdlon (IANNI et al., 2001).

Trypanosoma cruzi apresenta um ciclo biolégico do tipo heteroxénico, possuindo
estagios morfoldgicos distintos de acordo com a sua passagem por hospedeiros vertebrados e
invertebrados. Apds a ingestdo de tripomastigotas da corrente sanguinea pelos barbeiros
vetores, 0s parasitos sdo transformados em epimastigotas, que se diferenciam em formas
metaciclicas no intestino posterior do triatomineo e séo liberadas nas fezes desse hospedeiro,
podendo invadir novas células quando em contato com o vertebrado. No local, ocorre uma
diferenciacdo em formas amastigotas intracelulares, que proliferam e se transformam
novamente em tripomastigota, a forma infectante (SILVA JUNIOR et al., 2014).

As formas amastigotas de Trypanosoma cruzi sd0 menos susceptiveis aos 0Oleos
essenciais, quando comparadas com tripomastigotas, o que pode ocorrer pois 0s 6leos essenciais
devem atravessar a membrana da célula hospedeira e o vactolo parasitéforo da membrana, para
atingir o parasito intracelular. Por outro lado, a forma tripomastigota extracelular esta
diretamente exposta (BORGES et al., 2012).

Oleos essenciais de plantas da Caatinga, especialmente Eugenia brejoensis, s&o
promissores agentes para o tratamento de doencas parasitarias, apresentando alta seletividade
contra formas tripomastigotas e amastigotas, possibilitando o desenvolvimento de novas drogas
contra a tripanossomiase (SOUZA et al., 2017b).

O 6leo essencial de Eugenia klotzschiana também apresenta satisfatoria atividade
tripanocida (CARNEIRO et al., 2017), bem como o éleo essencial de Eugenia uniflora (e a
familia Myrtaceae em geral), representando uma alternativa para combater a doenca de Chagas
(SANTOS et al., 2012).

2.4.2 Oleos essenciais utilizados frente a leishmaniose

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma patologia causada por varias
espécies de protozoarios sanguineos do género Leishmania que acomete a pele e as cartilagens
de forma localizada, difusa ou disseminada e com carater crénico. Outro tipo de leishmaniose,
denominada visceral, causada pela espécie Leishmania chagasi, acomete o sistema
linfomonocitario e tem disseminacéo sistémica (BASANO; CAMARGO, 2004).

O diagnostico clinico da leishmaniose visceral humana é complexo, pois as

manifestacdes podem ser semelhantes a outras patologias como: doenca de chagas, malaria,
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esquistossomose, entre outras. Em geral, os pacientes apresentam febre, aumento de 6rgaos
(figado e baco), diminuicdo na quantidade de leucdcitos, anemia, hipergamaglobulinemia,
tosse, dor abdominal, diarreia e emagrecimento (GONTIJO; MELO, 2004).

A espécie Leishmania possui duas formas evolutivas: as promastigotas sdo estruturas
extracelulares que possuem flagelo para locomocdo e habitam o trato digestivo do vetor,
enquanto as formas amastigotas séo intracelulares obrigatdrias e parasitam os macréfagos dos
hospedeiros vertebrados (NAKAMURA et al., 2006).

Os promastigotas sdo injetados exclusivamente no hospedeiro vertebrado através da
picada da fémea de um mosquito flebotomineo. Apds cairem na circulagdo desse hospedeiro,
0s promastigotas sdo fagocitados por macréfagos nos tecidos e se diferenciam em amastigotas,
que sdo os principais alvos na quimioterapia para a leishmaniose (CUNNINGHAM, 2002).
Leishmania spp. tém capacidade para sobreviver e se multiplicar dentro dos macréfagos, assim,
para promover a infeccdo cronica, esses parasitos desenvolvem uma imunidade protetora
(ALEXANDER; SATOSKAR; RUSSEL, 1999).

A terapia antileishmania ainda é baseada no uso de drogas pentavalentes antimoniais
desenvolvidas no século passado, que sdo toxicas e propensas a resisténcia, enquanto outros
medicamentos, como a anfotericina B e a pentamidina, também apresentam efeitos colaterais.
A aprovacdo da miltefosina, pioneira no tratamento oral de leishmaniose trouxe muitas
expectativas, mas ainda torna-se necessario novas pesquisas que possibilitem uma terapéutica
mais eficaz (SUNDAR; RAI, 2002; SINGH; SIVAKUMAR, 2004).

A leishmaniose visceral canina tem apresentado resisténcia as drogas antiparasitarias
sintéticas disponiveis, intensificando a necessidade da adocdo de medidas alternativas que
visem reduzir a carga parasitaria, além de minimizar os danos aos 6rgdos provocados pelos
parasitos e redirecionar a resposta imune animal (OLIVA et al., 2010).

De acordo com Rosa et al. (2003), que pesquisou a atividade anti Leishmania
amazonensis do 6leo essencial de folhas de Croton cajucara, verificaram que a planta atuou na
diminuicdo da associacdo entre macrofagos e parasitos, concomitante com o aumento do nivel
de producéo de 6xido nitrico pelo macréfagos infectados. Neste caso, pode-se inferir que o
linalol presente no 6leo essencial poderia apresentar ainda efeitos inibidores nos macréfagos.
A seletividade desse 6leo foi comprovada, uma vez que foi demonstrada toxicidade para L.
amazonensis sem efeito sobre as células de mamiferos, favorecendo a realizacdo de novos
estudos com o citado 6leo que se apresenta como uma fonte promissora para o tratamento da

leishmaniose.
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Ao serem testados 0s Gleos essenciais de Copaifera reticulata e de Lippia sidoides contra
as formas promastigotas da Leishmania, os resultados mostraram que os citados 6leos foram
eficazes em comparacdo com o controle positivo pentamidina (RONDON et al., 2012).
Zheljazkov et al. (2008) também mostraram que constituintes minoritarios como &-cadineno,
encontrado no dleo essencial do manjericdo apresentou efeitos inibitorios contra Leishmania
donovani.

Oliveira et al. (2009) pesquisaram a atividade de 0leos essenciais de Cymbopogon
citratus, Lippia sidoides e Ocimum gratissimum contra promastigotas de L. chagasi. Sendo
mais eficaz o 6leo de Cymbopogon citratus, com um IC50 de 45 pg/mL, seguido de Ocimum
gratissimum, com um IC50 de 75 pg/mL e Lippia sidoides, com um IC50 de 89 pg/mL.

2.5 ATIVIDADES BIOLOGICAS DE PLANTAS DA FAMILIA MYRTACEAE

Myrtaceae é a maior familia da ordem Myrtales, amplamente distribuida mundialmente,
porém predominantemente encontrada nas Américas e na Australia, sendo a familia dividida
nas subfamilias Myrtoideae e Leptospermoideae (LIMBERGER et al., 2004).

A familia Myrtaceae encontra-se distribuida em todos os dominios fitogeograficos
brasileiros, contabilizando quase 1000 espécies subordinadas a 23 géneros. As mirtaceas estdo
entre as 10 familias com maior riqueza de espécies que compdem a flora brasileira, sendo a
Floresta Atlantica um de seus centros de diversidade e corresponde a sexta maior familia em
niveis de diversidade. A mesma engloba os géneros Myrtus, Psidium, Pimenta, Eugenia,
Sygyzium, Eucalyptus, Leptospermum e Melaleuca, por exemplo (FORZZA et al., 2010;
FERNANDES, 2011).

A citada familia abrange espécies de arvores e arbustos que se distribuem amplamente
e em quase todo o mundo, exceto na Antartida, sendo esta caracteristicamente neotropical,
excluido o género Eugenia que é pantropical (MARCHIORI; SOBRAL 1997; LANDRUM,;
KAWASAKI, 1997).

O género Eugenia compreende mais de mil espécies registradas, sendo considerado o
maior da familia Myrtaceae. Essas plantas encontram-se distribuidas a partir do Sul do México,
Cuba, Brasil, Antilhas para o Uruguai e Argentina, com raras espécies na Africa (GOVAERTS
et al., 2008).

Como a maioria dos frutos de mirtaceas desenvolvem-se sob condi¢cBes ambientais

adversas, como auséncia de chuvas, enchentes, luz solar intensa e calor, essas plantas consistem
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em importantes fontes de metabdlitos secundérios, envolvidos na defesa das mesmas
(REYNERTSON et al., 2008).

Os frutos das mirtaceas nativas brasileiras possuem uma fonte de polifendis que ajudam
a diminuir o risco de doengas crénicas ligadas a obesidade. Frutos de espécies como: Eugenia
dysenterica (cagaita), Campomanesia phaea Berg (cambuci), Myrciaria dubia Mc Vaugh
(camu-camu) e Myrciaria sp. (jaboticaba) apresentam uma grande variedade de polifendis
(taninos), os quais possuem atividade regulatoria e mantém os niveis de glicose normal, bem
como atenuam as dislipidemias e protegem contra inflamacdo, estresse oxidativo e obesidade
(DONADO-PESTANA et al., 2018).

Muitas espécies sdo utilizadas na medicina popular por possuirem propriedades
antidiarréica, antimicrobiana, antioxidante, anti-reumatica, anti-inflamatéria, além diminuir a
taxa de colesterol sanguinea (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002). Extratos e 6leos essenciais
de uma ampla variedade de plantas medicinais tém sido pesquisados, com aplica¢6es difundidas
na induastria farmacéutica, visto que contém varios compostos bioativos com propriedades
bioldgicas (SANDASI; LEONARD; VILIJOEN, 2010).

As atividades bioldgicas podem ser atribuidas a presenca de diferentes fitocompostos em
quantidades varidveis nos extratos da planta, podendo variar de acordo com a espécie boténica,
idade, parte da planta estudada, extracdo, meio de cultura, quantidade de in6culo, bem como o
solvente utilizado para os procedimentos de extragio (MAHIDA; MOHAN, 2006;
TAJKARIMI et al., 2010).

O estudo realizado por Takahashi et al. (2015) descreveu o tratamento de ratos com
esteatose hepatica (induzida por ingestao excessiva de frutose), atravées do extrato de Eucalyptus
globules (Myrtaceae), apresentando uma reducdo dos indices de gordura. Essa pesquisa indica
que plantas da familia Myrtaceae podem ter um efeito benéfico, diminuindo o acimulo de
lipidios nos hepatdcitos. Enquanto estudos realizados por Fetter et al., (2010) indicaram
atividade antioxidante em frutos de espécies da citada familia.

Conhecida popularmente como murta, Algrizea minor pertencente as mirtaceas, é
encontrada na Caatinga e no Cerrado Brasileiro, tendo utilizagdo popular, através da infuséo de
folhas para o tratamento de dor e febre (SILVA et al., 2016).

A administragdo cronica de extratos aceténico e hidroalcoolico de Eugenia brasiliensis
foi capaz de prevenir hipertrigliceridemia, diminui¢do do acumulo de lipidios nos hepatocitos
e reducdo da peroxidacéo lipidica em ratos com hipertrigliceridemia induzida por éleo de coco.

Extratos obtidos de folhas de E. brasiliensis, podem ter efeitos hipolipemiantes e uma alta
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capacidade antioxidante, provavelmente mediada pela acdo de compostos fenolicos presentes
nos mesmos (LIMA et al., 2017).

O extrato metandlico das folhas de Eugenia uniflora apresentou atividade comparavel ou
superior ao metronidazol. Como o uso popular da planta como agente antiparasitario seguro €
confirmado, a folha de E. uniflora pode ser usada na etnomedicina como agente anti-tricomonal
(IBIKUNLE et al., 2011).

A atividade do 6leo essencial de Eugenia uniflora ndo € mediada pela producéo de
oxido nitrico, possivelmente a ativagdo dos macrofagos esta envolvida na atividade anti
Leishmania, como evidenciada pelo aumento tanto na capacidade fagocitaria como na
atividade lisossomica. O 6leo essencial das folhas de E. uniflora com abundéncia de
sesquiterpenos, tem atividade anti-Leishmania em ambos os estagios de L. amazonensis
(RODRIGUES et al., 2013).

O extrato hidroalcodlico de Eugenia brasiliensis apresenta potencial antidepressivo com
efeito mediado por sistemas serotonérgicos, noradrenérgicos e dopaminérgicos. Além disso, 0
mesmo pode produzir um efeito sinérgico com os farmacos fluoxetina, imipramina e
bupropiona, sugerindo que este extrato pode melhorar a eficicia destes antidepressivos
(COLLA etal., 2012).

2.6 OLEOS ESSENCIAIS OBTIDOS DE PLANTAS PERTENCENTES AO GENERO

Eugenia

As espécies de Eugenia possuem um potencial farmacolégico, ornamental e comercial
de frutas e 6leos essenciais, evidenciado a partir das inimeras pesquisas. A vegetacao brasileira
apresenta cerca de 400 espécies do citado género, amplamente distribuidas no pais (ALVES;
TRESMONDI; LONGUI, 2008; CELLI; PEREIRA-NETTO; BETA, 2011).

Essas espécies sdo alvos constantes de pesquisas, uma vez que detém dleos essenciais e
diversos metabdlitos secundarios que apresentam importantes acdes bioldgicas (VICTORIA et
al., 2012). Entretanto, a maioria das espécies nativas brasileiras pertencentes a este género ainda
permanecem sem identificacdo e desconhecidas com relacdo a composi¢do quimica e atividade
bioldgica (LAZARINI et al., 2018).

Eugenia apresenta grande quantidade de compostos fendlicos, como taninos e
flavonoides, justificando a atividade antioxidante de muitas espécies, bem como uma grande
guantidade de carotendides (EINBOND et al., 2004; NASCIMENTO et al., 2011), sendo os
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componentes mais abundantes os monoterpendides e sesquiterpendides (COLE; HABER,;
SETZER, 2007).

Estudos realizados por Pereira et al. (2017) demonstraram que o 6leo essencial obtido
de Eugenia jambolana, quando exposto as luzes LED interferiram e aumentaram a agdo dos
antibioticos. Esses resultados sdo promissores na busca de novas terapias contra antibioticos
resistentes a infecgdes bacterianas, sendo sugerido estudos adicionais para elucidar os efeitos
modulatorios do 6leo em associacdo com as luzes LED. Essa planta também tem sido utilizada
como antioxidante, anti-inflamatdrio e antidiabético (DAMETTO et al., 2017).

As folhas de Eugenia uniflora, popularmente conhecidas como pitangueira tém
utilizacdo etnofarmacoldgica conhecida contra febre, problemas gastricos, reumatismo e
diarreia (LORENZI; MATOS, 2002). O oleo essencial das folhas dessa planta apresentou
atividade antimicrobiana contra varias bactérias gram-positivas, principalmente Streptococcus
equi e Streptococcus epidermidis, 0 mesmo foi ativo contra cepas de leveduras, especialmente
para Cryptococcus gattii e Cryptococcus neoformans (LAGO et al., 2011).

Eugenia candolleana (Myrtaceae), popularmente conhecida como “murta” ou
“murtinha”, é uma rara espécie do Nordeste brasileiro, que tem sido usada para o tratamento da
dor e febre, atraves da infusdo das folhas. O 6leo essencial dessa planta possui propriedades
antinociceptiva e anti-inflamatoria, as quais sdo possivelmente mediadas pela via de inibicao
da sintese de prostaglandinas ou outras vias periféricas (GUIMARAES et al., 2009). O mesmo
é rico em sesquiterpenos e apresenta o B-elemeno (35,87 + 0,13%) como componente
majoritario, possuindo atividade larvicida contra Aedes aegypti (NEVES et al., 2017).

O oleo essencial de E. umbelliflora apresentou atividade contra Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli. Os resultados obtidos revelaram o potencial antibacteriano in
vitro dos 6leos essenciais das folhas de Eugenia brasiliensis, Eugenia beaurepaireana e
Eugenia umbelliflora, indicando a importancia de pesquisas relacionadas a sua aplicacdo no
tratamento das doencas infecciosas (MAGINA et al., 2009).

Antioxidantes naturais presentes em espécies de Eugenia, como o acido ascorbico,
tocoferdis, compostos fenolicos, incluindo flavondides, acidos fenolicos e compostos volateis
sdo utilizados para reduzir a incidéncia de doencas cardiacas, cancer e algumas patologias
neurodegenerativas (ARTS; HOLLMAN, 2005).

O oleo essencial extraido de espécies do género Eugenia apresenta varias propriedades
bioldgicas, tais como: anticancer, como o eugenol, composto isolado de Eugenia caryophyllata
(Myrtaceae), que induziu a apoptose de células cancerigenas humanas (YOO et al., 2005);

antidiarréica, como o 6leo essencial das folhas de E. dysenterica que possui um efeito
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possivelmente associado a sua capacidade de alterar a secrecdo intestinal e / ou processos de
absorcdo (GALHEIGO et al., 2016), além de atividade citotoxica, encontrada em Eugenia
uniflora (OGUNWANDE et al., 2005).

2.7 Eugenia gracillima

Eugenia gracillima Kiaersk. € uma espécie de Myrtaceae conhecida como murta na
Regido Nordeste do Brasil, ou cambui no estado do Parand, sendo considerada uma espécie
nativa endémica bastante difundida no territdrio brasileiro. Trata-se de um arbusto que varia
em altura de 1,5 a 5,0 metros, cuja fruta € uma baga, com forma oblonga em estagios nao
maduros e, quando maduros, com um formato redondo. A cor da casca muda de verde para
vermelho ou preto durante o amadurecimento. A espécie é encontrada naturalmente na Chapada
do Araripe, estado de Pernambuco, Brasil, onde as frutas apresentam importancia
socioecondmica para a regido (ARAUJO et al., 2016).

A espécie é propagada por sementes e cada fruta contém até duas delas com o embrido
do tipo eugendide (LUCENA et al., 2015). Também existem relatos da existéncia de Eugenia
gracillima na Floresta Estacional Decidual de Santa Catarina, regido Sul do Brasil (GASPER
etal., 2013).

Eugenia dipetala € uma nova espécie encontrada no estado do Espirito Santo, que possui
morfologia foliar semelhante a Eugenia gracillima, porém as laminas sdao mais espessas, com
forte intensidade e com o contorno nitidamente mais estreito. Adicionalmente, a presenca de
apenas duas pétalas nas flores a distingue de E. gracillima, bem como de outras espécies de
Eugenia do Sudeste brasileiro (SOBRAL et al., 2014).

Eugenia klappenbachiana, morfologicamente semelhante & Eugenia gracillima, difere
de outras espécies de Eugenia por apresentarem flores solitarias e folhas densamente pontuadas,
cujas arvores apresentam flores nos meses de julho a novembro e frutos de agosto a dezembro
(ROMAGNOLO; DE SOUZA, 2006).

A procura por produtos alimenticios nativos e exoticos encontra-se em ascenséo, 0 que
favorece a exploragdo das propriedades bioldgicas e de processamento, sendo a murta incluida
nesse grupo, por se tratar de uma frutifera ndo tradicional ainda pouco estudada (FEITOSA et
al., 2015).

O fruto da murta é subexplorado, entretanto tem despertado o interesse dos
consumidores, devido as suas fungdes nutricional e funcional, além das propriedades sensoriais.

Por apresentar répida deterioracdo, requer a aplicagdo de tratamentos tecnoldgicos, como a
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reducdo da umidade atraves da secagem, que visa preservar a qualidade nutricional e aumentar
a durabilidade, proporcionando a comercializagdo (FEITOSA et al., 2017).

Os estudos do fruto da murta realizados por Aradjo (2015) revelaram um alto teor de
vitamina C, antocianinas totais, flavonoides amarelos e carotenoides totais na massa fresca do
fruto, indicando potencial antioxidante para os mesmos. Conforme apresentado na Figura 2, 0s
frutos séo pequenos, arredondados, corados na cor roxa quando maduros e considerados bons

para consumo devido a relacdo SST/ATT (solidos soluveis totais/ acidez total titulavel).

Figura 2: Fruto da murta (Eugenia gracillima Kiaersk.)
no estagio de maturagdo “maduro” —
Chapada do Araripe, Exu, PE

Fonte: ARAUJO, 2015

2.7.1 Propriedades bioldgicas de espécies Eugenia com compostos quimicos similares aos

encontrados em Eugenia gracillima

Com relacdo a oOleos essenciais extraidos de espécies Eugenia, mais de 300 compostos
foram determinados, estabelecendo grande diversidade quimica, porém 0s sesquiterpenos
ciclicos, seguidos de monoterpenos predominam, além de uma pequena quantidade de espécies
com a presenca de compostos aromaticos. O sesquiterpeno f-cariofileno e 0 monoterpeno o-
pineno sdo considerados os compostos mais encontrados (STEFANELLO; PASCOAL,;
SALVADOR, 2011).

De acordo com o estudo realizado por Sampaio et al. (2019), os constituintes
majoritarios encontrados no 6leo essencial extraido das folhas de Eugenia gracillima, nativa do
bioma Caatinga sdo: germacreno D (16,10%), y- muuroleno (15,60%), biciclogermacreno
(8,53%), germacreno B (7,43%) e A elemeno (6,06%).



31

Em relagdo aos principais constituintes do OE das folhas de E. uniflora, o germacreno
D é um forte antioxidante devido a sua por¢cdo metilica extra-ciclica (DORMAN et al., 2000).
Enquanto biciclogermacreno destaca-se por apresentar uma boa atividade bactericida, quando
testado contra bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis) e gram
negativas (Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida e Escherichia coli) (SALLEH et al.,
2012).

O dleo essencial extraido de Eugenia piauhiensis, cujos compostos majoritarios séo 0s
sesquiterpenos hidrocarbonetos, assim como encontrado em Eugenia gracillima, apresentou
atividade contra as larvas de Aedes aegypti, com a concentracéo letal (CL50) variando de 230
a 292 mg / L ap6s 24 horas de exposicao (DIAS et al., 2015).

De acordo com o estudo realizado por Silva et al. (2015), os compostos identificados no
oleo essencial extraido das folhas de E. brejoensis foram constituidos principalmente de
sesquiterpenos (62,7%) e sesquiterpenos oxigenados (26,6%). Os principais constituintes foram
o-cadineno (22,6%), B-cariofileno (14,4%), a-muurolol (9,34%), a-cadinol (8,49%) e
biciclogermacreno (7,93%), este ultimo também encontrado em quantidade semelhante no OE
das folhas de E. gracillima coletada na Caatinga. Esse 6leo exibiu atividade moderada contra
as larvas de quarto estadio de Aedes aegypti, cuja mortalidade foi observada com solucdes
contendo mais de 100 ppm de dleo. As concentracBes necessarias para matar 50% das larvas
do mosquito variaram entre 160 e 280 ppm, obtendo-se um valor médio de CL50 de 214,7 +
12,3 ppm.

O 6leo essencial das flores frescas de E. klotzschiana, cujos componentes majoritarios
sdo 0s sesquiterpenos: PB-cariofileno (21,1%), espatulenol (20,9%) e biciclogermacreno
(10,2%), apresentaram atividade frente as formas tripomastigotas do Trypanosoma cruzi, sendo
observado um aumento da inviabilidade destas células com a elevacdo da concentracdo do 6leo
essencial que apresentou satisfatoria atividade tripanocida em comparacdo com o controle
positivo, o benzonidazol (CARNEIRO et al., 2017).

2.8 Eugenia stipitata

Eugenia stipitata McVaugh é uma planta frutifera pertencente a familia Myrtaceae,
popularmente conhecida como aracazeiro-boi e originaria da Amazonia Ocidental, sendo
também cultivada em outros paises da América Latina (MCVAUGH, 1956).

Aracgé € uma arvore perene que possui de 2 a 5 metros de altura e produz uma fruta

esférica (4 a 7 cm de didmetro), com uma casca delicada de 1 mm de espessura e 6 a 15 sementes
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por fruta. Essa tem uma cor amarelo intensa, é suculenta, apresenta acidez elevada,
caracteristicas sensoriais Unicas e pectina suficiente, que a torna adequada para produzir suco,
néctares, compotas e geléias, cuja producdo vem aumentando em virtude da comercializacéo
(GARZON et al., 2012). Os frutos nos seus diferentes estagios de maturacdo estdo
representados na Figura 3 (KUMAR et al., 2016).

A polpa de aracé-boi é conhecida por conter um alto teor de agUcar solGvel e um sabor
tipico, qualidades que favorecem a sua utilizacao na industria alimenticia (ROGEZ et al., 2004).
O seu fruto é rico em terpenos, compostos volateis, fibras, vitamina C e possui alta atividade
antioxidante, além disso, o extrato etanolico apresenta propriedades antimutagénicas e
antigenotdxicas, sugerindo o seu uso como agente preventivo contra o cancer (NERI-NUMA
etal., 2013).

A composicdo fitoquimica do 6leo das folhas de E. stipitata foi realizada por Medeiros
et al. (2003) que constataram a presenca de monoterpenos (24,9%) e sesquiterpenos (69,5%),
essencialmente. Os sesquiterpenos majoritarios foram derivados do cariofileno, tais como 3

cariofileno e 6xido cariofileno (MEDEIROS et al., 2003).

Figura 3 - Fruto do araca-boi (Eugenia stipitata McVaugh) nos estagios ndo
amadurecido (a) e maduro (b).

Fonte: Kumar et al., (2016)
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3 RESULTADOS

Os resultados dessa pesquisa sao apresentados em formato de artigos.

3.1 ARTIGO 1 — Eugenia spp. (Myrtaceae) DA MAIOR FLORESTA TROPICAL

SAZONALMENTE SECA DA AMERICA DO SUL: UMA REVISAO FITOQUIMICA E
FARMACOLOGICA

Aurtigo seré& submetido para publicacéo ao periddico: Current medicinal chemistry

Current
Medicinal
Chemistry

The
International
Jjournal for
timely
in - depth
reviews in
Medicinal
Chemistry

h

.
BENTHAM

Fator de Impacto: 3.894

Classificacdo A2 no Qualis para Ciéncias Bioldgicas |



34

Eugenia spp. (Myrtaceae) da maior floresta tropical sazonalmente seca da América do

Sul: uma revisao fitoquimica e farmacologica

Mariana Gomes Vidal Sampaio'”, Vilmar Luiz Lermen?, Bruno Souza dos Santos!, Edson
Renan Barros de Santana®, Claudia Sampaio de Andrade Lima®, Joelma Pessoa Gongalves?,
Clovis Macédo Bezerra Filho!, Daniela Bomfim de Barros'#, Saulo Almeida de Menezes!;
Graziela Claudia da Silval, Milena Patricia Nobrega de Paiva*, Licio Roberto Cangado
Castellano®, Brenna Louise Cavalcanti Gondim*, Maria Tereza dos Santos Correial®, Marcia
Vanusa da Silval®

!Departamento de Bioquimica, Centro de Biociéncias, Universidade Federal de Pernambuco.
Av. Prof. Moraes Rego, 1235 Cidade Universitaria, Recife, Brasil. CEP: 50670-901

2Associagdo dos Agricultores Familiares da Serra dos Paus Ddias (Agroddia)., Exu,
Pernambuco, Brasil.

3Departamento de Biofisica e Radiobiologia, Centro de Biociéncias, Universidade Federal de
Pernambuco. Av. Prof. Moraes Rego, 1235 — Cidade Universitaria, Recife, Brasil. CEP:
50670-901

4Grupo de Estudos e Pesquisas em Imunologia Humana- GEPIH, Escola Técnica de Salde,
Universidade Federal da Paraiba. Cidade Universitaria, Jodo Pessoa, Brasil. CEP: 58059-
900

®Ncleo de Bioprospecgéo e Conservacdo da Caatinga, Instituto Nacional do
Semiarido/Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovagdes e Comunicacdes. Av. Francisco
Lopes de Almeida, S/N — Serrotdo, Campina Grande, Brasil. CEP: 58429-970

* Autor para correspondéncia marianavidalsampaio@gmail.com

Resumo

O Brasil se destaca por sua riqueza e pluralidade de recursos ambientais, dentre esses, 0 bioma
Caatinga € o quarto mais diversificado e o unico exclusivo do pais, porém ainda pouco
explorado. A familia Myrtaceae compde a flora brasileira e esta entre as dez com maior riqueza
de espécies, sendo que apenas na Caatinga sdo encontradas cerca de uma centena dessas. A
mesma engloba os géneros Myrtus, Psidium, Pimenta, Eugenia, Sygyzium, Eucalyptus,
Leptospermum e Melaleuca. O género Eugenia se destaca com aproximadamente 40% das
mirtaceas pertencentes ao bioma, cujas espécies apresentam diversas atividades bioldgicas, tais
como: antidiabética, moluscicida, antimicrobiana, antiparasitaria, fotoprotetora, inseticida,

analgésica, antipiretica, antiartritica, cicatrizante, anti-inflamatoria, hepatoprotetora, anti-
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oxidante, ulceroprotetora, entre outras. Este estudo consiste em uma revisdo blibiogréfica, a
partir dos seguintes descritores: Eugenia, Nordeste, Caatinga, atividades bioldgicas e plantas
medicinais. Informac6es sobre Eugenia foram pesquisadas através de estudos encontrados em
bases de dados eletrénicas, incluindo Medline / Pubmed, Science Direct e Google Académico.
Foram considerados como critérios de inclusdo pesquisas relacionadas com a bioatividade das
espécias de Eugenia encontradas na vegetacdo Caatinga brasileira, conforme o banco de dados
FLORA DO BRASIL. De acordo com os dados encontrados na literatura, as espécies de
Eugenia compreendem uma fonte abundante de sesquiterpenos, flavonodides e polifendis,
responsaveis pelas atividades bioldgicas reconhecidas e utilizadas popularmente, algumas das
quais ainda necessitam ser comprovadas para evitar o uso excessivo de plantas medicinais com
compostos considerados toxicos.

Palavras-chave: Eugenia. Nordeste. Caatinga. Atividades bioldgicas. Plantas medicinais

Abstract

Brazil stands out for its wealth and plurality of environmental resources, among them, the
Caatinga biome is the fourth most diversified and the only exclusive in the country, but still
little explored. The Myrtaceae family composes the Brazilian flora and is among the ten with
the highest species richness, and only in Caatinga about one hundred of them are found. It
encompasses the genera Myrtus, Psidium, Pimenta, Eugenia, Sygyzium, Eucalyptus,
Leptospermum and Melaleuca. The genus Eugenia stands out with approximately 40% of the
Myrtaceae belonging to the biome, whose species have various biological activities, such as
antidiabetic, molluscicidal, antiparasitic, photoprotective, insecticide, analgesic, antipyretic,
antiarthritic, healing, anti-inflammatory, hepatoprotective, antioxidant, ulceroprotective,
among others. This study consists of a bibliographic review, based on the following descriptors:
Eugenia, Northeast, Caatinga, biological activities and medicinal plants. Information about
Eugenia was searched through studies found in electronic databases, including Medline /
Pubmed, Science Direct, and Google Scholar. Inclusion criteria were research related to the
bioactivity of Eugenia species found in Brazilian Caatinga vegetation, according to the FLORA
DO BRASIL database. According to the data found in the literature, Eugenia species comprise
an abundant source of sesquiterpenes, flavonoids and polyphenols, responsible for popularly
recognized biological activities, some of which still need to be proven to avoid overuse of
medicinal plants with compounds considered toxic.

Key words: Eugenia. Northeast. Caatinga. Biological activities. Medicinal plants
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1 Introdugéo

O Brasil possui a maior riqueza florestal do mundo, com 238 familias, 2979 géneros e
35.931 taxons, dos quais 55,97% (20.109) sdo endémicos. Entre os biomas, o quarto mais rico
do pais é a Caatinga, com 5299 espécies vegetais, agrupadas em 175 familias e 1229 géneros,
e uma taxa de endemismo de 19,62% (1000 taxons e 28 géneros) (Flora do Brasil, 2018). O
pais apresenta a quinta maior extensdo territorial do mundo, sendo muito conhecido por sua
diversidade bioldgica e cultural. Entre os biomas brasileiros, um deles € exclusivo: a Caatinga,
localizada na regido Nordeste, ocupando 11% do territorio nacional, com clima semi arido e
precipitacdo geralmente inferior a 900 mm / ano, porém mesmo assim abriga uma grande
diversidade de espécies de plantas (Albuquerque et al., 2012; Gil, 2002).

Essa diversidade permite que a vegetacao nativa seja utilizada para diversos fins, como
alimentacdo, pastagem, producdo de madeira e artesanato, producdo de 6leos fixos, cera,
extracdo de fibras e arborizacdo civica de ruas, pracas e jardins, além de ser amplamente
utilizada na medicina popular. A utilizacdo da flora, a exploracdo extrativa e a expansao de
areas para agricultura e pastagem causam reducdo na diversidade de plantas e eliminacgdo de
muitas espécies (Giulietti et al., 2004).

Segundo dados do Ministério do Meio Ambiente (MMA), até 2009, aproximadamente
46% da area do bioma Caatinga havia sido modificada (MMA, 2011). Recentemente, o Instituto
Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE) iniciou um novo mapeamento da Caatinga e resultados
preliminares (correspondendo a 16% da area) revelam que 42% da area € preservada, 40% da
vegetacdo do bioma é modificada, 8 % do solo esta exposto e propenso a desertificacdo e 8% é
usado para a agricultura (INPE, 2016). Essas observac6es indicam a necessidade de preservacao
da Caatinga e incentivo ao cultivo de espécies nativas Uteis.

Myrtaceae é a maior familia da ordem Myrtales, amplamente distribuida mundialmente,
porém predominantemente encontrada nas Américas e na Australia, sendo a familia dividida
nas subfamilias Myrtoideae e Leptospermoideae (Limberger et al., 2004).

A familia Myrtaceae encontra-se distribuida em todos os dominios fitogeogréaficos
brasileiros, contabilizando quase 1000 espécies subordinadas a 23 géneros. As mirtaceas estao
entre as 10 familias com maior riqueza de espécies que compdem a flora brasileira, sendo a
Floresta Atlantica um de seus centros de diversidade e corresponde a sexta maior familia em
niveis de diversidade. Na Caatinga sdo encontrados 12 géneros e 98 espécies pertencentes a

familia. A mesma engloba os géneros Myrtus, Psidium, Pimenta, Eugenia, Sygyzium,
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Eucalyptus, Leptospermum e Melaleuca. O género Eugenia se destaca com 35 espécies, 0 que
representa 35,71% da familia Myrtaceae do bioma (Forzza et al., 2010; Fernandes, 2011; Flora
do Brasil..., 2018), sendo reconhecido como um dos mais importantes, com espécies de
potencial utilizacdo comercial, nutritiva e farmacoldgica (SAUSEN et al., 2009).

Diversos estudos apontam as atividades bioldgicas deste género, por exemplo, Eugenia
brejoensis € uma planta promissora no tratamento da tripanossomiase (Souza et al., 2017a);
enquanto Eugenia brasiliensis, pode ter efeitos hipolipemiantes e uma alta capacidade
antioxidante (Lima et al., 2017) e Eugenia jambolana tem acdo antimicrobiana (Pereira et al.,
2017), antioxidante, anti-inflamatéria e antidiabética (Dametto et al., 2017).

Contudo, a despeito das propriedades ja conhecidas, sabe-se que muitas atividades ainda
ndo foram devidamente investigadas e comprovadas, o que possibilita uma vasta area a ser
explorada. Além disso, pode-se observar a facilidade de acesso a essas plantas, bem como o
uso continuo delas por parte das popula¢6es menos favorecidas, que ainda sofrem com doencas
transmissiveis provocadas por microrganismos, o que reforca a importancia de se conhecer mais
sobre as espécies (Queiroz et al., 2015). Dessa forma, surgiu o interesse em realizar uma revisao
de literatura, objetivando verificar o potencial fitoterdpico das espécies de Eugenia,

pertencentes ao bioma Caatinga.

2 Metodologia

Este estudo consiste em uma revisdo blibiografica realizada a partir dos seguintes
descritores: Eugenia spp., Nordeste, Caatinga, Atividades biolégicas e Plantas medicinais. As
informacdes sobre Eugenia spp. foram coletadas através de estudos em bases de dados
eletronicas, incluindo Medline/Pubmed, Science Direct e Google Académico, em lingua
portuguesa e inglesa. Foram considerados como critérios de inclusdo pesquisas relacionadas
com a bioatividade das espécias de Eugenia, encontradas na vegetacdo Caatinga Brasileira,
conforme o banco de dados FLORA DO BRASIL. Néao foram aplicados os critérios de

excluséo, pois 0s artigos sao escassos.
3 Etnofarmacologia
A etnofarmacologia resgata o uso histérico de plantas medicinais por nativos, que

adquiriram grande conhecimento através da tradicdo familiar. Entretanto, essa pratica ainda é

pouco valorizada, embora seja de grande importancia para a bioprospeccao (Quave et al., 2008).
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As espécies com potencial bioldgico mais descritas na literatura sdo: Eugenia
dysenterica, Eugenia punicifolia, Eugenia candolleana e Eugenia brejoensis (Limaetal., 2011,
Galeno et al., 2014; Guimaraes et al., 2009; Azevedo et al., 2012). A Tabela 1 apresenta as

principais espécies de Eugenia da Caatinga e sua utilizacdo como planta medicinal.



Tabela 1: Atividades bioldgicas de espécies de Eugenia utilizadas para o tratamento de doencas.
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Espécies

Extracéo e/ou partes da

planta

Atividades biologicas

Referéncias

E. candolleana

Infusdo das folhas

Dor e febre

Guimardes et al., (2009)

E. uniflora

Infusdo das folhas

Antiparasitario; febre, problemas gastricos,

reumatismo, diarreia e inflamagoes

Ibikunle et al., (2011); Lorenzi; Matos,
(2002); Auricchio; Bacchi, (2003).

E. involucrata DC

Infusdo das folhas

Acéo antidiarreica e digestiva

Sausen et al., (2009)

E. brasiliensis

Folhas, frutos e cascas

diurético, adstringente e reumatismo

Revilla, (2002)

E. dysenterica

Infusdo das folhas

Diarreia, Diabetes e ictericia

Lima et al., (2011); Costa et al., (2000);
Silvaetal., (2001)

Extratos de polpas das frutas

Laxantes

Limaetal., (2010)

Oleo essencial das folhas

Diarreia

Galheigo et al., (2015)

Folha e flor

Doencas cardiacas

Conceicdo et al., (2012)

E. brejoensis

Extrato metanodlico de folhas

Antibacteriano

Azevedo et al., (2012)

Decocgdo ou infusdo de

folhas

Diarréia e disenteria; dor e febre

Trentin et al., (2011); Silva et al.,
(2015a)

E. florida DC. Infusdo das folhas Diabetes Bastos et al., (2019)
E. jambolana Extrato etandlico Diabetes Srivastava; Chandra, (2013)
E. malaccensis L Decoccéo da casca em agua  Disenteria Roosita et al., (2008)

E. jambolana

Infusdo das folhas

Febre, constipacdo, protetor gastrointestinal

Pai et al., (2013)

E. luschnathiana

Frutos maduros

Antioxidante

Reynertson et al., (2008)
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E. punicifolia Decocgéo das folhas Diabetes mellitus Brunetti et al., (2006); Galeno et al.,
(2014); Grangeiro et al., (2006)
E. punicifolia Extrato hidroalcodlicico das Dor e inflamagéo Basting et al., (2014); Brand&o et al.,
(Kunth) DC. folhas (2012)
E. stipitata Frutos maduros Doencas intestinais e da bexiga Fernandez-Trujillo
etal., (2011).
E. rigida Extrato hexanico das folhas  Leucemia Zaki et al., (2013)

E. umbelliflora
O.Berg

Extrato metanolico das Inflamacéo e Ulceras

folhas

Meyre-Silva et al., (2009)
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4 Constituintes fitoquimicos

Existem cerca de 300 compostos identificados a partir de 6leos essenciais extraidos de
espécies de Eugenia. Desses, 0s sesquiterpenos ciclicos sdo predominantes, seguidos pelos
monoterpenos e 0s compostos alifaticos e aromaticos que foram identificados em poucas
especies (Souza et al., 2018). A Tabela 2 apresenta as principais espécies de Eugenia da

Caatinga e 0s seus respectivos constituintes fitoquimicos.

Tabela 2: Constituintes fitoquimicos dos extratos e 6leos de espécies de Eugenia.

Classe quimica Compostos Espécies Parte Referéncia
utilizada
Monoterpenos Limoneno; a- E. dysenterica Folhas Costa et al.,
Thujeno (2000)
Linalol E. punicifolia Folhas Oliveira et
al., (2005)
Triterpenos Acido betulinico; E. flavescens Folhas Cantanhede
Lupeol Filho et al.,
(2017)
Acido betulinico E. florida Folhas Frighetto et
al., (2005)
Glicosideos Quercitrina E. flavescens Folhas Cantanhede
Filho et al.,
(2017)
Fendis Acido galico E. punicifolia Folhas  Galenoetal.,
(2014)
Polifendis Catequina E. flavescens Folhas Cantanhede
etal., (2017)
Catequina E. florida Folhas  Bastos et al.,

(2019)




Flavonoides Miricetina E. flavescens Folhas Cantanhede
Filho et al.,
(2017)
Naringenina; E. florida Folhas Bastos et al.,
Kaempferol; (2019)
Quercetina; Rutina
Procianidina B-2 E. florida Folhas  Bastos et al.,
(2019)
Sesquiterpenos B-Cariofileno;o- E. dysenterica Folhas Costa et al.,
Humuleno (2000)
B-(E)-Cariofileno; E. brejoensis Folhas Mendes et
6-Cadineno; al., (2018)
Biciclogermacreno
Trans- E. brejoensis Folhas  Souzaetal.,
caryophyllene; (2017a)
Muurolol
y-Elemeno; E. piauhiensis Folhas  Dias, (2013)
Biciclogermacreno;
B-Cariofileno
Biciclogermacreno; E. florida Folhas Apel et al.,
Germacreno D; - (2004)
Cariofileno;
Aromadendranos;
a-Cadinol
pB-Cariofileno E. punicifolia Folhas Oliveira et
al., (2005)
B-Cariofileno; E. stipitata Folhas Medeiros et
Oxido cariofileno al., (2003)
Germacreno D; E. flavescens Folhas  Pereiraetal.,
Biciclogermacreno (2010)
o-Emeleno; B- E. candolleana Folhas Neves et al.,
Elemeno; [3- (2017)
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Cariofileno;
Viridifloreno
Oxido cariofileno; E. brasiliensis Frutos Moreno et
a-Cadinol, al., (2007)
Globulol
Espatulenol; t- E. brasiliensis Folhas  Maginaetal.,
cadinol (2009)
B-Cariofileno; E. Folhas  Maginaetal.,
Biciclogermacreno  beaurepaireana (2009)
Viridifloreno; B- E. umbelliflora Folhas  Maginaetal.,
Pineno (2009)

5 Efeitos farmacoldgicos

Frutos de Myrtaceae nativos do Brasil consistem em uma fonte de polifenodis
biologicamente ativos que contribuem para a reducdo da producédo de glicose no tratamento de
doencas cronicas ndo transmissiveis ligadas a obesidade. Um exemplo é a planta Eugenia
dysenterica DC. (Cagaita), que apresenta uma variedade de polifendis, os quais auxiliam a
homeostase corporal, atenuam a dislipidemia, protegem contra a inflamagdo, o estresse
oxidativo e 0 ganho de peso em excesso (Donado-Pestana, 2018a).

Eugenia dysenterica pode ser utilizada na inddstria, através da incoporacdo em
preparacdes dermatoldgicas e cosméticas, pois € uma planta rica em catequina, taninos,
flavonoides, terpenos e saponinas (Silva et al.,, 2015b). Ferreira-Nunes et al. (2018)
desenvolveram microemulsdes contendo o extrato aquoso das folhas de Eugenia dysenterica
para aplicacdo topica, cuja utilizacdo € indicada em tratamentos dermatol6gicos que requerem
acao antioxidante, devendo-se levar em conta a escolha da microemulsdo adequada e o aspecto
sensorial mais agradavel.

Eugenia dysenterica € rica em polifenois, cujas propriedades antioxidante,
antiobesidade e antidiabética estdo sendo investigadas pela industria farmacéutica e alimenticia,
visando o desenvolvimento de produtos e medicamentos que atuem na terapéutica do diabetes
e da obesidade (Granato et al., 2015).

Eugenia jambolana tem vérias atividades farmacologicas conhecidas e atribuidas a
presenca de diferentes flavondides e alcaldides em vérias partes da planta, porém a mais

importante pode ser a antidiabética (Srivastava; Chandra, 2013).
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5.1. Atividade citotdéxica

A resposta final de um tratamento com extrato vegetal € o resultado de efeitos
interativos, antagdnicos e sinérgicos entre seus componentes biologicamente ativos. Vieira et
al. (2012) testaram a citotoxicidade e a genotoxicidade do extrato etanodlico das folhas de
Eugenia dysenterica, embora a mesma represente um fitoterapico potencial para a producao de
um medicamento antidiarréico, os resultados indicam que em doses mais altas, essa planta pode
causar toxicidade e mutacdes, importantes fatores na indugdo da carcinogénese, sendo 0 seu
uso indicado com cautela.

Costa et al. (2016) testaram o extrato hidroetandlico das folhas de Eugenia aurata
(HEEA) em varias concentracdes (0.1 a 1.000 pg/mL) frente a neutréfilos humanos, o qual ndo
reduziu a viabilidade neutrofilica. A atividade antiproliferativa do HEEA foi avaliada frente as
linhagens celulares: VERO (rim de macaco-verde africano), UACC-62 (melanoma), MCF-7
(cancer de mama), NCI-ADR/RES (cancer de ovario resistente a multiplas drogas), 786-0
(cancer de rim), NCI-H460 (cancer de pulméo), PC-3 (cancer de prostata), OVCAR-3 (cancer
de ovario), HT-29 (cancer de cdélon) e K562 (leucemia). Quando avaliado o extrato
hidroetan6lico obtido a partir das folhas de Eugenia punicifolia (HEEP) nas mesmas condi¢oes
e linhagens celulares, observou-se que 0 HEEP também ndo reduziu a viabilidade neutrofilica,
apresentando um efeito citotoxico contra a linhagem celular K562 (12,9 + 7,19 ug/ mL) e para
MCF-7 (39,0 + 5,80 pug / mL).

Souza et al. (2017a) avaliaram a citotoxicidade do 6leo essencial obtido a partir das
folhas de Eugenia brejoensis (EBEO) frente a macrdfagos peritoneais de camundongos. EBEO
apresentou valor de CC50 de 251.4 pug/mL sendo considerado um citotoxico moderado. Além
disso, também foi avaliada a atividade hemolitica utilizando eritrécitos humanos. Em
concentraces inferiores a 125 pg/mL EBEO néo apresentou atividade hemolitica. Entretanto,
EBEO na concentracdo de 250 pg/mL foi considerado citotoxico apresentando atividade
hemolitica de 53,4%.

Lima et al. (2010) avaliaram a atividade hemolitica da fracdo peptidica obtida a partir
da polpa dos frutos de Eugenia dysenterica nas concentragdes (100, 200, 300 e 400 pg/mL)
frente a eritrocitos bovinos. A fragdo rica em peptideos de Eugenia dysenterica ndo apresentou
atividade hemolitica em nenhuma das concentracgdes testadas.

Silvaetal. (2017) avaliaram o 6leo essencial obtido a partir das folhas e dos caules finos

de Eugenia flavescens frente a eritrocitos de camundongo e as linhagens celulares MRC-5



45

(fibroblastos humanos), AGP-01 (cancer gastrico), HCT-116 (cancer de c6lon) e SKMEL-19
(melanoma). O 6leo essencial de Eugenia flavescens ndo apresentou atividade hemolitica e foi
citotoxico contra as linhagens celulares MRC-5 (14.0 pg/mL) e HCT-116 (13.9 pg/mL).

Galeno et al. (2014) compararam o efeito citotoxico do extrato aquoso das folhas de
Eugenia punicifolia (EEP) com o farmaco doxorrubicina (droga utilizada no tratamento para o
cancer). Os resultados mostraram que ap0s 24, 48 e 72 horas, a doxorrubicina na concentracdo
de 5 pg/mL promoveu 47,3; 71 e 78,5% de letalidade, respectivamente, enquanto o EEP nas
concentracgdes (50, 25 e 12 pg/mL) ndo causaram mortalidade significativa quando comparada
a doxorrubicina.

Leite et al. (2014) avaliaram o potencial citotdxico do triterpeno pentaciclico isolado do
o0leo essencial das folhas de Eugenia punicifolia frente a linhagem celular C2C12 (mioblastoma
de rato). Os resultados indicaram que os triterpenos de Eugenia punicifolia reduziram a
proliferacdo de células C2C12 principalmente devido ao seu efeito citostatico, sem influenciar
a atividade metabolica.

Um estudo realizado por Vitek et al. (2017) relata que o composto guercetina-3-O- (6'-
O-galoil) -p-d-glucopiranésido (8) isolado de Eugenia dysenterica exerce efeito citotdxico nas
linhagens celular de Kasumi-1 (leucemia mieloide aguda) e CCRF-CEM (leucemia
linfoblastica aguda), promovendo a parada do ciclo celular e efeitos na diferenciacdo das
celulas.

O efeito antiproliferativo do 6leo das folhas de Eugenia uniflora foi testado contra
linhagens de células humanas cancerigenas (colon, HCT-116; gastrico, AGP-01; e melanoma,
SKMEL-19), além de fibroblastos humanos normais (MRC-5), apresentando potencial
atividade anti-cancer de pulmao, c6lon, estbmago e melanoma, com uma real possibilidade para

o desenvolvimento de fitoterapico (Figueiredo et al., 2018).

5.2 Atividade antioxidante

Um composto antioxidante pode diminuir ou inibir a oxidacdo de lipidios ou outras
moléculas, interrompendo a iniciacdo ou propagacdo de reagdes em cadeia oxidativas, que
previnem ou reparam a agressao causada pelo oxigénio as células (Tachakittirungrod et al.,
2007). A atividade antioxidante estd comumente associada a quantidade de compostos fenolicos
encontrados nas plantas (Magina et al., 2010). Espécies da familia Myrtaceae tem a capacidade

de acumular constituintes fenolicos (Takaoa; Imatomib; Gualtieria, 2015).
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A exposicéo as radiagdes UV (ultravioleta) é capaz de ocasionar alteragdes cutaneas que
estdo relacionadas ao envelhecimento precoce, salientando-se que grande parte destas
alteracdes é resultado da capacidade redutora das espécies reativas de oxigénio (ERQOs), que
sdo extremamente danosas aos tecidos (Souza et al., 2013). Essas espécies atuam na reducédo da
quantidade dos antioxidantes enddgenos e comecam a atacar carboidratos, lipideos de
membranas celulares, proteinas, e acidos nucléicos, ocasionando a oxidacdo e alterando essas
moléculas (Velasco et al., 2008).

O potencial antioxidante do extrato aquoso das folhas de Eugenia dysenterica foi
determinado por Zorzin (2014) através dos métodos de reducao do complexo fosfomolibdénio
e DPPH, onde o mesmo mostrou acdo antioxidante, através da reducdo do complexo
fosfomolibdénio, com 0.56 mg/mL em equivalentes de BHT e do DPPH e IC50 de 1.115
pug/mL. Estudos realizados por Siqueira et al. (2013) também determinaram que os frutos da
citada planta possuem alta atividade antioxidante.

Thomaz et al. (2018) investigaram o potencial antioxidante e neuroprotetor dos extratos
hidroalcodlico das folhas de Eugenia dysenterica, no cértex e no hipocampo de camundongos
pelos ensaios de TBARS, superdxido dismutase e catalase. O extrato se mostrou tdo eficaz na
reducdo de espécies reativas de oxigénio, quanto a quercetina.

Daza et al. (2017) utilizaram o p6 do extrato de Eugenia dysenterica associado a inulina
ou goma arabica com a finalidade de melhorar a estabilidade dos compostos bioativos presentes
nos extratos, e avaliaram a atividade antioxidante. Houve correlacdo significativa (p <0,05)
entre a capacidade antioxidante e o teor fendlico total.

Estudos in vitro realizados por Gongalves; Lajolo; Genovese (2010) caracterizam 0s
polifendis presentes nos frutos de Eugenia dysenterica e determinaram a presenca de
quercetina, kaempferol, acido elagico e elagitaninos, além de alto potencial antioxidante.

O total de compostos fenolicos do extrato etandlico dos frutos de Eugenia stipitata foi
de 184,08 £ 8,25 mg GAE / g. A atividade sequestradora de radicais foi DPPH cs0 0,69 + 0,23
pug/mL. Os testes também foram comparados a compostos de referéncia padrdo como acido
ascorbico, acido galico, miricetina, quercetina e kaempferol, sendo o valor TAC-ORACkF. de
371,98 umol.TE / 100 g, conferindo uma boa atividade antioxidante (Neri-Numa et al., 2013).
Genovese et al. (2008) avaliaram a composicéo fitoquimica e a capacidade antioxidante dos
frutos dessa mesma planta, determinando uma grande quantidade de compostos fendlicos e
flavondides.

Franzon et al. (2018) elaboraram uma revisao que demonstrava o potencial antioxidante

da espécie Eugenia uniflora, considerada um fruto exotico brasileiro e popularmente conhecida
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como pitanga. A mesma € rica em compostos antioxidantes como &cido galico e uma grande
fonte de vitamina C, sendo o 6leo e o extrato de folhas e frutos uma importante fonte de
moléculas com promissoras atividades medicinais com atividade comprovada e que pode ser
utilizada na industria alimenticia, de farmacos e cosméticos (Franzon et al., 2004).

O extrato das folhas de Eugenia punicifolia (EP) foi estudado por Galeno (2014), o qual
exibiu atividade no sequestrante ABTS, DPPH e O, (IC50 =10,5+ 1,2, 28,84 £ 0,54 e 38,12
+ 2,6 ng / mL), respectivamente.

A atividade antioxidante dos extratos e fracdes de Eugenia brasiliensis, Eugenia
beaurepaireana e Eugenia umbeliflora foi avaliada, juntamente com o seu contetdo de
fendlicos e flavonoides. Nos testes de avaliagdo da captacdo do radical livre DPPH e de
avaliacdo do potencial redutor foi observada uma tendéncia ao aumento da atividade
diretamente relacionada ao contetdo de fendis nos extratos e fracdes. Para o teste de inibicéo
da peroxidacdo lipidica foram ativas as fraces mais polares das folhas de Eugenia
beaurepaireana (Magina et al., 2010).

Nicécio et al. (2017) avaliaram a atividade antioxidante e a presenca de compostos
fenolicos na casca, polpa e sementes de Eugenia involucrata e observaram atividade
antioxidante em todas elas, na faixa de 36,68 + 1,44 a 873,87 + 18,24 umol TE/g, sendo os
maiores valores encontrados nas sementes e na casca, quando foram utilizados solventes de
extracdo mais polares. Seis, cinco e trés compostos fendlicos foram identificados e
quantificados na polpa, casca e sementes, respectivamente, com a maior abundancia de acido
p-cumarico (14 £ 2 mg/kg) na polpa, quercetina (47 £ 5 mg/kg) na casca e acido galico (74 £ 4
mg/kg) nas sementes.

Garzon et al. (2012) avaliaram o potencial antioxidante de Eugenia stipitata,
encontrando um alto teor de carotenodides na casca (2484 + 421 pg / 100 g FW) e uma
quantidade menor na polpa (806 = 348 pg / 100 g FW) com luteina, B-criptoxantina e
zeinoxantina como principais componentes. A composi¢do carotendide deste fruto é Unica e
pode diferencia-lo de outros, sugerindo que o araca seja uma boa fonte comestivel de

carotendides importantes para a salde.

5.3 Atividade fotoprotetora

O uso de fotoprotetores, é a abordagem cosmética mais comum contra os efeitos

destrutivos da radiagcdo UV, sendo comprovado que o uso adequado e regular dos mesmos reduz
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0 nlmero de casos de queratose actinica e carcinoma de células escamosas, além de evitar o
envelhecimento precoce da pele (Balogh, 2011).

Extratos e 6leos de plantas tém sido utilizados na producao de cosméticos como filtros
solares por apresentarem acao fotoprotetora, porém esses compostos precisam apresentar em
sua composi¢do moléculas com estruturas semelhantes as dos filtros sintéticos (Violante, 2009).
Os flavonoides sdo polifendis de ampla ocorréncia no reino vegetal. A rutina, pertencente a
classe dos flavonois, é constantemente empregada como potente antioxidante, na prevencéo e
tratamento da insuficiéncia venosa ou linfatica, da fragilidade ou permeabilidade capilar e na
prevencéo aos danos causados pela radiagéo ultravioleta (Velasco et al., 2008).

Em um estudo desenvolvido por Patwardhan e Bhatt (2015) onde foi avaliada a protecéo
contra raios UV-B promovida por extratos da espécie Eugenia caryophylata sobre fibroblastos
humanos, os resultados demonstraram que flavondides presentes nessa espécie atuaram como
fotoprotetores eficazes, inclusive revertendo a citotoxicidade induzida pelos raios UV-B.

Moreira et al. (2017) desenvolveram um novo cosmético & base do extrato
hidroalcodlico das folhas de Eugenia dysenterica (2,5-1000 pug / mL), considerado rico em
polifendis pela presenca de taninos (&cido elagico) e flavonoides (quercetina e acido galico).
Atraves de fibroblastos HFF-1, foi demonstrado que o extrato promoveu regeneracao celular
enzimas tirosinase, que estdo envolvidas em distarbios dermatoldgicos. O cosmético foi
classificado como ndo fototoxico e ndo causador de irritacdo ocular, além de ndo possuir

potencial de sensibilizacdo cutanea.

5.4 Atividade protetora contra Ulcera

A maioria dos medicamentos comercializados para o tratamento da Ulcera péptica
produzem reacOes adversas, tais como: hipersensibilidade, arritmia, impoténcia, ginecomastia
e alteracbes hematopoéticas (Chan; Leung, 2002). Dessa forma, torna-se necessario o
desenvolvimento de agentes antiulcerosos que sejam menos toxicos, como os fitoterapicos.
Uma alternativa pesquisada sédo folhas de Eugenia umbeliflora, as quais exibem atividade
gastroprotetora, através da inibicdo significativa da formag&o de Ulcera em modelos animais,
em decorréncia da presenca de triterpenos (Meyre-Silva et al., 2009).

O tratamento farmacoldgico para as Ulceras gastricas ndo se baseia somente no bloqueio
da secrecdo &cida, mas também no aumento dos fatores de protecdo da mucosa, como a secrecao

de muco. Estudos in vivo realizados com extrato hidroalcodlico das folhas de Eugenia
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punicifolia (Kunth) indicaram aumento de quase duas vezes na quantidade de muco aderido a
mucosa gastrica (Basting et al., 2014).

Prado et al. (2014) induziram lesbes na mucosa gastrica de camundongos através de
etanol/HCI e avaliaram a capacitade gastroprotetora do extrato aquoso das folhas de Eugenia
dysenterica, bem como a adeséo e o feito da planta na secre¢éo intestinal. Comprovou-se que
0s taninos presentes no extrato foram os responsaveis pela atividade protetora e a diminuicao
na producao de HCI gastrico observados.

A avaliacdo gastroprotetora através do extrato metandlico das folhas de Eugenia
involucrata também foi realizada pelo modelo de Ulcera induzida por etanol, o qual reduziu
significativamente a area total danificada, atraves de tratamentos com doses de 125 e 250
mg/kg, sendo a dose de 125 mg / kg a mais efetiva (Vechi et al., 2018).

O estudo de Périco et al. (2019) revela a acdo cicatrizante de Glcera do extrato
hidroalcodlico das folhas de Eugenia punicifolia contra agentes ofensivos como os anti-
inflamatorios ndo esteroidais e o alcool. Este efeito € modulado por hormdnios sexuais
femininos e mediado por uma diminuicdo de infiltracdo neutrofilica e da peroxidacao lipidica,

bem como o aumento dos indices de glutationa na mucosa gastrica.

5.5 Atividade hepatoprotetora

As doencas hepaticas consistem em um grave problema de saude, dessa forma, produtos
naturais sao popularmente utilizados como agentes protetores. Estudos pré-clinicos com cultura
primaria de hepatdcitos de ratos mostraram que o extrato da polpa de Eugenia jambolana rica
em antocianinas (230 mg /100 g de peso seco) foi eficaz na prevencdo do dano hepatico causado
pelo tetracloreto de carbono. O tratamento de hepatdcitos com o extrato (50-500 ppm) suprimiu
o tetracloreto de carbono, bem como diminuiu a peroxidacéo lipidica (Pai et al., 2013; Veigas
et al., 2008).

O extrato etanodlico de Eugenia jambolana exibiu uma agédo protetora contra o dano
hepético induzido por paracetamol, eliminando radicais livres e prevenindo danos celulares
mediados pelo estresse oxidativo (Das; Sarme, 2009).

Donado-Pestana et al. (2015) avaliaram os efeitos da administracdo de extratos ricos em
compostos fenolicos obtidos a partir da polpa dos frutos de Eugenia dysenterica em
camundongos com dieta rica em sacarose e gordura. O nivel de triglicerideos no figado foi um
dos parametros avaliados e os resultados demonstraram que 0s extratos reduziram o acumulo

dos mesmos. Considerando que o nivel elevado de triglicerideos no figado esta relacionado a
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esteatose hepatica, os autores concluiram que os compostos fendlicos presentes nos extratos de
Eugenia dysenterica podem desempenhar um papel importante na prevencao da obesidade e
suas complicacdes metabolicas associadas, incluindo patologias hepaticas.

Donado-Pestana et al. (2018b) também avaliaram os efeitos da administracdo de
extratos ricos em polifendis obtidos a partir da polpa dos frutos de Eugenia dysenterica em
camundongos obesos. Os resultados demonstraram que o0s extratos reduziram a inflamacao e a
gliconeogénese hepética, além de proteger contra dislipidemia, hiperglicemia em jejum e
intolerancia a glicose. Os autores sugeriram que a homeostase da glicose foi aprimorada atraves
de uma reducéo na inflamacéo hepética.

Lima et al. (2017) investigaram os efeitos da administragdo crdnica do extrato
hidroalcodlico bruto (CHE) e extrato bruto de acetona (CAE) obtidos das folhas de Eugenia
brasiliensis sobre a hipertrigliceridemia e o estresse oxidativo causado pela administracéo
cronica de 6Oleo de coco. Ratos receberam CHE ou CAE (50,100 ou 150 mg / kg, oralmente)
por 30 dias, mais dleo de coco (2 mL, por via oral). A administracdo cronica dos extratos foi
capaz de prevenir a hipertrigliceridemia e reduzir as goticulas lipidicas nos hepatocitos,

sugerindo que ambos o0s extratos podem ter efeitos hipolipemiantes e antioxidantes.

5.6 Atividade anti-inflamatéria

A inflamacdo ¢ a reacdo fisiol6gica do organismo contra o dano tecidual causado por
estimulos mecéanicos, quimicos ou agentes infecciosos, sendo caracterizada por dor, rubor, calor
e inchaco. Estas sdo caracteristicas de muitas doencas agudas e crénicas (Ehlers; Kaufmann,
2010).

O extrato hidroalcodlico das folhas de Eugenia punicifolia tem significativo efeito anti-
nociceptivo que envolve sistemas glutamatérgicos relacionados com a liberagédo ou inibicdo da
sintese do 6xido nitrico e um efeito anti-inflamatdrio devido a inibicdo da fosforilacdo de p**
MAPK (Basting et al., 2014). O tratamento com o extrato da fracdo diclorometénica de Eugenia
punicifolia diminuiu a producdo de mediadores inflamatérios, reduziu a apoptose e contribuiu
para a eficiente regeneracdo da lesdo muscular em camundongos distroficos, sem inducdo de
fibrose (Leite et al., 2010).

Os extratos das folhas de Eugenia aurata (EA) e Eugenia punicifolia (EP) foram
estudados por Costa et al. (2016) que investigaram a atividade anti-inflamatoria dos mesmaos,
determinando que ambos inibem a liberacdo de NET (proteinas liberadas de granulos

secundarios / primarios de neutrdfilos que podem estar associadas com DNA e enzimas
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oxidativas), mas apenas EA reduz a adesdo celular, enquanto EP diminui a secre¢do de
elastase. Juntos esses extratos reduzem a resposta inflamatéria, podendo ser utilizado no
desenvolvimento de fitomedicamentos.

As atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria do 6leo essencial de Eugenia
candolleana DC. (Myrtaceae) foram testados por diferentes métodos: analgesia, através do teste
de contor¢do por &cido acético, induzida por formalina, modelo de lambida de pata e teste de
placa quente, além da inducdo de peritonite em roedores. ApOs 0s testes, 0s resultados
indicaram que este Oleo possui propriedades antinociceptivas e anti-inflamatérias,
possivelmente mediadas pela via de inibi¢éo da sintese de prostaglandina ou outra via periférica
(Guimaraes et al., 2009).

Silva et al. (2019) evidenciaram a acdo anti-inflamatdria do 6leo essencial de Eugenia
dysenterica em ensaios in vitro. Observou-se que as células de macrofagos murinos RAW 264.7
estimulados por LPS, quando tratadas com o éleo essencial, reduziam a producdo de 6xido
nitrico, mostrando-se superior quando correlacionado com o controle positivo dexametasona.

As sementes, folhas e polpa de Eugenia brasiliensis mostraram atividade anti-
inflamatoria promissora, reduzindo quase 50% do fluxo de neutréfilos para o sitio inflamatorio
(Infante et al., 2016). A presenca predominante de polifendis, principalmente antocianina, no
extrato da polpa de Eugenia brasiliensis pode ser responsavel por sua atividade anti-
inflamatoria, reduzindo a ativacdo do NF-xB, a liberagdo de TNF-a e, conseqiientemente,
reduzindo o fluxo de neutréfilos, além de apresentar efeito anti-edematogénico (Lazarini et al.,
2018).

De acordo com os estudos de Simdes et al. (2018), o tratamento agudo e repetido de
animais com extrato hidroalcodlico de Eugenia brasiliensis (HEEB) (100 mg / kg, i.g.) reduziu
acentuadamente a hipersensibilidade mecénica e térmica (calor), além de diminuir o edema da
pata e a temperatura. Além disso, o tratamento repetido com HEEB (100 mg / kg, i.g.) reduziu
significativamente os niveis de IL-6 e TNF-a na pata. Logo, 0 HEEB apresenta efeitos
antinociceptivos e anti-inflamatorios na dor inflamatdria visceral e somatica em ratos,
possivelmente envolvendo a inibigdo dos receptores de histamina e vias ativadas por citocinas
inflamatorias.

As plantas Eugenia malaccensis e Eugenia uniflora sdo ricas em compostos
antioxidantes, caracteristica que pode ajudar a reduzir a resposta inflamatoria, atraves de
diferentes vias de sinalizacdo que podem ser ativadas in vivo. As espécies ndo modificaram o
perfil de citocinas pro-inflamatorias e a liberagdo de oxido nitrico (Figueirda et al., 2013). Em

um outro estudo, foi comprovado que o extrato bruto e as fragcbes aquosa e de acetato de etila
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das folhas de Eugenia uniflora exibiram atividades anti-inflamatoria e analgésica (Falcéo et al.,
2018).

5.7 Atividade anti-artritica

Processos inflamatdrios estdo relacionados a diversas patologias, tais como contusdes,
infeccbes respiratorias, tendinites, asma e doencas autoimunes. Apresentam-se COmo
mecanismos de defesa do organismo, cujo objetivo é a eliminacdo da causa inicial da lesdo
celular, provocada por patdgenos ou por acdo de agentes fisicos (Cotran et al., 2000). A artrite
reumatoide (AR) é uma doenca auto-imune, caracterizada por poliartrite periférica, simétrica,
que deforma e destrdi as articulacGes por meio de erosdes nos 0ssos e nas cartilagens. Afeta
mais mulheres (duas a trés vezes mais) do que homens, e sua prevaléncia aumenta com a idade
(Bértolo et al., 2007).

Metabdlitos como saponinas, flavondides, esterdides, taninos e alcaldides, presentes no
extrato das sementes de Eugenia jambolana, contribuem para o seu efeito anti-artritico, devido
a inibicdo do edema articular e a regulacédo do contetdo de IL-Ip € TNF-a, em ratos artriticos
(Shukla, 2008; Hirano et al., 2006).

A espécie Eugenia caryophylata possui atividade anti-artritica comprovada (Joshi et al.,
2011; Arya et al., 2011). O seu 6leo essencial é composto por B-cariofileno (44.7%), eugenol
(44.2%), a-humuleno (3.5%), acetato de eugenila (1.3%) e a-copaeno (1.0%) (Oztiirk; Ozbek,
2005). Estudos com o eugenol demonstraram o seu potencial no tratamento de artrite induzida
em ratos pela bactéria Mycobacterium tuberculosis bacilli (Sharma et al., 1994). Estudos
realizados por Slowing; Carretero; Villar, (1994) relatam a atividade anti-artritica de extratos
das folhas da espécie Eugenia jambolana, que possui uso tradicional como digestiva e anti-
inflamatdria. Relatos na literatura também apontam o uso tradicional das espécies Eugenia
brasiliensis Lamarck e Eugenia umbeliflora no tratamento da artrite (Revilla, 2002; Benfatti,
2010).

5.8 Atividades analgésica e antipirética

A acdo analgesica do género Eugenia foi evidenciada por Khalilzadeh; Hazrati; Saiah,
(2016) em estudos com Eugenia caryophyllata que demonstrou a capacidade do 6leo essencial
de proporcionar analgesia e acdo anestésica em experimentos com ratos na regido da cornea e

corrobora 0 uso popular desta espécie para o tratamento da dor. A espécie ja € conhecida


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khalilzadeh%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27651809
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popularmente por diversas atividades bioldgicas, pois 0 uso de 6leo essencial e extratos com
acdo analgésica é embasado pelo registro das comunidades e estudos que precisam ser
reforcados, porém que ja indicam seguridade no uso (Park et al., 2011; Lionnet et al., 2010).

A atividade antipirética é determinada pela capacidade em reduzir ou controlar a
temperatura corporal. O 6leo extraido de Eugenia caryophyllus (trevo) foi estudado de acordo
com suas propriedades anti-inflamatdrias e anti-pirética, reduzindo a temperatura corporal em
cdes submetidos a cirurgias e, portanto, lesdes teciduais. O citado 6leo reduziu o numero de
células presentes no processo de inflamacéo detectadas por técnicas de histologia, causando
uma notavel diminuicdo de neutrdfilos e leucdcitos (Nikoui et al., 2017).

Vechi et al. (2018) pesquisaram extratos brutos obtidos de solventes de polaridades
diferentes, provenientes de Eugenia involucrata e administrado por via oral em ratos, 0s quais
diminuiram consideravelmente a dor causada por lesGes em tecido gastrico e proporcionaram
uma analgesia de até 65% em alguns individuos. Os resultados obtidos corroboram com 0s
resultados observados em Eugenia fruticosa (Shams-Ud-Doha et al. 2012) e Eugenia
punicifolia (Basting et al. 2014), espécies ricas em terpenos que podem ter mecanismos de acao
variados.

Estudos envolvendo extratos brutos de Eugenia florida relacionam a atividade
antioxidante da espécie a acdo citotdxica e inibicdo da proliferacdo de células cancerigenas,
bem como a caracterizagdo fitoquimica dessa espécie corrobora os dados da literatura, que
apontam metabdlitos secundarios relacionados a melhora do processo da inflamacdo por
consequéncia analgésica e indiretamente anti-pirética, assim como acdo antioxidante

relacionada a presenca de flavonoides e compostos fenolicos (SANTOS et al., 2018a).

5.9 Atividade cicatrizante

O processo de cicatrizacdo de ferimentos ocorre a partir de uma cascata de eventos
celulares e moleculares complexos que envolvem a organizacdo de células, sinais quimicos e
matriz extracelular com o objetivo de reparar o tecido com o qual interagem, promovendo a sua
repavimentacédo e reconstituicdo (Mandelbaum, 2003). A utilizacdo de plantas nos processos
cicatrizantes € bastante comum, tendo em vista que elas sdo mais eficientes nesses processos,
pois promovem 0s mecanismos de reparo de maneira natural. O tratamento a partir das plantas
ndo s6 acelera o processo de cura como também mantém a boa aparéncia estética da pele

(Kumarasamyraja; Jeganathan; Manavalan, 2012).
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O dleo essencial de Eugenia dysenterica tem se mostrado eficaz em ensaios de
cicatrizagdo in vitro com células L929 (fibroblastos), contribuindo para a cura total do ferimento
apos um periodo de 12 horas, demonstrando um grande potencial cicatrizante quando
comparado ao grupo controle, o qual levou um periodo de 24 horas até a cura total. Além disso,
0 Oleo essencial Eugenia dysenterica mostrou-se seguro no ensaio in vivo da membrana
corioalantdica do ovo de galinha, podendo ser uma alternativa para tratamentos de lesdes de
pele (Silva et al., 2019).

Estudos realizados por Albuquergue et al. (2016) evidenciaram a atividade cicatrizante
da Eugenia pruniformis Cambess na cura de ferimentos induzidos em ratos, especificamente da
fracdo obtida a partir do extrato hidroalcoolico de suas folhas, utilizando acetato de etila. A
analise histolégica demonstrou que os grupos tratados com a fracdo acetato de etila
apresentaram um maior indice de reorganizacao e regeneracao epitelial.

Uma lectina isolada da Eugenia malaccensis apresentou atividade cicatrizante sobre
uma lesdo, melhorando a fase de edema em ratos, iniciando o processo de cura ainda no
primeiro dia em 33,3% dos individuos tratados (Brustein et al., 2012).

Em relacdo a feridas na mucosa gastrica, extratos das folhas de Eugenia punicifolia e
do extrato das sementes de Eugenia jambolana apresentaram acdo protetiva e regenerativa
desse tipo de tecido, com a¢do comprovada por estudos realizados com ratos (Chatuverdi, 2009;
Basting, 2014)

5.10 Atividade antidiabética

Os metabdlitos secundarios presentes nos fitoterapicos favorecem o uso dessas plantas
na terapéutica, incluindo o Diabetes mellitus. A utilizacdo das mesmas para o tratamento de
diabetes, especialmente em paises em desenvolvimento é promissora, em virtude do alto custo
dos medicamentos disponiveis no mercado e do baixo poder aquisitivo da populacéo (Singh et
al., 2013).

Os frutos das mirtaceas nativas brasileiras sdo uma fonte de polifendis que ajudam a
diminuir o risco de doengas cronicas ligadas a obesidade. Frutos de Eugenia dysenterica
(cagaita) apresentam uma grande variedade de polifenois (taninos), os quais possuem atividade
regulatéria e mantém os niveis de glicose normais, bem como atenuam as dislipidemias e
protegem contra inflamacéo, estresse oxidativo e obesidade (Donado-Pestana et al., 2018a).

Bastos et al. (2019) prepararam o extrato etandlico das folhas de Eugenia florida e

testaram o seu efeito antidiabético em ratos. Durante a avaliacdo dos parametros bioquimicos
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de ratos diabéticos tratados com o extrato, houve decréscimo significativo nos niveis séricos de
glicose, frutosamina e triglicerideos (38,0%, 31,0% e 19,7%, respectivamente), bem como um
aumento no colesterol HDL (10,3%). A administracdo do extrato ndo teve atividade
significativa na funcéo renal, enzimas AST e ALT e em outros parametros do perfil lipidico.

Xu e colaboradores (2018) constataram que o extrato do fruto de Eugenia jambolana
enriquecido com triterpendide, apresenta efeitos benéficos na homeostase da glicose em
camundongos ndo diabéticos. Os efeitos antidiabéticos do referido extrato (100 mg/kg por
gavagem oral por dez dias) foram avaliados em camundongos diabéticos tipo 1 induzidos por
estreptozotocina, o qual atenuou significativamente a hiperglicemia induzida e a intolerancia a
glicose, suprimiu a elevacao anormal da gliconeogénese hepética e melhorou a dislipidemia nos
camundongos, além da preservacao da arquitetura e a funcdo das ilhotas pancreéticas.

Os resultados de Brunettii et al. (2006) indicam que os extratos metanoélicos das folhas
de Eugenia punicifolia foram satisfatorios para o tratamento do diabetes, melhorando o
metabolismo de carboidratos e proteinas, sem provocar efeitos toxicos a nivel hepatobiliar,
microvascular, muscular ou pancreatico.

Sales et al. (2014) investigaram a eficacia das folhas secas em pé de Eugenia punicifolia
como adjuvante no tratamento de pacientes com DM tipo 2. Apos trés meses de tratamento foi
observada uma diminuicao significativa na hemoglobina glicosilada, insulina basal, horménio
estimulante da tireoide, proteina C-reativa e pressao arterial sistolica e diastolica, indicando que
esse produto natural € promissor para o tratamento de diabéticos.

Sobeh et al. (2019) avaliaram uma potencial atividade antidiabética do extrato das folhas
de Eugenia uniflora em ratos, apresentando reducdo acentuada dos niveis séricos elevados de
glicose e peroxidacdo lipidica e elevando a concentragdo de insulina no soro com maior

poténcia que o controle positivo, a droga glibenclamida.

5.11 Atividade antimicrobiana

Algumas espécies de Eugenia da Caatinga foram investigadas por suas propriedades
antibacterianas e antifungicas (Tabela 3). Para a andlise dos resultados foram considerados 0s
valores da concentracao inibitéria minima (CIM), como potencial com boa inibi¢do (menor que
100 pg/mL), potencial inibitério moderado (entre 100 e 500 pug/mL), fraco potencial inibitorio
(entre 500 e 1000 pg/mL) e auséncia de potencial inibitério (acima de 1000 pg/mL) (Souza et
al., 2014).



Tabela 3: Atividade antimicrobiana das espécies de Eugenia da Caatinga
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Espécie Parteda  Extracdo  MIC/Antibiotico Microrganismos /MIC/Difuséo em disco Referéncias
planta
Extrato Microdiluicéo Staphylococcus aureus ATCC 25923 (MSSA)= 2,5 ug/mL; Lazarini et al.,
Frutos metanolico em caldo; Staphylococcus aureus ATCC 33591 (MRSA)= 250 ug/mL; (2018)
clorexidina, Streptococcus mutans ATCC 700610 = 250 pg/mL;
ciprofloxacina, Escherichia coli ATCC 43895 >2000 ug/mL; Pseudomonas
vancomicina, aeruginosa ATCC 27853 = 250 pg/mL,; Lactobacillus
ceftriaxona acidophilus ATCC 4356 = 62,5 ug/mL
E. brasiliensis Folhas Oleo Microdiluicdo  Staphylococcus saprophyticus = 500 pg/mL(coleta no outono  Siebert et al.,
essencial em caldo e inverno) (2014)
Staphylococcus saprophyticus = 1000 pg/mL (coleta no veréo
e primavera)
Staphylococcus aureus = ndo houve inibicao;
Escherichia coli = 1000 pg/mL
Pseudomonas aeruginosa = 500 pg/mL (coleta no outono)
Pseudomonas aeruginosa = 1000 pg/mL (coleta no inverno)
Folhas Extrato Microdiluicdo Bacillus subtilis (UFPEDAS82) = 25 mg/mL; Azevedo et al.,
metanolico em caldo Staphylococcus aureus (UFPEDAOQ2) = 6,25 mg/mL; (2012)
clorafenicol Escherichia coli (UFPEDA224) = 25 mg/mL; Klebsiella
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pneumaniae (UFPEDA396) = 25 mg/mL; Salmonella
enteritidis (UFPEDA414) > 50 mg/mL; Pseudomonas
aeruginosa (UFPEDA416)= 12,5 mg/mL.

E. brejoensis Folhas Oleo Difisdo em agar/ Nanoemulsdo 1% obtida a 8 rpm contra Pseudomonas Mendes et al.,
essencial clorafenicol fluorescens (ATCC 13525) = 15 + 4mm (2018)
Nanoemulséo 1% obtida a 12 rpm contra Pseudomonas
fluorescens (ATCC 13525) =5+ 1 mm
E. calycina  Folhas Oleo Microdiluicdo Streptococcus mutans (ATCC Sousa et al.,
Cambess. essencial em caldo / 25175) >400 pg/mL; (2015)
clorexidina Streptococcus mitis (ATCC 49456) = 400 ug/mL;

Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) = 400 pug/mL;
Streptococcus sobrinus (ATCC
33478) > 400 pg/mL;
Prevotella nigrescens (ATCC
33563) = 100 pg/mL;

Porphyromonas gingivalis (ATCC33277) = 100 pug/mL;
Actinomyces naeslundii (ATCC 19039) > 400 pg/mL;
Bacteroides fragilis (ATCC
25285) > 400 pg/mL
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Ciprofloxacina

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) > 1000 pg/mL

Extrato Difusdo em Aeromonas hydrophila (isolado clinico) = 14mm Jasmine et al.,
metanolico  agar/ penicilina, Acinetobacter baumannii (isolado clinico) = 21 mm (2010)
ampicilina, Citrobacter freundii (isolado clinico) = 17 mm
cefuroxime, Escherichia coli (isolado clinico) = 15mm
cefotaxime Enterobacter aerogenes (isolado clinico) = 14 mm
Klebsiella pneumoniae (isolado clinico) = 16 mm
Pseudomonas aeruginosa (isolado clinico) = 21 mm
Proteus mirabilis (isolado clinico) = 19 mm
Escherichia coli ATCC 25922 = 18 mm
E. jambolana Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 = 16 mm
Extrato Microdiluicédo Escherichia coli 06 (EC 06) >1024ug/mL; Sobral-Souza
etandlico em caldo Candida albicans 40006 (CA INCQS 40006) >1024pg/mL. etal., (2019)
Cloreto de
mercurio
E. platysema Oleo Microdiluigéo Staphylococcus aureus (ATCC 25923) >1000 pg/mL Tenfen et al.,
essencial em caldo/ S. saprophyticus (ATCC 15305) >1000 pg/mL (2015)
Gentamicina; Escherichia coli (ATCC 25922) > 1000 pg/mL
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Mycoplasma mycoides subsp. capri (NCTC 10137) > 1000
pg/ml; Mycoplasma genitalium (ATCC 33530) > 1000 pg/mL;
Ureaplasma urealyticum (ATCC 27618) > 1000 pg/mL

Extrato Microdiluicéo Staphylococcus aureus ATCC 25923 = 1.250; Falcdo et al.,
bruto em caldo Staphylococcus epidermidis INCQS 00016 = 0.313; (2018)
cefalotina Enterococcus faecalis ATCC 29212 = 1.250;
gentamicina Salmonella enteretidis INCQS 00258 = 1.250;
vancomicina Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 = 1.250;
Microdiluicédo Candida albicans INCQS 40006 = 125 pg/mL, Candida Santos et al.,
em caldo tropicalis INCQS 40042 = 31,2 pg/mL, (2018Db)
E. uniflora Folhas Fluconazol
Microdiluicéo Candida albicans (isolado clinico) = 208,3 pg/mL Candida Victoria et al.,
Oleo em caldo parapsilosis (isolado clinico) = 208,3 pg/mL Candida (2012)
essencial sulfadiazina guilhermondii (isolado clinico) = 109,4 pg/mL Candida
globosa (isolado clinico) = 187,5 pug/mL Candida lipolytica
(isolado clinico) = 93,7 pg/mL Candida laurentii (isolado
clinico) = 208,3 pg/mL Trichosporon asahii (isolado clinico) =
312,5 pg/mL
E. pyriformis Folhas Extrato Microdiluicdo Enterococcus faecalis ATCC 29212 =125 pg/mL Souza et al,
Cambess. etandlico em caldo Staphylococcus aureus ATCC 25923 = 125 pug/mL (2014)



Escherichia coli ATCC 25922 = 1000 pg/mL
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 =1000 pg/mL
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 = 1000 pg/mL
Candida albicans ATCC 40175 = 31,25 pg/mL
Candida crusei ATCC 40174 = 7,81 pg/mL

Candida parapsilosis ATCC 40038 = 15,62 pug/mL
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E. Microdiluigéo Streptococcus salivarius (ATCC 25975) = 200 pg/mL, Carneiro et al.,
klotzschiana Folhas Oleo em caldo/ Streptococcus mutans (ATCC 25175) = 50ug/mL, (2017a)
Berg essencial Clorexidina Streptococcus mitis (ATCC 49452) = 200 pg/mL,
Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) = 400 pg/mL,
Streptococcus sobrinus (ATCC 33478) = 400 pg/mL,
Prevotella nigrescens (ATCC 33563) = 50 pg/mL.
E. Frutos Extrato Microdiluicdo Candida albicans ATCC 90028 >2000 pg/mL Sardi et al.,
myrcianthes etandlico em caldo (2017)
Microdiluigéo Bacillus cereus (ATCC 14579) = 30 pg/mL, Machado et al.,
E. Folhas Extrato em caldo/ Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) = 50 pg/mL, (2005)
umbelliflora bruto vancomicina Staphylococcus saprophyticus (ATCC 35552) =50 pg/mL,

Streptococcus agalactiae (ATCC 13813) = 20 pg/mL.




61

Difusdo em Listeria monocytogenes ATCC 7973 = 12 mm Staphylococcus ~ Medeiros et
E. stipitata Folhas Oleo agar/ aureus ATCC 25923 = 14 mm Pseudomonas aeruginosa al., (2003)
McVaugh essencial Tetraciclina ATCC 27853 =11 mm
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Dentre as Eugenia spp. encontradas no Bioma Caatinga, as mais citadas na literatura
sdo Eugenia dysenterica e Eugenia brejoensis. O 6leo essencial das folhas de E. dysenterica
em concentracBes até 1000 mg/ml ndo obteve atividade antifungica contra cepas de Candida.
Enquanto o mesmo Oleo foi ativo contra espécies de Cryptococcus neoformans, em
concentragdes inferiores a 500 pg/ml (Costa et al., 2000). De acordo com Nader (2010), os
extratos de E. dysenterica DC. também ndo possuem atividade antibacteriana contra
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.

Daza et al. (2017) avaliaram a atividade antimicrobiana dos frutos pulverizados de
Eugenia dysenterica associados a diferentes concentragdes de inulina e goma arébica contra
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes. Todas as amostras associadas a goma arabica
como veiculo mostraram inibicdo de S. aureus e L. monocytogenes, enquanto apenas as
amostras com 10 e 20% de inulina foram potencialmente ativas. O valor mais baixo de MIC
foi mostrado no p6 obtido com 10% de goma arébica, para os dois microrganismos.

Cecilio et al. (2012) pesquisaram a atividade do extrato das folhas de Eugenia
dysenterica contra o rotavirus e através de analise RT-PCR ndo detectou amplificacdo do
material genético do virus. A concentracdo maxima nao téxica variou de 50 a 500 pg/mL e
observou-se toxicidade na concentracdo de 5000 pg/mL. Taninos, flavondides, saponinas e
terpenos foram as principais classes de produtos naturais encontradas.

Um estudo realizado por Trentin et al. (2014) avaliou o potencial do extrato de Eugenia
brejoensis como inibidor de biofilme produzido por Pseudomonas aeruginosa., o qual nao
apresentou atividade expressiva. Enquanto o 6leo de Eugenia caryophyllata exibiu atividade
antimicrobiana frente a Pseudomonas aeruginosa, Staphyloccocus aureus e Escherichia coli
(Nufies; Aquino, 2012), bem como apresenta atividade antifungica contra 53 fungos

patogénicos (Chaieb et al., 2007a).

5.12 Atividade antiparasitaria

Vérias doencas causadas por protozoarios, como a doenca de chagas (Trypanosoma
cruzi), amebiase (Entamoeba histolytica), leishmaniose (Leishmania sp.), giardiase (Giardia
lamblia), tricomoniase (Trichomonas vaginalis) e malaria (Plasmodium sp.) tornaram-se graves
problemas de saude publica. Além disso, as drogas antiprotozodrias disponiveis apresentam
desvantagens como: efeitos colaterais, necessidade de uso prolongado e resisténcia a certas

espécies (Sauter et al., 2012).
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Os 6leos essenciais extraidos de algumas espécies de Eugenia apresentam atividade
antiparasitaria comprovada (Santos et al., 2012). Os constituintes terpénicos auxiliam na
difusdo dos Oleos essenciais através da membrana celular parasitaria, pois conferem carater
hidrofobico, modificando as rotas metabolicas e as organelas intracelulares (Raut; Karuppayil,
2014). Os OEs ao interagirem com a membrana dos parasitas provocam danos fisioldgicos que
promovem a perda da permeabilidade dessa organela e culminam com a morte celular (Bakkali
et al., 2008; Knobloch et al., 1989).

O dleo essencial das flores frescas de Eugenia klotzschiana, cujos componentes
majoritarios sdo o0s sesquiterpenos B-cariofileno (21,1%), espatulenol (20,9%) e
biciclogermacreno (10,2%), apresentou atividade frente as formas tripomastigotas do
Trypanosoma cruzi, que obteve satisfatoria atividade tripanocida em compara¢do com o
controle positivo, 0 benzonidazol (Carneiro et al., 2017b). As espécies Eugenia jambolana e
Eugenia uniflora demonstraram uma ampla variedade de compostos flavonoides associados a
atividade antiparasitaria contra promastigotas de Leishmania sp. e epimastigotas de
Trypanosoma cruzi (Souza et al., 2017b).

Uma outra espécie também tem se destacado, Eugenia brejoensis € uma planta tipica da
Caatinga brasileira e 0 6leo essencial das suas folhas tem apresentado excelentes resultados no
campo de atividades bioldgicas. Souza et al. (2017a) relatam que um 6leo essencial dessa
espécie é composto por 94,51% de sesquiterpenos, cujos componentes majoritarios sao o-
cadineno (15,88%), trans-cariofileno (9,77%) e a-muurolol (9,42%). O 6leo de Eugenia
brejoensis inibiu as formas epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas de Trypanosoma cruzi
e foi 0 mais efetivo, quando comparado com os 6leos essenciais de outras espécies da Caatinga,
entre elas Hyptis pectinata, Hypenia salzmannii, Lippia macrophylla e Syagrus coronata.

O componente majoritario -cadineno apresenta atividade tripanocida comprovada
(Costa et al., 2013), enquanto o segundo composto mais abundante, trans-cariofileno também
possui propriedades antileishmania e antimalarica contra Leishmania amazonensis e
Plasmodium falciparum, respectivamente (Souza et al., 2016).

Sampaio et al. (2019) estudaram o 6leo essencial extraido das folhas de Eugenia
gracillima, coletada no estado de Pernambuco, cujos componentes majoritarios sdo germacreno
D (16,10%), y- muuroleno (15,60%), biciclogermacreno (8,53%), germacreno B (7,43%) e A
elemeno (6,06%), o qual inibiu as formas promastigotas de Leishmania braziliensis e
Leishmania infantum.

A espécie Eugenia pitanga, popularmente conhecida como pitanga do campo e utilizada

contra a diarreia, apresentou atividade frente as formas promastigotas de Leishmania
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amazonensis, com alta concentracdo de sesquiterpenos oxigenados, cujos constituintes
principais identificados foram o espatulenol, globulol e (2E,6E) farnesoato de metila. A
abundancia de sesquiterpenos pode justificar a diferenca na atividade antileishmanicida
observada entre os 0leos essenciais de diferentes espécies de Eugenia, um exemplo € a atividade
reduzida encontrada na Eugenia jambolana, espécie com predomindncia de monoterpenos
(Kauffmann et al., 2017).

O extrato etandlico de Eugenia uniflora apresentou um relevante potencial
leishmanicida, pois inibiu 65% do crescimento de Leishmania brasiliensis, testada a uma
concentracdo de 100 pg/mL (Santos et al., 2013).

A atividade acaricida do 6leo essencial de Eugenia caryophyllata foi avaliada in vitro e
in vivo contra o &caro Psoroptes cuniculi apresentando boa atividade, sendo o eugenol o
composto majoritario (59,3%), possivelmente responsavel pela atividade acaricida (Fichi et al.,
2007). O estudo realizado por Chaieb et al., (2007b) encontrou humulenol e eugenol como
compostos principais e determinou que o Gleo de Eugenia caryophyllata possui agdo
antiparasitaria, contra Pediculus capitis (piolho) (Yang et al., 2003).

A atividade acaricida dos 6leos extraidos das folhas de Eugenia lutescens Cambess e
Eugenia langsdorffii O. Berg, coletadas no periodo chuvoso e na estacdo mais seca foram
avaliadas contra Tetranychus urticae, sendo encontrados o-pineno e [-pineno como
componentes majoritarios do 6leo de Eugenia lutescens, enquanto biciclogermacreno,
espatulenol e B-cariofileno predominaram em Eugenia langsdorffii. Entre os 6leos testados, 0
de Eugenia langsdorffii coletado em alta temperatura e baixa umidade relativa do ar apresentou
uma melhor propriedade acaricida. Entretanto, ambos os dleos coletados em baixa temperatura
e alta umidade relativa reduziram drasticamente o nimero de ovos de acaro (Ribeiro et al.,
2016).

O extrato de Eugenia uniflora reduziu a quantidade de larvas de nematddeos
gastrintestinais de ovinos, especialmente H. contortus e Trichostrongylus sp. presentes em
fezes ovinas (Hassum et al., 2013). Além disso, a atividade tricomonicida do extrato metanolico
de folhas Eugenia uniflora foi superior ou comparavel a do metronidazol, sendo o uso popular
da planta como agente antiparasitario confirmado como seguro, podendo a mesma ser utilizada
na etnomedicina (Ibinkule et al., 2011). As cascas do tronco dessa planta, preparadas através de
decocgdo com fervura foram testadas contra o protozoario intestinal patogénico Giardia

lamblia, apresentando atividade com CIM de 0,313 mg/ml (Brandelli et al., 2009).

5.13 Atividade inseticida e moluscicida
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De acordo com o estudo realizado por Silva et al. (2015a), os compostos identificados
no Oleo essencial extraido das folhas de Eugenia brejoensis foram constituidos principalmente
de sesquiterpenos (62,7%) e sesquiterpenos oxigenados (26,6%). Os principais constituintes
foram &-cadineno (22,6%), B-cariofileno (14,4%), a-muurolol (9,34%), a-cadinol (8,49%) e
biciclogermacreno (7,93%). Esse 6leo exibiu atividade moderada contra as larvas do quarto
estadio de Aedes aegypti, cuja mortalidade foi observada com solugdes contendo mais de 100
ppm de 6leo. As concentracfes necessarias para matar 50% das larvas do mosquito variaram
entre 160 e 280 ppm, obtendo-se um valor médio de CL50 de 214,7 + 12,3 ppm.

Eugenia candolleana D.C. (murtinha, murta, ameixa-da-mata, cereja-roxa), apresenta
6leo essencial rico em sesquiterpenos, prevalecendo o B-elemeno (35,87 + 0,13%) como
componente majoritario. Com a realizagdo de experimentos para testar a atividade larvicida,
obteve-se 100% de mortalidade das larvas do A. aegypti em 24 horas, apds o tratamento com o
6leo na concentragdo de 0,50 pg/uL?* sendo a CL50 estimada em 0,30 pg/uL? (Neves et al.,
2017).

O oleo essencial de Eugenia piauhiensis, cujos compostos majoritarios sdo o0s
sesquiterpenos hidrocarbonetos apresentou atividade contra as larvas de A. aegypti, com a
concentracdo letal (CL50) variando de 230 a 292 mg/L, apds 24 horas de exposicdo (Dias et al.,
2015).

Bezerra et al. (2002) testaram a atividade moluscicida do extrato etanolico das folhas e
da casca de Eugenia dysenterica contra o caramujo Biomphalaria glabrata, através da
submersdo de caramujos em solucdo. Em seguida constatou-se que o extrato obtido da casca
ndo apresentou mortalidade depois de 48 horas, enquanto o extrato obtido das folhas mostrou
uma mortalidade de 100% a concentragdo de 100 ppm e de 10% na concentracdo de 50 ppm.
Esta atividade é explicada pela acdo dos taninos condensados e flavondides presentes no
extrato.

Oliveira et al. (2006) avaliaram o potencial moluscicida e larvicida do extrato etandlico
das folhas e cascas do caule de Eugenia malaccensis coletadas no Estado de Alagoas, Brasil,
testando-as contra caramujos Biomphalaria glabrata, e frente as larvas do mosquito Aedes
aegypti. Os extratos etandlicos da casca do caule e das folhas foram inativos frente as larvas de
Aedes aegypti na concentragdo de 500 pg/mL, porém, ativos contra Biomphalaria glabrata
(CL50 = 42,53 e 41,90 pug/mL, respectivamente).

6 Conclusao
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Os estudos realizados evidenciam a importancia das espécies de Eugenia obtidas do
bioma Caatinga. Dentre as diversas potenciais atividades bioldgicas, este manuscrito abordou:
antidiabética, moluscicida, antimicrobiana, antiparasitaria, fotoprotetora, inseticida, analgésica,
antipirética, antiartritica, cicatrizante, anti-inflamatoria, hepatoprotetora, farmacologica, anti-
oxidante, gatroprotetora. Assim, tornam-se necessarios mais investimentos em pesquisas que
investiguem espécies vegetais e permitam a descoberta de novas propriedades, além de

intensificar o estudo das plantas ja descobertas, visando o seu uso de forma segura.
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ABSTRACT

The essential oils (EOs) of plants used in traditional medicine are known as a rich source of
chemically different compounds with different biological activities. In this study, the volatile
composition, cytotoxic and antiprotozoal activities of the essential oil obtained from leaves of
Eugenia stipitata Mcvaugh (Myrtaceae) (ESEO) grown in Brazilian Northeast area (Araripe,
Brazil). The volatile compounds of ESEO were analyzed by GC-MS and its chemical
composition is mainly composed of oxygenated sesquiterpenes (56.77%), sesquiterpene
hydrocarbons (34.33%), oxygenated monoterpenes (8.13%) and monoterpenes hydrocarbons
(0.41%). The most abundant volatile constituents of the ESEO were S-eudesmol (15.28%), -
eudesmol (10.85%), elemol (10.21%), caryophyllene oxide (6.65%), clovene (6.94%) and
spathulenol (6.14%). ESEO was highly selective to Leishmania braziliensis and Leishmania
infantum promastigotes with selective indexes of 13.58 and 9.35, respectively. ESEO did not
inhibit Trypanosoma cruzi. These data suggest that the E. stipitata essential oil is a relevant

source of lead compounds for development of anti-Leishmania drugs.

Keywords: volatile oil; brazilian plant; antiprotozoal; Myrtaceae; Eugenia stipitata;

Leishmania sp.
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1. INTRODUCTION

According to the World Health Organization (WHO), Chagas disease (American
trypanosomiasis) and leishmaniasis are illnesses that have been included in the list of neglected
tropical diseases and they are associated with high morbidity and mortality. These infections to
the vector-borne diseases affecting 20 million people and killing more than 50,000 every year
and are caused by parasites of the kinetoplastida family (Trypanosoma cruzi and Leishmania
sp.) (WHO, 2019; Nocentini et al., 2019).

Leishmaniasis is classified in cutaneous, subcutaneous and visceral forms, affecting 12
million people in 98 countries (Hamzavi et al., 2018; WHO, 2018). The treatment occurs
through the administration of antimonial mutipurpose drugs, liposomal amphotericin B and
pentamidine, paromomycin, miltefosine, among others; all with high cost and a lot of side
effects. Therefore, drugs originating from natural products have been studied (Carneiro et al.,
2015; Dias and Dassoy, 2013). About Chagas disease, the current treatment is based on the use
of nifurtimox and benznidazole, very toxic drugs to patients with various side effects (Marin-
Neto et al., 2009; Urbina, 2002). Thus, the development of new safer and more effective
therapeutic agents is necessary.

In last decade, the search for new antiprotozoal compounds from natural sources has
increased, and plants continue to be a major source of biologically active compounds that may
provide lead structures to develop new drugs (Montavani et al., 2013). In this scenario, some
essential oils can be a promising alternative of new trypanocidal and leishmanicidal compounds
(Silva et al., 2018).

Essential oils (EO) are composed mainly of monoterpenes, sesquiterpenes,
isothiocyanates and phenylpropanoids. They are a complex mixture of compounds arising from
plants secondary metabolism, which serve as a protective mechanism, acting as antimicrobial,
antiviral and antifungal agents (Bakkali et al., 2008; Sharifi-Rad et al., 2017). Furthermore,
their use has been shown to be safe, with few side effects and low toxicity to mammalian cells
(Bakkali et al., 2008; Dubey et al., 2010; Santoro et al., 2007).

The genus Eugenia is well represented in the various phytogeographic domains in world
wide and is considered the fourth most important genus of the family Myrtaceae for the
production of essential oils after the Eucalyptus, Melaleuca, and Psidium genera. Essential oils
from Eugenia species comprise approximately 300 compounds that have been previously
identified, with cyclic sesquiterpenes predominating and monoterpenes found in smaller
quantities (Souza et al., 2018). Eugenia stipitata McVaugh, popularly known as araca-boi, is

used in folk medicine in the treatment of intestinal and urinary disorders, in addition to relieving
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the symptoms of cold, which indicates that the bioactive compounds present in the plant may
have potential benefits for human health (Yahia, 2011).

This study aimed to investigate the trypanocidal, leishmanicidal activities and in vitro
cytotoxicity, as well as to identify the chemical volatile components present in the essential oil

obtained from the leaves of E. stipitata.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Plant material

The leaves of E. stipitata were collected in the area of native vegetation, located in Serra
dos Paus Daias in Chapada do Araripe (Exu, Pernambuco; latitude 7° 21"S, longitude 39° 53"
W and altitude 884m), between July and August 2017, under authorization of the responsible
authority Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade (ICMBio) using the
license SISBIO 59070. The plant material was identified by Dr. Maria Arlene Pessoa da Silva
from the Laboratory of Microbiology and Molecular Biology of the Regional University of
Cariri (URCA). The voucher (registration number: 13.054) was deposited in the URCA
Herbarium (Herbério Caririense Dardano de Andrade Lima; HCDAL).

2.2 Sample preparation and chemical characterization of E. stipitata essential oil

The essential oil from the fresh leaves of E. stipitata (ESEO) was obtained by
hydrodistillation method in a Clevenger-type apparatus. Afterwards, the water/oil mixture
obtained was separated, and ESEO was treated with anhydrous sodium sulfate, filtered, and
kept under refrigeration until the time of analysis. The ESEO was filtered, weighed and stored
in a dark at 4° C until use. The ESEO was analysed by gas chromatography coupled to
Shimadzu GCMS-QP2010 mass spectrometry (CG-MS) using Rtx®-5MS capillary column (30
m x 0.25 mm x 0.25 pum). The electron ionization mode was used at 70 eV. and helium
(99.999%) was employed as the carrier gas (1 mL/min). The following temperature program
was used: 100 °C (3 min) at 310 °C (3.5 °C/min). The identification of the individual volatile
components was carried out by comparison with values of retention indices, obtained by co-
injection of oil samples and a set of Co—Cxzo linear hydrocarbons, and the MS data acquired for
each volatile component were matched with the data available in the mass spectral library -
MassFinder 4 (Dr. Hochmuth scientific consulting, Hamburg, Germany); NIST08 Mass
Spectral Library (ChemSW Inc. Fairfield, CA, USA); Wiley Registry™ of Mass Spectral Data
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9th Edition (Wiley, Hoboken, NJ, USA) and with other published mass spectral data (Adams,
2007).

For the quantitative analysis, a Shimadzu GC2010 Plus gas chromatograph equipped with
a FID detector, with the same column and operating conditions above described were used. The
percentage volatile composition was performed by the normalization method from the GC peak
areas, in relation to the combined area of all peaks. All analyses were carried out in triplicate.

2.3 Antiprotozoal activity
2.3.1 Cell culture

Tests with T. cruzi were performed using clone CL-B5 (Buckner et al., 1996) carrying
Escherichia coli B-galactosidase (lacZ) gene, kindly supplied by Dr. F. Buckner through the
Gorgas Memorial Institute (Panama). The epimastigote forms were cultured at 28 °C in tryptose
broth for liver infusion (Difco, Detroit, M) supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS)
(Gibco, Carlsbad, CA), penicillin (Ern, SA, Barcelona, Spain) and streptomycin. Cells were
collected for testing in the exponential growth phase. Cultures of Leishmania braziliensis
(MHOM/CO/88/UA301) and L. infantum (MHOMY/ES/92/BCN83) were obtained from the
Institute of Health Sciences Research (Paraguay). The strains were grown at 22 °C in
Schneider's Drosophila medium supplemented with 20% FBS. The cytotoxicity assays were
performed using NCTC-929 murine fibroblasts obtained from the National Collection of
Culture Types. The cells were cultured in Minimum Essential Medium supplemented with FBS
(10%), penicillin G (100 U/ml) and streptomycin (100 mg/ml). The cultures were maintained
at 37 °C in a humidified atmosphere with 5% CO:..
2.3.2 Reagents

Resazurin sodium was obtained from Sigma-Aldrich (St Louis, MO) and stored at 4°C
away from light. Resazurin solution was prepared with 1% phosphate buffer, pH 7 and sterilized
by filtration before use. Chlorophenol red-4-D galactopyranoside (CPRG; Roche, Indianapolis,
IN) was dissolved in a 0.9% Triton X-100 (pH 7.4) solution. Penicillin G (Ern, S.A., Barcelona,
Spain), streptomycin (Reig Jofré S.A., Barcelona, Spain) and dimethyl sulfoxide (DMSO) were
also used. The red-f-D-galactopyranoside chlorophenol (CPRG, Roche, Indianapolis, IN) was
dissolved in a solution of Triton X-100 0.9% (pH 7.4). Penicillin G (Ern, SA, Barcelona, Spain),
streptomycin (Reig Jofré SA, Barcelona, Spain) and Dimethyl sulfoxide (DMSO) were also
used.

2.3.3 Trypanocidal activity
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The screening assay was performed in 96-well microplates with cultures that had not
reached the stationary phase (Vega et al., 2005). Briefly, epimastigotes were seeded at 10—5
mL in 200 mL of liver tryptose broth medium. The plates were then incubated with the drugs
(0.1-50 mg/mL) at 28 °C for 72 h, and 50 mL of CPRG solution was added to give a final
concentration of 200 mM. The plates were incubated at 37 °C for an additional 6 h and were
then read at 595 nm. Each experiment was performed three-times and independently, each
concentration was tested in triplicate in each experiment. The efficacy of each compound was
estimated by calculating the anti-epimastigotes and the result was expressed in percent
inhibition.

2.3.4 Leishmanicidal activity

Promastigote forms (2.5 x 10° parasites/well) were treated with ESEO (15.75 pg/mL to
1000 pg/mL). ESEO was dissolved in Dimethyl sulfoxide (DMSO) used in atoxic
concentration. After incubation of 48h at 26 °C, resazurin solution (20 ul) was added and the
absorbance was determined at 595nm. Miltefosine that was used as a positive control.

2.4 Cytotoxicity test

NCTC929 fibroblasts were placed in 96-well flat-bottom microdilution plates at a final
concentration of 3x10* cells/well. The cells were grown at 37 °C in an atmosphere of 5% CO..
After that, the culture medium was removed and the compounds were added to 200 pL, and
performed a new culture for 24 h. After this incubation, 20 pL of a 2 mM solution of resazurin
was added to each well. The plates were incubated for 3 h and the reduction of resazurin was
measured at 490 and 595 nm against blank control. The toxicity to the fibroblast cell and the
activity against the protozoan were compared by using the selectivity index (SI) ratio (LC50
for NCTC-929 cells/LC50 for protozoan).

2.5 Statistical analysis

All assays were carried out in triplicate. The results were expressed as mean values +
standard deviation. The median lethal concentrations (LCso) values of ESEO were calculated
by linear regression analysis. The data were analyzed by GraphPad Prism 7.0 program
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

3. RESULTS
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The fresh leaves of E. stipitata provided oil yield of 0.13%. Table 1 presents the
chemical composition of the ESEO analyzed by GC/MS and 39 compounds were identified,
corresponding to 100% of the total oil, which is composed oxygenated sesquiterpenes
(56.77%), sesquiterpene hydrocarbons (34.33%), oxygenated monoterpenes (8.13%) and
monoterpenes hydrocarbons (0.41%). The most abundant volatile constituents of the ESEO
were fS-eudesmol (15.28%), y-eudesmol (10.85%), elemol (10.21%), caryophyllene oxide
(6.65%), clovene (6.94%) and spathulenol (6.14%).

The in vitro antiprotozoal activity of the ESEO is summarized in Table 2. ESEO were
able to inhibit L. braziliensis and L. infantum promastigote forms growth (1Cso 37.65+1.25 and
54.71+2.26, respectively). The LCso on NCTC929 fibroblast was 511.5+24.32 pug/mL, showing
that E. stipitata essential oil was more toxic to the parasites than the fibroblast cells (Table 2).
In this sense, ESEO was highly selective to L. braziliensis and L. infantum promastigotes with
Sl values of 13.58 and 9.35, respectively. However, ESEO was not active against T. cruzi

epimasgote.

4. DISCUSSION

The analysis of chemical composition performed by GC/MS of essential oil of E.
stipitata leaves, collected in S&o Miguel Island, in Portugal, identified that the main components
of the oil were monoterpenes and sesquiterpenes, as a-pinene (14.1%), p-caryophyllene
(22.7%), caryophyllene oxide (15.4%) (Medeiros et al., 2003). In another study, the analysis of
the essential oil from E. stipitata leaves of the city of Macas, in Ecuador, revealed the presence
of 30 compounds, of which y-muurolene, E-caryophyllene and é-cadinene were the majoritarian
(Ronquillo, Cristina and Chicaiza Galarza, 2016). The mentioned EOs chemical analysis
showed distinct chemical elements or the same element in different concentrations of those
observed in the present study. According to Douglas et al. (2004), variations in the EO chemical
composition of the same species from distinct regions can be attributed to differences in the
climatic and geographical parameters, such as temperature, altitude, wind direction, rainfall,
soil type.

The chemical analysis of volatile compounds from the fruit of E. stipitata collected in
the city of Manaus, was characterized by the presence of complex sesquiterpenes and the main
majoritarian elements were germacrene D (37.65%), f-pinene (12.2%) and a-pinene (10.4%)
(Franco and Shibamoto, 2000).
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The synergism of the main chemical EO constituents or the presence of other
constituents which may also be active at even lower concentrations is an important factor that
can lead to good performance of antiparasitic activity (Melo et al., 2011). The EO activity in
this study is probably due to the presence of sesquiterpenes, whose biological activities are
already well known (Sauter et al., 2011). The g-caryophyllene (sesquiterpenic hydrocarbon)
and the nerolidol (oxygenated sesquiterpene) are examples of terpenic substances with well
characterized anti-Leishmania activity, possibly related to the inhibition of the biosynthesis of
isoprenoid cells (Arruda et al., 2005; Santos et al., 2008).

S-eudesmol and y-eudesmol were the majoritarian EO elements of Guatteria friesiana,
plant with antiprotozoal activity against Plasmodium falciparum (ICso 0.53 pg/mL) and
different forms of T. cruzi (ICso 10.7 to 11.9 pg/mL) (Meira et al., 2016). The EO of Alpinia
zerumbet had antiparasitic activity and presents caryophyllene oxide and S-eudesmol (Mendiola
et al., 2015). Caryophyllene oxide was also isolated in different species of Lippia spp, known
by the relevant antiparasitic activity (Escobar et al., 2010). It has been demonstrated that the
EO lipophilic components can affect layers of polysaccharides, fatty acids and phospholipids
in plasma membranes of promastigotes forms of Leishmania sp., inducing cell lysis and the
release of macromolecules (Di Pasqua et al., 2007). In the cytoplasm, these substances can
break down specific metabolic pathways of lipids and proteins or stimulate the mitochondrial
membrane depolarization, leading to cell necrosis or apoptosis (Armstrong, 2006; Tariku et al.,
2010).

The E. gracillima essential oil (EGEQO) was highly selective to Leishmania braziliensis
and Leishmania infantum promastigotes with SI of 73.66 and 71.41, respectively. However,
EGEO did not inhibit T. cruzi similar to the present investigation (Sampaio et al., 2019).

The trypanocidal activity of ethanolic extract of Eugenia jambolana L. leaves, harvested
in the city of Crato, Ceara, showed activity against the CL-B5 strain of T. cruzi, with 100% of
inhibition at a concentration of 100 pg/mL. However, it showed cytotoxicity of 37% in the same
concentration (Santos et al., 2012). Of the six species of Caatinga Brazilian plants from different
families analyzed by Souza et al. (2017), EO of E. brejoensis leaves had the best dose-
dependent inhibitory effect on the epimastigotes, trypomastigote and amastigote forms of T.

cruzi.

5. CONCLUSION
Altogether, the results obtained in this study shows that E. stipitata essential oil is a

natural source of sesquiterpenes. The study revealed that ESEO showed no relevant
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antiparasitic effect against the epimastigotes forms of T. cruzi. In addition, the oil strongly
inhibited promastigote forms of L. braziliensis and L. infantum. E. stipitata was reported for
the first time to have promising antileishmanial potential.

Phytotherapy has become a promising alternative in the parasitic diseases treatment,
especially when it is a question of leishmaniasis, since the existing chemotherapy is considered
inadequate due to the high drugs toxicity, to the high costs and the growing resistance of pests
to these drugs (Gonzélez and Cerecetto, 2011; Tasdemir et al., 2006). It is likely that the
multicomponent nature of EOs may reduce the occurrence of resistance to them because
multiple targets need to adapt to hinder their action (Yap et al., 2014). Overall, the data suggest
that ESEO could be further investigated for the isolation and purification of the active
antileishmanial constituents. Further studies about ESEO-based formulation (long-stability,
preclinical and clinical evaluation), in special reference to dermatological gel and
nanotechnology approach, should be subjected to further in vivo studies in animal models to
develop its relevance in phytotherapy application.
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Table 1. Chemical composition of the essential oil from Eugenia stipitata McVaugh

Compound Retention Index Percentage
composition (%)
Determined Literature

S-Pinene 982 980 0.41+0.00
0-Cymene 1022 1022 0.12+0.00
Eucalyptol 1033 1033 2.61+0.03
Linalool 1097 1098 0.24+0.01
J-Elemene 1138 1139 0.53+0.00
Pinocarveol 1139 1139 0.49+0.00
Terpinen-4-ol 1175 1177 1.51+0.04

a-Terpineol 1189 1189 2.62+0.1
Myrtenol 1194 1194 0.40+0.00
Myrtenal 1192 1193 0.26+0.01
(E)-Pinocarvyl acetate 1298 1298 0.24+0.00
a-Cubebene 1350 1351 0.95+0.00
Ylangene 1370 1373 0.19+0.00
S-Bourbonene 1384 1384 1.99+0.10
B-Cubebene 1390 1390 4.19+0.20
p-Elemene 1392 1391 1.09+0.00
p-Caryophyllene 1415 1417 4.38+0.10
p-Cedrene 1418 1418 4.33+0.15
Aromadendrene 1437 1439 1.12+0.10
Clovene 1454 1454 6.94+0.60
a-Chamigrene 1481 1476 0.49+0.00
a-Amorphene 1485 1485 0.86+0.00
Ledene 1488 1493 0.79+0.01
a-Muurolene 1497 1499 0.92+0.01
p-Bisabolene 1500 1500 0.70+0.00
y-Cadinene 1513 1513 4.03+0.20
a-Cadinene 1542 1537 0.52+0.00
a-Calacorene 1544 1544 0.31+0.00
Elemol 1550 1548 10.21+1.50

Spathulenol 1578 1576 6.14+0.5
Caryophyllene oxide 1571 1573 6.65+0.35
Viridiflorol 1586 1587 1.56+0.01
Epiglobulol 1588 1588 0.81+0.00
Cubenol 1621 1625 0.48+0.00
Alloaromadendrene oxide 1633 1625 1.06+0.01
y-Eudesmol 1635 1630 10.85+0.80
8-Cedren-13-ol 1688 1688 1.20+0.01
tau-Cadinol 1640 1640 2.53+0.15
B-Eudesmol 1649 1652 15.28+0.90

Total 100.00

Notes: Percentage composition (%): percentage of compound on the samples



Table 2. Antiprotozoal activity and cytotoxicity of Eugenia stipitata essential oil.
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Compound Fibroblast L .braziliensis L. infantum T. cruzi
LCso (Mg/mL) LCso (g/mL)  SI LCso (g/mL)  SI LCso (Lg/mL) Sl
ESEO 511.5+24.32 37.65+1.25 13.58 54.71+2.26 9.35 >1000 ND
Benznidazole >100 ND ND ND ND 10+0.58 ND
Miltefosine >256 16+0.70 ND 8+0.14 ND ND ND

Notes: ESEO - Eugenia stipitata essential oil; LCso - median lethal concentration; Sl - selectivity index; ND — Not

determined
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Engenia graciilfiag

Amtioaidant and andilcishmanial godenlial

1. Introduction

Despite the expressive number of affected individuals, Leishmaniasis and Chagas
disease remain with the status of neglected pathologies. Delayed diagnosis allied with
the absence of efficient therapeutic strategies lead to important host complications
(Momcilovic et al. 2015). In addition, the drugs used in treatment of these diseases are
associated with serious side effects and emergence of drug-resistant strains (Bemudez
et al. 2016; Tiwari et al. 2018). This panorama demotes the urgent need to develop
new therapeutic resources against these clinical conditions.

Essential oils (EQ) are complex mixtures of wolatile compounds that represent a
source of lead molecules for drug discovery. EQ from Eugenia plants (Myrtaceae) have
showed several pharmacological actions, including antiprotozoal (against Leishmania
braziliensis, Leishmania infantum and Trypanosoma cruzi) and antioxidant activities
(Rodrigues et al. 2013; Siebert et al 2015; Carneiro et al. 2017). Herein, we evaluated
the chemical composition, anticxidant and antiprotozoal activities of the essential il
obtained from leaves of Fugenia gracillima Kiaersk. (EGEQ), also known under the syno-
nym Eugenia Kappenbachiana Mattos & D. Legrand, grown in Brazilian Northeast area
(Araripe, Pernambuco, Brazil).

2. Results and discussion
2.1. Chemical composition of EGED

In this work, the chemical composition of BGEO and some phamacological activity
was evaluated. EGEQ was obtained from fresh leaves of E. gracillima with a yield of
about 0.136% (w'w). The employed techmique of GC and GC-MS analyses allowed
them to observe majority volatile compounds. A total of 42 compounds were identi-
fied corresponding to more than 29% of the total wolatie components (Table 51).
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EGED is mainly composed of sesquiterpene hydrocarbons (9122%), cxygenated ses-
quiterpenas (7.45%) and monoterpene (1.01%). The most abundant constituents of the
EGEQ were germacrene D (16.10%), y-muurolene (1560%), bicycdlogermacrene (B.53%),
germacrene B (743%), and A-elemene (6.06%).

Although this chemical composition is similar to other Evgenia plants, these results
differ from a previous characterization of an essential oil extracted from E. gracilima
|=E. Happenbachiana) grown in Parana state (South area of Brazil), whose major com-
ponents were derived from the aromadendrane skeleton, such as globulol (8.7%), vir-
diflorene (6.9%), epiglobulol (68%) and spathulenol (5.9%) (Apel et al. 2002). These
differences may result from the interaction of several factors, induding scil compos-
ition, solar radiation, collection season, biotic factor (microomganisms, insects or other
plants) (Moghaddam and Farhadi 2015 De Alencar Filho et al. 2017, Morelli
et al. 2017).

2.2. Antioxidant activity of Eugenia gracillima essential oil

Given the relevance of oxidative stress in the pathogenesis of diseases as cancer and
inflammatory disorders, we evaluated the antioxidamt properties of the EGEO using dif-
feremt methods: DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) and ABTS [2,2'-Azino-bis(3-ethyl-
benzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt] radicals scavenger assays and total
anticxidant fosfomolibdenium assays (Table 52). The oil weakly inhibited the DPPH
and ABTS radicals (ICsy of 15.67 mag/mL and 15.16 mg/mL). However, it showed a high
total antioxidant potential when compared to ascorbic acid (62.29%). Some other oils
from Ewgenia plants have been demonstrated antioxidant activity (Cameiro et al. 2017;
Siebert et al 2015).

2.3. Antiprotozoal activity of Eugenia gracillima essential oil

Following, we analyzed whether EGBD could inhibit Leshmania ssp. and T. cruzi. As
shown in Table 53, the oil exhibited higher activity towards the promastigote forms of
L. brazifensis (KCsa = 7464 pg/mL) and L. infantum (ICse = BO04 pg/mL), while it was
not active against T. cruzi (KCsa = 1487 pg/mb). In order to determine the selective
indexes (SI) of EGED, its cytotoxicity was evaluated against NCTC-929 murine fibro-
blasts. EGEQ showed low cytotoxicity with 10se value of 5498 pg/mlL

In this sense, EGEQ was highly selective to L. brazilienss and L. infantum promasti-
gotes with Sl values of 73.66 and 7141, respectively. Similar resuls were observed to
the essential oil obtained from Fugenia wniflora (also mostly composed by sesquiter-
penes) which exhibited SI values around 20 against |. amazonensis (Rodrigues et al
2013). Furthermore, oils rch in sesguiterpemes have been pointed out as efficient
leishmanicidal agents (Rodrigues et al 2013; Moreira et al. 2017).

After infection by Leishmania, both supercwide amion (0;) and nitric oxide (NO)
molecules produced after monocyte phagocytosis and they could participate in several
events, such as Leishmania killing, act as pro and/or anti-inflammatory (inducing neu-
trophil apoptosis) molecules, and also be involved in human immunopathology. The
use of topical formulations with antioxidant activity could be beneficial in the control
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of leishmanial cumneous lesions, due it could attenuate inflammatory signs by reduc-
ing tissue damage (Neira, Mantilla, and Escobar 2019). The development of formulation
contain EGED could be an appropriate candidate for use in leishmaniosis.

3. Conclusion

Altogether, the results obtained in this study shows that E grocilima essential il is
a source of sesquiterpenes (such germacrene D and B, y-muurclene, bicyclogema-
creng) with relevance for pharmaceutical, cosmetic and food industries. In addition,
the oil strongly inhibited promastigote forms of L braziliensis and L infantum. E. gra-
cillima was reported for the first time to have promising antileishmanial potential
Owerall, the data suggest that EGEO could be further investigated for the isolation
and purification of the active antileishmanial constituents. Further studies about
EGEC-based formulation (long-stability, preclinical and cdlinical evaluation), in special
reference to dermatological gel and nanotechnology approach, should be subjected
to further in vivo studies in animal modek to develop its relevance in biomedical
applications.
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Chemical composition, antioxidant and antiprotozeal activity of Engenia gracillima
Kiaersk. leaves essential oil

This work evaluated the volatile composition, antioxidant and antiprotozoal
activities of the essemtial oil obtamed from leaves of Eugenia gracillima
Eiaersk. (EGEOQ) grown in Brazilian MNertheast area (Araripe, Brazil). The
volatile compounds of EGEQ were analyzed by GC and GC-MS and its
chemical composition i3 mamly composed of sesquuferpene hydrocarbons
(91.22%:), oxygenated sesquiterpenes (7.45%) and monoterpene (1.01%). The
most abundant volatile constituents of the EGEQ were germacrens D
(16.10%:), y-mmmolene (15.60%), bicyelogermacrene (8.53%). germacrene B
(743%), and A-elemene (6.06%). The oil showed weak to moderate
antioxidant activity. EGEQ was highly selective to Leishmania braziliensis
and Leishmania infanfum promastgotes with selective indexes of 73.66 and
7141, respectively. EGED did not inhibit Trypanosoma cruzi. These data
suggest that the E. gracillima essential oil 15 a relevant source of lead

compounds for development of anti-Leishmania drogs.
Keywords: Eugenia gracillima, essential oil, antioxidant activity,
amtiprotozoal activity



1. Experimental section
1.1. Plant material

The leaves of E. gracillima were collected in the area of native vegetation, located m
Serra dos Paus Déias m Chapada do Araripe (Exu, Pemambuco; latitnde 7° 2175,
lengitude 39% 53" W and altitude B284m), between July and August 2017, under
authonization of the responsible authority Instituto Choco Mendes de Conservacie da
Biodiversidade (ICMBio) using the license SISBIO 39070, The plant matenal was
identified by Dr. Mana Arlene Pessoa da Silva from the Laboratory of Microbiology and
Meolecular Biology of the Fegional University of Carmn (UR.CA). The voucher (registration
number: 13.035) was deposited in the UR.CA Herbanum (Herbario Caririense Dardano de
Andrade Lima; HCDAL).

1.2, Sample preparation and chemical characterization of E. gracillima

essenfial onl

The essential cal from the leaves of E. gracillima (EGEQ) was obtaned by
hydrodistillation method The EQ was filtered, weighed and stored in a dark at 4 C until
use. The EQ was analysed by gas chromatography coupled to Shimadesn GCMS-QP2010
mass spectrometry (CG-MS3) using Rix®-5MS capillary column (30 m x 025 mm x (.25
pm}. The electron lomization mode was used at 70 eV. and helium (99.999%%) was
employed as the camier gas (1 ml/min}. The following temperature program was used: 100
°C (3 pun) at 310 °C (3.5 “C/mun). The identification of the individual volatile components
was carmied out by companson with values of retention mdices, obtained by co-njection of
oil samples and a set of Co—Csp linear hydrocarbons, and the MS data acquired for each
volatile component were matched with the data available in the mass spectral library -
MassFinder 4 (Dr. Hochoouth scientific consulting, Hamburg, Germany); NISTO8 Mass
Spectral Library (ChemSW Inc. Fairfield, CA USA). Wiley Begistry™ of Mass Spectral
Data 9th Edition (Wiley, Hoboken, MJ. TUSA) and with other published mass spectral data
(Adams, 2007). For the gquantitative analysis, a Shimadzu GC2010 Plus gas chromatograph
equipped with a FID detector, with the same cohunn and operating conditions above
described were used. The percentage volatile composition was performed by the
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nommalization method from the GC peak areas, in relation to the combined area of all
peaks. All analyses were carmed out in triplicate.

1.3 Cell cultures

Tests with I cruzi were performed using clone CL-B5 (Buckner et al., 1996)
camrying Escherichia coli p-galactosidase (lacZ) gene. kindly supplied by Dr. F. Buckner
throngh the Gorgas Memorial Institute (Panama). The epimastigote forms were cultured at
28 °C in tryptose broth for hver infinsion (Difeo, Detroit, MI) supplementead with 10% Fetal
Bovine Serum (FBS) (Gibeo, Carlsbad, CA). penicilin (Em, SA, Barcelona, Spain) and
streptomycin. Cells were collected for teshing in the exponential srowth phase.

Cultures of Leishmamia braziliensis (MHOM/CO/BBMUA3D) and L. infanium
(MHOM/ES/2ZBCNEZ) were obtained from the Institute of Health Sciences Besearch
(Paraguay). The strains were growm at 22 °C im Schoeider's Drosophila medimm
supplemented with 20% FB5.

The cytotomicity assays were performed using NCTC-929 murme fibroblasts
obtained from the MNatiomal Collection of Culture Types. The cells were cultured in
Minimmm Essential Medium supplemented with SBF (10%), penicillin G (100 U/ml) and
streptomyein (100 mg/ml). The cultures were maintained at 37 °C m a humidified
atmosphere with 5% CO..

14 Ann-T. eruzl assay
Aliquot of epimastigote forms of T cruzi suspension (200 pL at 1 x 10° per
milhiliter) were treated with different concemtrations of EGEOQ (15.75 ugml to 1000
pe'ml) at 28 ° C. After T2h, 200 pM of red-f-D-galactopyranoside chlorophenol (CPRG:
dissolved in a solubion of 0.9% Trnton X-100) were used in order to evaluate parasite
vigbility. The plates were mcubated at 37 °C for 6 h and then the absorbance was
determined at 595 nm. Benznidazole was the reference dmg.

1.5 Leishmanicidal activity
Promastigote forms (2.5 * 107 parasites/well) were treated with EOEG (15.75 pg/mL
to 1000 pg/ml). After incubation of 48h at 26 “C, resazunn solution (20 pl) was added and
the absorbance was determined at 595nm_. Miltefosine that was used as a positive control.

105



1.6 Cytetexicity evalnation
NCTC-929 were seeded (100 pL; 3 = 10 cells/well) in 96-well plates with of RPMI
1640 culture medium per well. Cells were grown overnight at 37 °C and 5% CO,. The
medium was removed, and the new medium were added containing EGEQ 1373 ug/ml. to
1000 pg/ml .. Cell viability was evaluated using resazunn as described abowve. The toxicity
to the fibroblast cell and the activity agamst the protozoan were compared by using the
selectivity index (SI) ratio (IC s for NCTC-929 cells/ICs, for protozoan).

1.7, Antrocaidant poteniial
The antioxidant potential of EGEQ were evaluated by the traditional methods of
DFPH and ABTS radicals inhibition and phosphomolybdemmm assay (referred as total
antioxidant activity) (Blois 1958, Pneto et al. 1999, Re et al. 1999). Total anhoxidant
activity (e} was expressed as ascorbic acid equivalent, relative to Img/ml. ascorbic acid to
lmg/ml. EGED.

1.8 Statistical analysis
The experiments were performed in trplicate with at least two independent
repetition, data were presented as means + standard vanatiom (SD) or percemtages.
Statistical analyses were performed using the software GraphPad Pnism version 5.0. Data
were analyzed by one-way analysis of vanance (ANOWVA) and Tukey test. A p-value of
=005 was considered as stabistically sigmificant. ICsy values were determuned by linear

TegTession.
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Table 51. Chemical composition of the essential o1l of Eugenia gracillima Kiaersk.
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Table 51: Antioxidant activity of Eugenia gracillima essential oil

DPPH IC,, ABTS ICy, Total antioxidant
Sample
(mg/mL) (mg/mL) activity (%a)
EGED 15671317 15.16 = 073" 6229+ 556
BHT 0.0024 = 0.0001° 0102 = 0.028° ND*
Ascorbic acid 0.0087 = (.0044° 0.0036 £ 00002 100

Notes: EGEQ - Eugenia gracillima essenfial oil; ND¥* - Not Determuined; BHT - Butylated
bydroxy tolnene. Valees m the colomn followed by a different letter superscmpt (a-d) are
sigmificantly different (p=0.05) and walues hawving same superscript are not statisheally

siznificant
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Table 53. Antiprotozoal activity and cytotoxicity of Eugenia gracillima essential oil.

Compound  Fibroblast L braziliensis L_ infanitum T cruszi
ICs(ugml) ICs(pgml) SI ICsx(pegml) SI ICs 51
(pg/ml)
EGEO 5498+141.20 T4.64:099 T3i66 76992041 T141 =1000 ND
Benrmdazole =100 ND ND ND ND 10058 WD
Miltefosine =256 16070 ND 8014 ND ND ND

Notes: EGEQ - Engenia gracillima Eiaersk. essential ml; IC,, - Concentration that mmhibated 50%
cellular growth; 51 - selectivity index; MDD — Not determmned
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4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse estudo permitem concluir que:

o A literatura possui escassas pesquisas sobre o potencial biologico das plantas
pertencentes ao género Eugenia nativas do bioma Caatinga, sendo as principais espécies
descritas: Eugenia dysenterica, Eugenia punicifolia, Eugenia candolleana e Eugenia
brejoensis;

o A literatura comprova gue as espécies de Eugenia, provenientes da vegetacdo Caatinga,
sdo utilizadas na medicina popular como: antidiabético, moluscicida, antimicrobiano,
antiparasitario, fotoprotetor, inseticida, analgésico, antipirético, antiartritico, cicatrizante, anti-
inflamatdrio, hepatoprotetor, farmacoldgico, antioxidante, ulceroprotetor, entre outras;

o Esse estudo foi o primeiro relato da atividade antiparasitaria e caracterizacao
fitoguimica dos OEs extraidos das folhas de Eugenia gracillima e Eugenia stipitata;

o Os constituintes quimicos majoritarios do 6leo essencial de Eugenia gracillima (OEEG)
extraidos do bioma Caatinga foram: germacreno D (16,10%), ymuuroleno (15,60%),
biciclogermacreno (8,53%), germacreno B (7,43%), A-cadieno (6,23%) e A-elemeno (6,06%);
o O OEEG apresentou atividade leishmanicida contra as formas promastigotas de
Leishmania braziliensis e Leishmania infantum;

o O OEEG néo possui potencial antiparasitario relevante frente as formas epimastigotas
de Trypanosoma cruzi;

o O OEEG ndo apresentou citotoxicidade em concentragdes abaixo de 62,5 pg/mL frente
a fibroblastos;

o A atividade antioxidante do OEEG, através do método fosfomolibdénio foi considerada
moderada (62,29%);
o Os constituintes quimicos mais abundantes do 6leo essencial de Eugenia stipitata

(OEES) extraidas do bioma Caatinga foram: f-eudesmol (15,28%), y-eudesmol (10,85%),
elemol (10,21%), éxido de cariofileno (6,5%), cloveno (6,18%) e espatulenol (6,14%);

o O OEES apresentou atividade leishmanicida contra as formas promastigotas de
Leishmania braziliensis e Leishmania infantum;

o O OEES ndo possui efeito tripanocida frente as formas epimastigotas de T. cruzi;

o O OEES apresentou moderada citotoxicidade frente a fibroblastos.
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