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RESUMO

A sociedade tem passado por mudangas demograficas e epidemioldgicas nas ultimas décadas e
a necessidade de novos produtos frente as doencas relacionadas a senescéncia e as mudangas
climaticas ¢ imperativa. Nesse contexto, fitoquimicos oriundos do metabolismo secundario
vegetal desempenham um papel central na busca por novos principios ativos. A espécie Matorea
azurea possui Oleo essencial rico em mono e sesquiterpenos ¢ ¢ amplamente utilizada na
medicina tradicional. Possui propriedades antifiingicas e contra Leishmania amazonensis, além
de apresentar moléculas com potencial para o mercado de aromatizantes. Diante desse contexto,
este trabalho teve como objetivo caracterizar o perfil quimico do dleo essencial obtido por
hidrodestilacao tradicional e hidrodestilagdo assistida por enzimas através de técnicas de
espectrometria, assim como investigar o seu efeito antioxidante e antitumoral. Para esse fim foi
feito um delineamento experimental para comparar o efeito da hidrodestilagdo assistida por
enzimas (celulase) nas concentragdes de 1%, 1,5% e 2 % em funcdo do rendimento do 6leo
essencial e da composi¢do quimica. Além disso, também foi investigado o efeito antioxidante
(DPPH) e antitumoral em linhagens celulares de adenocarcinoma A545 e gliomas GL e C6 com
o oleo essencial das folhas de M. azurea oriundo de hidrodestilagdo convencional. Apos a
identificacdo dos compostos majoritarios foi feito um estudo de DFT (Density Functional
Theory) para registro e auxilio na interpretacdo do espectro infravermelho e das implicagdes na
reatividade quimica desses compostos a partir de dados gerados com os valores energéticos dos
orbitais de fronteira. Os resultados foram submetidos a ANOVA a 95% de confianga. A
cromatografia gasosa e o FTIR comprovaram que seu 6leo essencial é rico em mono e
sesquiterpenos, dentre dlcoois, aldeidos, cetonas e éteres. Os compostos majoritdrios estdo o
mirtenal, o B-copaen-4-a-ol, o viridiflorol, a pinocarvona e o trans-pinocarveol. Através do
GAP HOMO-LUMO se constatou que os terpenos em questao sdo estaveis e pouco reativos. A
hidrodestilacdo com digestdo enzimatica resultou no incremento de 32% na concentragao dtima
de celulase (1%) e houve mudancas qualitativas e quantitativas apos esse processo. A inibi¢do
do radical DPPH ¢ fraca com ICs¢ calculado de 225,41 uL/mL. O 6leo essencial de M. azurea
nao apresentou atividade antitumoral, porém tem protegdo citoldgica forte contra o peroxido de
hidrogénio e ndo apresenta citotoxicidade em linhagens de células saudaveis, motivando futuras
pesquisas levando em considera¢do o seu comportamento relativamente inerte e pela espécie
vegetal possuir atributos interessantes como a alta adaptabilidade e facil propagagao.

Palavras-chave: 6leo essencial, hidrodestilagao, celulase, antioxidante e antitumoral.



ABSTRACT

Society has undergone demographic and epidemiological changes in recent decades, and the
need for new products to address diseases related to senescence and climate change is
imperative. In this context, phytochemicals derived from plant secondary metabolism play a
central role in the search for new bioactive compounds. The species Matorea azurea has
essential oil rich in mono- and sesquiterpenes and is widely used in traditional medicine. It has
antifungal properties and activity against Leishmania amazonensis, in addition to containing
molecules with potential for the flavoring market. In this context, this study aimed to
characterize the chemical profile of the essential oil obtained by traditional hydrodistillation
and enzyme-assisted hydrodistillation through spectrometry techniques, as well as to
investigate its antioxidant and antitumor effects. For this purpose, an experimental design was
carried out to compare the effect of enzyme-assisted hydrodistillation (cellulase) at
concentrations of 1%, 1.5%, and 2% on essential oil yield and chemical composition.
Furthermore, the antioxidant effect (DPPH) and antitumor activity were investigated in
adenocarcinoma A545 and glioma GL and C6 cell lines with the essential oil of M. azurea
leaves obtained by conventional hydrodistillation. After identifying the major compounds, a
DFT (Density Functional Theory) study was conducted to assist in the interpretation of the
infrared spectrum and to understand the implications for the chemical reactivity of these
compounds based on data generated with the frontier orbital energy values. The results were
subjected to ANOVA with 95% confidence. Gas chromatography and FTIR showed that its
essential oil is rich in mono- and sesquiterpenes, including alcohols, aldehydes, ketones, and
ethers. The major compounds include mirtenal, B-copaen-4-a-ol, viridiflorol, pinocarvona, and
trans-pinocarveol. The GAP HOMO-LUMO analysis revealed that the terpenes in question are
stable and not highly reactive. Enzyme-assisted hydrodistillation resulted in a 32% increase at
the optimal cellulase concentration (1%), with both qualitative and quantitative changes
observed after this process. The inhibition of the DPPH radical was weak, with an ICso value
of 225.41 pL/mL. The essential oil of M. azurea did not show antitumor activity; however, it
provided strong cytological protection against hydrogen peroxide and exhibited no cytotoxicity
in healthy cell lines, motivating future research considering its inert behavior and the interesting
attributes of the plant species, such as high adaptability and easy propagation.

Keywords: essential oil, hydrodistillation, cellulase, antioxidant, antitumor.
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1. INTRODUCAO

Os oleos essenciais sao liquidos de misturas complexas de o6leos aromaticos
hidrofobicos e podem ser extraidos de diversas partes dos vegetais como as folhas, flores, cascas
e frutos. Sdo sintetizados pelo metabolismo secunddrio que se distingue por ndo estarem
envolvidos em processos geradores de energia e/ ou constitui¢do do protoplasto (De Rezende
et al., 2016; Falleh et al., 2020). Sao frequentemente encontrados em tricomas glandulares que
se projetam da epiderme e ndo devem ser confundidos com 06leos fixos ou 6leos graxos, que
sd0 compostos por misturas naturais de lipideos que nao sdo necessariamente volateis (Hiisnii
et al., 2007; Taiz; Zeiger, 2013; Kalemba; Synowiec, 2019). Os principais grupos que 0s
constituem pertencem aos monos ¢ sesquiterpenos. Estes podem ser classificados em

hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres e éteres.

O mercado internacional de 6leos essenciais em 2021 foi estimado em US$10,3
bilhdes, correspondentes a 253 mil toneladas, com tendéncia de crescimento constante, devendo
atingir de 15 a 16 bilhdes de dolares anuais e 345 mil toneladas em 2026. A demanda ocorre
principalmente pelos setores de bebidas e alimentos, fragrancias, cosméticos e aromaterapia,
uso doméstico e farmacéutico (Barbieri; Borsotto, 2018; Bizzo; Rezzende, 2022; Yeshi;

Wangchuck, 2022).

Hé alto investimento pelas industrias de aromaterapia em fung¢do da mudanca no
comportamento dos consumidores que se tornam cada vez mais conscientes dos beneficios a
saude e dos problemas e efeitos colaterais de medicamentos convencionais a longo prazo (Yan
et al., 2019). Os 6leos essenciais também tém sido alvo na produgdo de pesticidas, um setor em
crescimento impulsionado pela expansdo do agronegécio, € nesse campo as pesquisas
académicas levam em consideragdo a qualidade, a conservacao da biodiversidade e seguranca

ambiental evitando o aumento do efeito de selecdo natural e da poluigdo (Devrnja et al., 2022).

Os o6leos essenciais sdo protagonistas na industria farmacéutica. O fato ocorre por
conta de transi¢cdes epidemioldgicas e demograficas na sociedade, além da selecdo natural e
resisténcia aos medicamentos. No ponto de vista demografico se observa queda nas taxas de
fertilidade e mortalidade infantil em paralelo com a tendéncia de crescimento na propor¢ao de
1dosos na populacdao. No que diz respeito a transi¢do epidemioldgica se observa a substitui¢cao
gradual de mortalidade por doengas causadas por agentes infecciosos e oportunistas por doengas

cronicas, como a diabetes, Parkinson, Alzheimer ¢ o cancer (Wild et al., 2020).
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De acordo com Gautam et al. (2014) os 6leos essenciais podem atuar no combate ao
cancer promovendo a apoptose, assim como também na estabilizacdo da mitose ¢ meiose. A
apoptose, conhecida também como morte celular programada, ocorre quando a estrutura
quimica desses metabolitos € capaz de interagir nos processos de destruicao celular. A literatura
tem focado principalmente no mecanismo de apoptose, ja que a necrose, uma outra forma de
morte celular, envolve respostas inflamatorias (Brown; Attardi, 2005; Ng et al., 2018). Ademais,
outra via alternativa de acdo dos oOleos essenciais em células tumorais ¢ na desativagao das
PARPi’s (poly ADP ribose polymerase) que estdo envolvidas na reparacdo de DNA,

programacao de morte celular e integridade gendmica.

Em conjunto com estudos de linhagens celulares e testes bioldgicos € necessario que
sejam feitas analises fisico-quimicas para identificar os principios ativos e seus respectivos
grupos funcionais para compreender os possiveis processos de atuagdo em sistemas biologicos
e melhor direcionamento do seu uso para os setores do mercado. A escolha por novas espécies
tem sido norteada principalmente pelo etnoconhecimento além de critérios mais ortodoxos
como a facil propagacdo, alta adaptabilidade e répido crescimento. Sendo assim, a espécie

utilizada neste trabalho foi Matourea azurea (Plantaginaceae) por atender esses requisitos.

A ocorréncia natural do género Otacanthus, antiga classificagdo taxonOmica que
estava inserida a M. azurea (recentemente incluinda em Matorurea), abrange os estados do Rio
de Janeiro, Espirito Santo, Bahia e Minas Gerais, sendo restrita a regido fitogeografica da costa
brasileira a leste. Seu 6leo essencial possui grande potencial para o mercado por conta da sua
composicdo quimica além de apresentar propriedades antifingicas e atividade inibitdria de
moderada a forte no crescimento de protozoarios de Leishmania amazonensis. Essa espécie
também possui o maior rendimento de 6leo essencial entre os representantes do antigo género
Otacanthus, constituido principalmente por monoterpenos como o trans-pinocarveol, mirtenal
e o-pineno; e sesquiterpenos como B-copaen-4a-ol, viridiflorol, B-oplopenona e a-copaeno

(Ronse, 2001; Andrade et al., 2006; Houél et al., 2014).

Diante do exposto, este projeto teve como objetivo realizar analises para tracar o perfil
qualitativo do 6leo essencial de M. azurea e entender a relagdo dos seus constituintes com a
citotoxicidade, atividade antitumoral e capacidade antioxidante. Também foi realizada a
extracdo assistida por enzimas que se justifica pela necessidade da producao industrial por

maior rendimento desse tipo de bioproduto.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Comparar o rendimento de 6leo essencial de Matourea azurea (Linden) Colletta &
V.C. Souza entre a hidrodestilacdo tradicional e a hidrodestila¢do assistida por enzimas, assim
como qualificar o seu perfil quimico antes e apds a digestdo enzimatica e investigar a sua

atividade antioxidante e antitumoral.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Realizar a propagagdo e o plantio da Matourea azurea (Linden) Colletta & V.C. Souza;

. Avaliar a influéncia do pré-tratamento enzimatico no rendimento € na composicio

quimica do 6leo essencial em contraste com a hidrodestilagdo tradicional,

. Identificar as moléculas mais abundantes na composi¢do do dleo essencial e calcular
seus descritores quanticos € o espectro vibracional no infravermelho através de técnicas de

quimica computacional para auxiliar na interpretagdo dos dados experimentais;

. Avaliar a atividade antioxidante e antitumoral dos Oleos essenciais obtida por

hidrodestilacao tradicional.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. SUSTENTABILIDADE E PRODUCAO DE OLEOS ESSENCIAIS

Para que politicas publicas sejam implementadas com eficiéncia dentro do ambito da
sustentabilidade ¢ necessario um entendimento conceitual do termo a priori. Existem centenas
de defini¢des acumuladas ao longo de décadas de discussao. Ruggerio (2021) através de analise
material com levamento bibliografico afirma que os trabalhos académicos e relatérios
institucionais acerca do tema incluem os seguintes critérios em sintese: a) Considerar a
complexidade dos sistemas socioecoldgicos (SESs), incluindo os aspectos econdmicos,
ecoldgicos, sociais e politicos. Esse ponto ressalta que a sustentabilidade ¢ uma questdo
multifacetada, exigindo uma abordagem abrangente que una essas dimensdes interligadas. b)
Atender a equidade entre geracdes e dentro da mesma geracdo. Isso implica que a
sustentabilidade deve assegurar justica tanto para a geracdo atual quanto para as futuras,
garantindo a disponibilidade de recursos e oportunidades para ambos os grupos. ¢) Reconhecer
a estrutura hierarquica da natureza. Isso envolve reconhecer as interagdes e os ciclos de
retroalimentag¢do entre os SESs e seu ambiente, destacando o carater dindmico dos sistemas

ecoldgicos e sociais e suas interconexdes.

A construgao desse tipo de analise na academia tem uma logica diferente das ciéncias
biologicas e exatas por conta do tipo de ferramentas empregadas para a formagao de episteme
nesses dois campos do conhecimento. Enquanto que na biologia e afins essas ferramentas se
aprimoram com o desenvolvimento tecnologico, nas ciéncias humanas esse processo se da
partir de andlises sociologicas através de diversas teorias culturais que tem um tempo de
“obsolescéncia” mais lento comparado as técnicas das exatas. Nesse sentido a propria historia
continua sendo um método de analise material e ¢ importante para o campo da sustentabilidade
porque muitos problemas que se acentuaram décadas atrads ainda ndo foram superados. Por
exemplo, Rossi e Demuru (2024) afirmam que paises desenvolvidos tém muita resisténcia em
aceitar a responsabilidade de danos ambientais e evitam contratos de adequacdo que podem
diminuir o ganho de receita e endossam o discurso de medidas compensatérias que nem sempre

englobam todas as dimensdes do problema.

O termo “sustentabilidade” tem um historico longo de discussdao que passa a ter um
formato mais parecido com o que se tem hoje em dia a partir de 1950, em decorréncia do debate

acerca do aumento da atividade nuclear que propiciou o surgimento das chuvas &cidas.
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Posteriormente, devido a repercussdo do livro “Silent spring” da bidloga Rachel Carson,
também se adicionou as pautas as dentincias relacionadas a inseticidas e pesticidas, um ponto
que até¢ hoje tem implicagdes serissimas em regides rurais pois atravessa conflitos e esta
relacionado com mortes por toxicidade e anomalias genéticas (Bombardi, 2017; Evaristo et al,
2022). Nessas problemadticas se configurava um impasse ético: os efeitos colaterais negativos
ndo se limitavam ao territério daqueles que geravam poluicdo, e se estendiam a populagdes que
nada tinham a ver com essas praticas € muitas vezes se encontravam em situacao de

vulnerabilidade (Mccormick, 1991; Nascimento 2012).

No inicio dos anos 90, Ignacy Sachs (1993) formulou os principios basicos do
ecodesenvolvimento, termo utilizado pela primeira vez em 1973 por Maurice Strong,
pressupondo a existéncia de cinco dimensdes: sustentabilidade social, sustentabilidade
econdmica, sustentabilidade ecolodgica, sustentabilidade espacial e sustentabilidade cultural,
introduzindo um importante dimensionamento da sua complexidade e superando a ideia de
Desenvolvimento Sustentavel vigente na década de 90 que se segmentava no tripé: econdomico,
ambiental e social (Nascimento, 2012). Para Jacobi (1999) esses principios articulam-se com
as teorias de autodeterminagdo que estavam sendo defendidas pelos paises ndo-alinhados desde
a década de 60. O autor também defende que o desenvolvimento sustentavel ndo se refere
especificamente a um problema limitado de adequagdes ecologicas de um processo social, mas
a uma estratégia ou modelo multiplo para a sociedade, que deve levar em conta tanto a

viabilidade econdmica como a ecologica.

Cunhando o termo “Desenvolvimento Sustentavel”, Nascimento (2012) propds que
ele se tornasse um campo de disputa, um conceito tedrico de Bourdieu, com multiplos discursos
que ora se opdem, ora se complementam. O campo € uma categoria que pode ser definida como
uma rede, ou configuracdo, de relagdes objetivas entre posicoes. Essas posi¢des sdao
determinadas pela distribuicdo de diferentes tipos de capital (econdmico, cultural, social e
simbdlico) que sdo especificos a cada campo. Dentro de cada campo, hd uma constante luta ou
disputa entre os agentes para manter ou melhorar suas posigdes. Essa disputa € pelo controle
dos recursos e capitais especificos do campo que podem ser tanto materiais quanto simbolicos

(Harvey et al., 2020).

Nascimento (2012) enfatiza que o dominio da polissemia € a expressdo maior desse
campo de forgas, que passa a condicionar posi¢des ¢ medidas de governos, empresarios,
politicos, movimentos sociais e organismos multilaterais. De certa forma, essa tese

complementa a conclusdo de Ruggerio (2021) onde afirma ser essencial entender que, embora
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seja desejavel desenvolver uma definicdo abstrata do conceito, a sustentabilidade s6 tera real
significado quando aplicada a uma escala geografica especifica. Nascimento (2012) ndo propds
um novo conceito de sustentabilidade para solucionar a questao da polissemia mas adaptou essa
problematica sob a dtica da teoria cultural de Bourdieu enquanto ferramenta socioldgica. Parte
substancial dessa disputa atravessa o ambito do discurso, cujo poder de capilaridade social se
potencializa de acordo com o capital cultural, politico e econdmico de cada agente inserido no
campo, como apontado em Machado (2005). No entanto, o desenvolvimento sustentavel
também foi proposto como um conceito politico normativo por Nobre e Amazonas (2002), uma
nog¢ao que ja estava presente no classico relatorio “Nosso Futuro Comum” de Gro Brundtland

(1987).

Em setembro de 2015, durante a 70* Sessdao da Assembleia Geral da ONU em Nova
York, os Estados-membros adotaram formalmente a Agenda 2030 para o Desenvolvimento
Sustentavel, que inclui os 17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel e suas 169 metas
(Oliveira, 2024). Ela se baseia em uma histéria de negociagdo politica de principios basicos,
como os direitos humanos ou a justica intra e intergeracional, com marcos como a Declara¢do
dos Direitos Humanos (1948), a Conferéncia das Nacdes Unidas sobre o Meio Ambiente
Humano (1972), o Relatorio Brundtland (1987), a Ctpula da Terra no Rio de Janeiro (1992) e
o Rio +20 (2012).

De acordo com o IPEA (2015) os Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ODS)
podem ser concentrados em quatro dimensdes a social, a econdmica, a ambiental ¢ a 16
institucional, havendo integracdo e interdependéncia entre eles. Esses objetivos foram a sintese
de discussdes em eventos anteriores como na conferéncia Rio +20. Nesse contexto, o estimulo

da extragdo sustentavel dos o0leos essenciais contempla pelo menos os seguintes objetivos:

ODS 2 — Acabar com a fome, alcangar a seguranca alimentar e melhoria da nutri¢do e

promover a agricultura sustentavel;

ODS 3 — Assegurar uma vida saudavel e promover o bem-estar para todos, em todas

as idades;

ODS 8 — Promover o crescimento econdmico sustentado, inclusivo e sustentavel,

emprego pleno e produtivo, e trabalho decente para todos;

ODS 9 — Construir infraestrutura resiliente, promover a industrializagdo inclusiva e

sustentavel, ¢ fomentar a inovagao.
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A coleta de matéria-prima, beneficiamento, extracdo e producdo de derivados em
comunidades rurais sdo considerados como uma atividade economica que utiliza energia limpa
€ que gera em maior proporgao residuos organicos que podem ser tratados e destinados dentro

da légica da economia circular.

Apesar de desafiador ¢ plausivel trazer essa logica para o Amazonas, estado de
interesse do financiamento desta pesquisa. A Amazdénia como um todo, € um territdrio
complexo e com uma grande variedade étnica, com povos origindrios, tradicionais, com estilo
pré-capitalista e capitalistas coexistindo nesse espago (Witkoski, 2023). Para Lara et al. (2021),
as espécies vegetais podem fornecer além de recursos para a produgdo artesanal, produtos
florestais ndo madeireiros como os 6leos essenciais nas comunidades amazdnicas que vivem na
area sem prejudicar o bioma local. A produgdo de 6leo essencial ¢ uma atividade econdmica na
regido e as ODS podem ser atendidas a partir do poder legislativo e do intercdmbio entre

entidades de pesquisa, extensdo e comunidades.

Segundo Almeida (2016), existem aproximadamente 339 espécies de plantas
produtoras de o6leo essencial na Amazdnia Legal, porém apenas uma pequena parte ¢
comercialmente conhecida. Seu trabalho identificou algumas listadas na tabela 1. Vale
mencionar que nem todas tém origem na regido Amazodnica. O autor, com base em uma Matriz
de Importancia e Desempenho identificou relativa importancia na producdo de 6leos essenciais
no Para e no Amazonas no cenario de sustentabilidade econdmica, embora a concorréncia com
produtos sintéticos, o acesso as arvores, precariedades na infraestrutura (estradas, pontes e
vicinais), a logistica e o nivel de instru¢do dos trabalhadores sejam problemas a serem
superados. Dos Santos et al., (2021) também apontam que as bioindustrias de cosméticos no
Amazonas tém dificuldade na regulagcdo do aprovisionamento das matérias-primas, tendo em

vista que o cultivo desses insumos apresenta sazonalidade.

A descoberta de novos farmacos estd diretamente relacionada ao Objetivo de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) 3: "Saude e Bem-estar" e se associa com a bioprospec¢ao
do oleo essencial de M. azurea. Para Souza et al. (2022), a bioprospec¢ao envolve a busca por
compostos organicos em micro-organismos, plantas e animais que possam ser benéficos para a
humanidade. Esta atividade pode ser aplicada em diversas areas, como quimica (farmacéutica,
pesticidas, cosméticos, alimentos), genética (engenharia genética, fermentacao, cultura celular)
e bidnica (sensores, bioengenharia). Para isso, utilizam-se métodos convencionais (como
extracdes liquido-liquido, HPLC, espectrometria de massas, entre outros) e métodos de quimica

verde (sem solventes organicos, utilizando ultrassom, enzimas, micro-ondas etc.).
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Tabela 1: Principais espécies vegetais produtoras de 6leos essenciais na Amazonia Legal

Nome vulgar Nome cientifico Familia
Pau rosa Aniba rosaeodora Lauraceas
Copaiba Copaifera langsdorffii Leguminosae-Caesalpinioideae
Casca preciosa Aniba canelilla (Kunth) Mez. Lauraceas
Pataqueira Conobea scoparioides Scrophulariaceae
Capim vetiver Vetiveria zizanioides Gramineae
Cipé-alho Mansoa alliacea (Lam.) A.H. Gentry Bignoniaceae
Sacaca Croton cajucara Benth. 1854 Euphorbiaceae
Pimenta longa Piper hispidinervium Piperaceae
Pimenta de Piper aduncum L. Piperaceae
macaco
Priprioca Cyperus articulatus L. Cyperaceae
Puxuri Licaria puchury-major (Mart.) Korstem, 1937 Lauréceas
Breu Branco Protium spp. Burseraceae
Alfavaca Ocimum gratissimum L. 1753 Labiatae (Lamiaceae)
Sassafris-do-Para Ocotea cymbarum Kunth. Lauraceas
Jaborandi Pilocarpus microphyllus Stapf. ex Wardleworth, 1893 Rutaceae
Cumaru Dipteryxodorata Papilionoideae

Fonte: Almeida (2016).

A bioprospec¢do pode ser realizada por diferentes

abordagens, incluindo a

etnofarmacoldgica, quimiossistematica, via ecologia molecular e tentativa e erro. Dentro da

ODS 3 varias metas especificas se alinham com a pesquisa de fitoquimicos e a produgdo de

novos medicamentos. Dentre elas pode-se citar a meta 3.b:

Apoiar a pesquisa e o desenvolvimento de vacinas e medicamentos para as
doengas transmissiveis e ndo transmissiveis que afetam principalmente os paises
em desenvolvimento, fornecer acesso a medicamentos e vacinas essenciais a
pregos acessiveis, de acordo com a Declaragdo de Doha sobre o Acordo TRIPS ¢
a Saude Publica, que afirma o direito dos paises em desenvolvimento de utilizarem
ao maximo as disposi¢des do Acordo sobre Aspectos dos Direitos de Propriedade
Intelectual Relacionados ao Comércio em relagdo a flexibilizag@o para proteger a
saude publica, e, em particular, fornecer acesso a medicamentos para todos (IPEA,

2015, p. 100).

A sustentabilidade desempenha um papel crucial na producdo e uso de oleos

essenciais, pois garante que os recursos naturais utilizados sejam manejados de forma

responsavel, preservando a biodiversidade e os ecossistemas. A medida que a demanda por

Oleos essenciais cresce no mercado global, praticas sustentaveis sdo essenciais para evitar a

superexploracdo de plantas e garantir a longevidade das cadeias produtivas. Além disso, a

producao sustentavel valoriza a responsabilidade social e econdmica, promovendo o bem-estar
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das comunidades locais envolvidas no cultivo e na extragdo desses recursos naturais,

assegurando um equilibrio entre o crescimento econdmico € a preservacao ambiental.

3.2. MERCADO DE OLEOS ESSENCIAIS: SETORES E PESQUISA

A demanda dos 6leos essenciais de forma global ocorre principalmente pelos seguintes
mercados: bebidas e alimentos (35%), fragrancias, cosméticos e aromaterapia (29%), uso
doméstico (16%) e farmacéutico (15%) (Barbieri; Borsotto, 2018). A industria de perfumaria
tem grande interesse na fragrancia dos Oleos essenciais, € mesmo com o surgimento de

moléculas sintéticas a demanda por matéria-prima natural ndo foi superada (Sharmeen, 2021).

Em relagdo as analises de mercado a principal dificuldade se encontra na gestdo dos
dados, pois muitos paises ndo divulgam as receitas de exportagdo ou emitem relatérios com
base diferente. Os Oleos essenciais também podem ser incluidos em outras categorias na
estrutura dos bancos, o que torna os modelos matematicos subestimados (Barbieri et al., 2018;

Bizzo; Rezzende, 2022).

Em 2022, os principais exportadores de Oleos essenciais (desterpenados ou ndo),
incluindo os resinoides; oleorresinas de extragao; solugdes concentradas de 6leos essenciais em
gorduras, 6leos fixos, ceras ou substancias analogas foram a india com US$ 879 milhdes, os
Estados Unidos com US$ 693 milhdes, o Brasil com US$ 425 milhdes, a Franga US$ 424
milhdes, e a China com US$ 407 milhdes (OEC, 2024). Esses dados também estdo de acordo
com a pesquisa de Bizzo e Rezzende (2022) que apontam esses paises como lideres em receita

e producdo em toneladas, este ultimo com a lideranc¢a do Brasil.

Bizzo e Rezzende (2022) listaram as principais espécies vegetais produtoras de dleo
essencial em nivel mundial a partir de dados da International Federation of Essential Oils and

Aroma Trades (IFEAT) e estao compiladas na tabela 2.

Apesar de haver uma corrida nos laboratdrios do mundo em busca de novos
componentes e espécies promissoras, alguns produtos a base de 6leo essencial presente nas
prateleiras ja tiveram eficicia testada. E o caso do PrevAM, um inseticida que tem como base
o0 0leo de laranja, e o Requiem que tem como base a mistura de trés monoterpenoides e ambos
se mostraram competitivos contra os inseticidas convencionais no combate a M. persicae ¢

Aphis gossypii em condigdes controladas (Isman et al., 2020).
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Tabela 2: Espécies comerciais de 6leo essencial e respectivos setores econdmicos

Oleo Essencial Quantidade (ton) Usos
Laranja (Citrus sinensis (L.) Osbeck e outras) 50.000-55.000 Bebidas, aromatizante
Menta japonesa (Mentha arvensis L.) 25.000-40.000 Aromatizante, mentol
Eucalipto (Eucalyptus globulus Labill.) 5.000-11.000 Aromatizante, medicamentos
Limao siciliano (Citrus limon (L.) Osbeck) 7.000-7.500 Bebidas, aromatizante
Hortela-pimenta (Mentha x piperita L.) 4.000-4.500 Aromatizante, higiene oral
Cravo, fOllRZZ:fy éy i’%ggfgf ticum (L.) 2.500-4.000 Fragrancias, aromatizante
Menta (Mentha spicata 1.) 2.000-3.700 Aromatizante, higiene oral
Cedro da Virginia (Juniperus virginiana L.) 2.000-3.500 Fragrancias
Citronela (Cymbopogon winterianus Jowitt ex 1.500-3.000 Fragrancias

Bor)

Fonte: Bizzo e Rezzende (2022)

Nos paragrafos seguintes serdo abordadas pesquisas com espécies comerciais ou com

potencial dentro de setores como controle bioldgico, alimenticio e farmacéutico.

Em relagdo ao controle bioldgico, Emamjomeh et al. (2023) investigaram o efeito do
oOleo essencial de E. globulus em larvas do terceiro estagio de Ephestia kuehniella (1epidoptera).
Tendo como principais constituintes o 1,8 cineol e para-cimeno, houve uma melhora no efeito
toxico em quatro vezes a mais. Os autores afirmam que a nano encapsulag¢do contribui para a
redugdo da volatilidade do dleo essencial, assim, os principios ativos sdo liberados de forma
gradual e a toxicidade as larvas se mantém ao longo do tempo reduzindo significativamente o

LCso em comparacdo com o 6leo essencial sem tratamento.

Uma preocupagdo atual para humanidade € a resisténcia de microrganismos aos
medicamentos, era imaginado que esse ponto chegaria, mas ha uma aceleragcdo desse processo
por conta do comportamento incorreto do ser humano com automedicagdo e despejo

inadequado impulsionando a sele¢do natural de microrganismos (Lim et al., 2024).

Nesse contexto, o uso dos 6leos essenciais tem sido uma linha de estudo na tentativa
de que sua associagio com antibiéticos melhore a permeabilidade da membrana plasmatica. E
o caso do trabalho de Iseppi et al. (2023) ao estudar E. globulus e Melaleuca alternifolia Chell
em Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, um antibidtico beta lactamico de pequeno

espectro pertencente ao grupo das penicilinas. Os Oleos foram testados em 3 linhagens da
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bactéria de forma individual, em associagdo com oxacilina, ¢ associagdo 6leos essenciais-0leos
essenciais. Em todos os tratamentos foi observado diminui¢do da carga de bactérias. A melhor
atividade sinergética foi observada na associacao do oleo essencial de E. globulus com oxacilina
e a interacdo entre os Oleos essenciais das duas espécies vegetais, ambos tratamentos
apresentando concentragdo inibitdria fracionada de 0,19. De forma geral foi concluido que ap6s
os tratamentos houve a danificacdo da parede celular da bactéria de forma irreversivel, com

liberacao de acidos nucleicos e proteinas.

Recentemente, Imane et al. (2020) conduziram um estudo relevante com bactérias
resistentes a antibioticos diversos e puderam constatar que o 6leo essencial de M. alternifolia
foi mais eficiente que o antibiotico cloranfenicol provavelmente pela grande concentracdo de

a-careno, o-pineno e terpinen-4-ol.

No combate aos fungos pode-se citar o trabalho de Kenfaoui et al. (2023). Os autores
avaliaram o efeito de seis Oleos essenciais em Diplodia mutila, Neoscytalidium
novaehollandiae, Trichothecium roseum, e Neopestalotiopsis vitis. Esses fungos atacam os
troncos de pés de uva e atingem diretamente a producao de vinhos e sucos. A maxima inibi¢ao
de crescimento ocorreu na concentragdo de 100 pL/mL e todos os Oleos tiveram efeito
significativo positivo. Para D. mutila, os melhores desempenhos foram de E. globulus, Mentha
spicata, € Rosmarinus officinalis com 81,37%, 80,08% e 53.75% de inibi¢do, seguindo a ordem.
Contra N. vitis, C. zeylanicum e L. latifolia apresentaram respectivos 91,75% e 74,95% de
inibicdo. N. novaehollandiae foi mais suscetivel ao Oleos essenciais de R. officinalis com
78,70% de inibicao. 7. roseum foi o fungo que sofreu expressiva agdo inibitdria com todos os
oleos testados, mesmo em baixas concentragdes. E. globulus mostrou redug¢do no crescimento

de micélio nos quatro fungos em diferentes concentracoes.

Segunto Santos et al. (2023) o o6leo essencial de Citrus sinensis, a espécie mais
produzida em toneladas como mostrado na tabela 1, ¢ composto principalmente por limoneno
independentemente da variedade, apresentando maior concentragao desse ativo no epicarpo
(80% a 95 %). Maiores concentragdes foram observadas em extragdes que misturaram as cascas
e folhas (Sharma; Tripathi, 2006; Singh et al., 2010; Zhang et al., 2019; Magalhaes et al., 2020;
Matuka et al., 2020). O limoneno, mirceno, a-pineno e sabineno sdo compostos que
permanecem nas cascas mesmo apds métodos de secagem e hidrodestilagao. Magalhaes et al.
(2020) também constataram atividade antifungica desse Oleo essencial contra Aspergillus
carbonarius e Aspergillus flavus inibindo seu crescimento a 125 pg/ml. Porém os pesquisadores

ndo encontraram atividade antioxidante para os métodos ABTS e DPPH. Em contrapartida,
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Manzur et al. (2023) analisaram a atividade antioxidante do 6leo essencial de Citrus sinensis

neutralizou radicais livres e concluiram seu potencial na preservagdo de produtos alimenticios.

O género Mentha oferta uma extensa variedade de possibilidades de uso para as
industrias alimenticias e nutracéuticas por conta de métodos de cultivos bem estabelecidos e
pelo valor medicinal de seus compostos quimicos. A geragdo de espécies de oxigénio reagentes
(ROS), citotoxicidade, atividade antioxidante, antidiabética e antimicrobiana de extratos
fermentados de Mentha arvensis corroboram a seguranca de medicamentos ¢ alimentos sem
efeitos colaterais. (Asghar et al., 2022). O principal constituinte do seu 6leo essencial ¢ o
mentol, e pode ser identificado a-pineno, B-pineno e mirceno em menores percentagens. Pode
ser encontrado também limoneno, pulegona, isomentona, mentil acetato, sabineno e isomentol

(Asghar et al., 2022; Truong et al., 2022; Singh et al., 2023).

De forma geral, os 6leos essenciais tém problemas para manter sua integridade devido
a sua facil volatilizacdo. Dentre as estratégias para se mitigar esse efeito negativo se encontra a
encapsulacdo que pode ser definida como o processo de encapsular uma substancia dentro de
outra e se subdivide em duas classificagdes de acordo com o tamanho da particula:
microencapsulacdo e nano encapsulacdo. A técnica consiste em utilizar um fluido que pode ser
uma solucdo, emulsdo ou suspensao contendo o nucleo e o material que constituira a parede e
apods o processo se obtém microcapsulas com 6leo no interior e pode ser usada para encapsular
aromatizantes, lipidios e pigmentos (Martins et al., 2014). Truong et al. (2022) optaram pelo
método de secagem por spray (spray drying) por conta da simplicidade e eficiéncia. Para essa
espécie as melhores condi¢des foram: concentracido de material para a parede de 25% (w/w), a
concentracdo de oOleo essencial de 1,5% (w/v) através do método de homogeneizacdo, a
temperatura de entrada a 140 °C e taxa de alimentacgdo de fluxo de 8 mL/min. A maior eficiéncia
de microencapsulagdo foi de 98% e se observou aumento na quantidade de Mentol que passou
de 52,1% para 62,7%. Os autores afirmam que esse aumento pode ser em decorréncia do
desaparecimento de neoisomentol, pulegona, B-Bourbonene e nerolidol por conta da alta

temperatura.

Outra técnica alternativa e que visa o aumento do rendimento de 6leos essenciais € o
uso de agua defumada derivada de plantas (PDSW — Plant-derived smoke water) e karrikinolide
que interfere na atividades fisioldgicas e composi¢ao dos bioativos do 6leo essencial. Singh et
al. (2023) utilizou essa técnica com Mentha arvensis onde a fumacga foi criada a partir da

combustdo da palha de trigo e incorporada em agua destilada em 4 concentragdes diferentes.
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Dentre os resultados, foi observado o aumento nos tricomas glandulares e nos estdmatos e
consequentemente resultou na producdo de mais dleo essencial. PDSW (1:500 v/v) aumentou
os tricomas glandulares em 24,75% em relagdo ao controle e o karrikinolide (1078 M) em 17,32
%. Além disso, a cromatografia mostrou ganho de 29,94% e 25,42% respectivamente na
percentagem de mentol.

Eucalyptus spp compde um género vegetal de notorio interesse economico devido ao
seu rapido crescimento, qualidade do fuste para fins madeireiros e industria de celulose, além
de se poder extrair 6leo essencial. O seu principal composto de interesse € o 1,8 cineol, também
chamado de eucaliptol, além de limoneno, terpinen-4-ol, a-pineno, B-pineno, mirtenol, canfeno
entre outros em menores quantidades (Silvestre et al., 1997; Boukhatem et al., 2020; Kenfaoui
et al., 2023). Os extratos de suas folham apresentam propriedades antissépticas e auxiliam no
combate de doengas respiratorias do trato superior e doengas cutaneas por ser antifingico,
bactericida e larvicida. Devido ao seu aroma agradavel ¢ utilizado como aromatizante e
absorvido pela industria de cosméticos (Elzayyat et al., 2018; Shala; Gururani, 2021; Mehta;
Sharma, 2022).

Em relacao aos cosméticos pode-se citar também o trabalho de Almeida et al. (2022),
onde se utilizou o hidrolato em membrana nano celuldsica de bactérias para a obtencdo de ativos
anti-aging para a formulacdo de produtos voltados para o skincare, a escolha da matéria prima
¢ interessante porque hidrolato costuma ser visto como residuo e descartavel o que leva o nao
aproveitamento de toda a potencialidade quimica da hidrodestilagdao. Os resultados foram
promissores pois as membranas impregnadas com hidrolato apresentaram boas propriedades

mecanicas em rigidez e elasticidade, além de boas métricas para atividade antioxidante.

Como visto, os 0leos essenciais desempenham um papel crescente no mercado por
conta da sua versatilidade que tem sido explorada em diversas aplicagdes, o que ressalta sua
importancia econdmica e funcional. No entanto, apesar de sua popularidade, ainda ha uma
necessidade urgente de novas pesquisas que investiguem de forma mais aprofundada os
mecanismos de acdo, seguranca de uso, e potenciais terapéuticos de componentes especificos
dos oleos essenciais. Isso € crucial para validar cientificamente suas aplicagdes e desenvolver
novos produtos mais eficazes e seguros, assegurando sua viabilidade sustentdvel no mercado a

longo prazo.
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3.3. INFLUENCIA DO PRE-TRATAMENTO NO PROCESSO DE EXTRACAO DE
OLEOS ESSENCIALIS.

O pré-tratamento ¢ uma etapa fundamental na extragdo de 6leos essenciais € tem como
objetivo otimizar a eficiéncia do processo de extracdo e a qualidade do produto. Esta fase
envolve diversas técnicas que podem incluir desde métodos fisicos, como a trituragdo e secagem
das plantas, até tratamentos quimicos, como a aplicacao de solventes e enzimas. Recentemente,
estudos tém demonstrado que a aplicagdo de ultrassom durante o pré-tratamento pode aumentar
significativamente a extracao de compostos bioativos, melhorando o rendimento e a pureza do
6leo essencial (Wang et al., 2023). Além disso, a utilizagdo de micro-ondas tem se mostrado
uma alternativa promissora, reduzindo o tempo de extracao e preservando as caracteristicas
sensoriais e quimicas dos 6leos (Gavahian et al., 2022). Esses avancos tecnoldgicos ndo apenas
aumentam a eficiéncia do processo, mas também contribuem para a sustentabilidade, ao reduzir
o consumo de energia ¢ solventes (Zhang et al., 2021). Assim, o desenvolvimento e a
implementa¢dao de técnicas de pré-tratamento sdo cruciais para a evolugdo das praticas de
extracdo de Oleos essenciais, garantindo produtos de alta qualidade e processos mais

sustentaveis. A seguir serao abordados os pré-tratamentos de forma mais detalhada

3.3.1. Pré-Tratamento: Secagem

Dentre as diversas possibilidades de pré-tratamento esta a variacdo de temperatura de
secagem, um método eficaz para aumentar a vida util do produto retardando o crescimento de
microrganismos e impedindo certas reagdes bioquimicas que podem alterar as caracteristicas

organolépticas (Diaz-Maroto et al., 2004; Osae et al., 2021).

No entanto, esse processo pode afetar negativamente o rendimento do 6leo essencial por
conta da degradacdo de componentes que sdo bastante sensiveis a temperatura. Argyropoulos e
Miiller (2014) propdem que em relagdo a degradacdo dos componentes, a ocorréncia depende
do ponto de ebuli¢do, portanto no caso do seu estudo com o 6leo essencial de M. officinalis os
seus principais constituintes geraniol, citronelol e neral, ndo apresentaram perda de qualidade
pois o ponto de ebuli¢do de seus componentes esta entre 208 °C e 260 °C. Entretanto mudancgas
estatisticamente significativas podem acontecer no nivel de composi¢ao quimica trazendo
vantagens sobre substancias de interesse econdmico. Isso se observou por exemplo no

experimento conduzido por Blanco e Bovi (2000) com alecrim (Rosmarinus officinalis L.) onde
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as médias da porcentagem de a-pineno, mirceno e canfora diferiram em fun¢ao do aumento de
temperatura (40, 60 e 80 °C), sendo que o a-pineno reduziu em quantidade enquanto os outros
dois aumentaram. Em adi¢ao, Carvalho Filho et al. (2006) utilizando as mesmas temperaturas
para Ocimum basilicum L. encontraram comportamento similar para a concentracao de canfora
em temperaturas mais elevadas e em ambos os trabalhos o rendimento do o6leo essencial

diminuiu com a elevacao do calor.

Ebadi et al. (2015) ao trabalhar com secagem através de estufa, de congelamento, a
vacuo e a sombra observaram que algumas substancias poderiam estar ausentes ou presentes a
depender do método para o o6leo essencial de Lippia citriodora Kunth. O a-pineno s6 foi
detectado no tratamento com secagem a vacuo na temperatura de 60 °C; ja o nerol s6 esteve
presente quando a secagem foi a sombra ou na estufa a 40 °C. Pirbalout et al. (2013) afirmam
que as mudangas e o surgimento de novos constituintes podem ocorrer principalmente por conta

de reacdes de oxidagao, hidrolise por glicosideos e esterificacao.

Mashkani et al. (2018) ao pesquisar pré-tratamentos térmicos do 6leo essencial de
Thymus daenensis Celak, reportaram a diminuicdo da quantidade de monoterpenos
hidrocarbonatos, como a-tujeno, a-pineno, mirceno, o € y-terpineno, para-cimeno e 1, 8- cineol
em relacdo a testemunha, com exce¢do de quando submetidos a secagem em estufa a 35 °C. Os
autores também observaram que houve mais processos de conversdo de terpenos
hidrocarbonados para oxigenados, o que pode ser explicado pelas vias de biossintese do timol

e carvacrol.

Os valores absolutos dos componentes por si so sdo insuficientes para se fazer um juizo
de valor, isso depende do contexto e da finalidade do 6leo essencial. Por exemplo, o a -pineno
¢ um composto que tem grande aplicacdo em medicamentos para tratamentos respiratorios e
intestinais, j4 o mirceno ¢ utilizado como anti-inflamatorio e analgésico, entdo pode-se
manipular a temperatura com o fim de otimizar um ou outro componente para determinado uso
(Argyropoulos; Miiller, 2014; Lopes et al., 2022). Vale ressaltar que outras varidveis como a
intensidade e tempo de exposicao a luz podem afetar a quantidade de um mesmo composto
dentro da mesma espécie ou diferentes devido a processos de reagdo oxidativa, temperatura de

ebulicdo, isdmeros entre outros.

A taxa de aquecimento ou de secagem ¢ um parametro que também pode afetar no
rendimento dos oOleos essenciais. Khater et al. (2024) ao trabalhar com a espécie Origanum

majorana L. observaram que a taxa de secagem também teve interacdo com as dimensdes do
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material, mais especificamente com a espessura das folhas. Os resultados indicaram que a taxa
de secagem diminui com o aumento da espessura da camada e a temperatura durante o periodo
experimental. Os autores também observaram maior rendimento no o6leo extraido apds a

secagem com equipamento solar (2,91%) do que o extraido por estufa (1,07%).

Karami et al. (2024), pesquisaram a influéncia da secagem para Artemisia dracunculus
L. e concluiram que a secagem feita em baixas temperaturas apresentaram maior rendimento
de oleo essencial. O menor tempo para reduzir a umidade para 12% foi de 180 minutos a 70° e
ventilagdo a 2 m/s. A velocidade de ventilagao também foi avaliada em 1 e 1,5 m/s, porém nao

houve diferenca estatisticamente significativa entre esses dois valores.

Como foi visto, a secagem também pode ser feita por aparatos menos convencionais que
estufas, na literatura pode-se encontrar experimentos conduzidos com micro-ondas, raio
infravermelho, secador solar etc. A secagem de plantas medicinais ao sol pode ser prejudicial
pois o processo de foto decomposicdo ocorre intensamente, degradando os componentes
quimicos e ocasionando alteragdes de cor, sabor e odor das partes vegetais. Isso porque ha a
possibilidade de compostos insaturados passarem por reagdes fotoquimicas de ciclo adicao,
como observado em muitos dienos conjugados resultando na formacao de diversos produtos

(Hendrickson; Hammond, 1970; Martins et al., 2000; Khater et al., 2024).

3.3.2. Pré-Tratamento: Micro-ondas e ultrassom

A extragdo de oOleos essenciais por micro-ondas ¢ uma técnica moderna que vem
ganhando destaque por sua eficiéncia e sustentabilidade em comparacdo aos métodos
tradicionais como a destilagdo a vapor e extragdo com solventes. Esta técnica utiliza radiacao
eletromagnética no espectro de micro-ondas para aquecer seletivamente o material vegetal,

resultando em uma liberacdo mais rapida e eficiente dos 6leos essenciais (Kant et al., 2022).

A eficiéncia da técnica de extragdo com micro-ondas esta fundamentada em dois
principais fendmenos fisicos: o aquecimento dielétrico e a eficiéncia térmica localizada. No
primeiro fenomeno as micro-ondas interagem diretamente com as moléculas polares de agua
presentes no interior das células vegetais. Este aquecimento ¢ extremamente rapido e
localizado, fazendo com que a 4gua dentro das células se vaporize rapidamente. Como
resultado, a pressdo interna aumenta, rompendo as paredes celulares e liberando os 6leos

essenciais. Essa capacidade de aquecimento seletivo e localizado ¢ um dos fatores que explica
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o aumento no rendimento da extragdo em comparagdo a métodos tradicionais. Em relagdo a
eficiéncia térmica localizada ao contrario de técnicas como a destilagdo a vapor, onde o calor ¢
fornecido de fora para dentro, o micro-ondas aquece as moléculas de 4gua dentro do material
vegetal, 0 que minimiza a perda de energia para o ambiente. Isso também resulta em uma
extragdo mais rapida e eficiente dos compostos volateis que compdem o 6leo essencial

(Boutemtam et al., 2020; Drini¢ et al., 2020; Dewi et al., 2022).

A extracdo de Oleos essenciais com ultrassom, também conhecida como extragao
assistida por ultrassom (UAE - Ultrasound-Assisted Extraction), ¢ uma técnica que tem
ganhado popularidade devido a sua eficiéncia, rapidez e menor impacto ambiental em
comparagao aos métodos tradicionais. O uso de ondas ultrassonicas provoca fendmenos fisicos
que aumentam a liberacdo dos compostos volateis, como os 6leos essenciais, das células
vegetais. O ultrassom utiliza ondas sonoras de alta frequéncia (geralmente entre 20 kHz e 100

kHz) para promover a extracao (Jafari et al., 2022; Gavrila et al., 2023; Chen et al., 2024).

A degradacdo das glandulas celulares pode ser evidenciada por microscopia de

varredura como feito em Farhat et al. (2009) de acordo com a figura a seguir:

Figura 1: MEV das flores de Lavandula angustifolia com ultrassom
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A: Glandulas secretoras sem pré-tratamento. B: Glandulas degradadas apds uso do ultrassom.
Fonte: Fahrhat et al. (2009).

Dois principios fisicos sdo fundamentais para a eficacia desse método: a cavitagao
acustica e agitacdo mecanica. No primeiro as ondas ultrassonicas atravessam um meio liquido
(como uma solucao contendo o material vegetal), formam-se bolhas de vacuo ou microbolhas
devido a alternancia de ciclos de compressdo e rarefacdo. As bolhas podem ser estdveis ou
transitorias. As bolhas transitorias tém um papel crucial neste contexto, pois sdo responsaveis

por desencadear reagdes soniquimicas. Elas sofrem repetidos ciclos de expansdo e contragdo
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até que se tornem instaveis e se fragmentem em bolhas menores. Eventualmente, essas bolhas
colapsam e implodem, gerando o fendmeno conhecido como sonoluminescéncia. Esse colapso
provoca uma elevacao significativa de pressao (chegando a 1000 atm) e temperatura (até¢ 5000
K) no ambiente. Esses processos culminam na cavitagao acustica, o principal mecanismo que
impulsiona a extracdo de 6leos essenciais de materiais vegetais por ultrassom. No segundo
principio, além da cavitag¢do, o ultrassom também promove uma agitagdo intensa no liquido.
Essa acdo mecanica melhora a difusdo dos compostos volateis para o solvente que estd sendo
usado para coletar o 6leo essencial, aumentando a taxa de transferéncia de massa e acelerando

o processo de extragdo (Hallez et al., 2016; Khalid et al., 2024).

Os dois pré-tratamentos podem ser utilizados em conjunto, como no trabalho de
Karimi et al. (2020) com extra¢do sequencial associada ultrassom-micro-ondas (SUMAE). Essa
técnica combina ondas ultrassonicas e energia de micro-ondas, onde o ultrassom ¢ utilizado
como pré-tratamento. Esse método foi utilizado para extrair 6leo essencial de Zataria
multiflora, com as condigdes otimizadas por metodologia de superficie de resposta (RSM) e o
desenho composto central (CCD). A atividade antioxidante e antibacteriana do 6leo essencial
extraido foi investigada e os resultados comparados com o método de extragdo assistida por
micro-ondas (MAE). O SUMAE resultou em um maior rendimento de 6leo essencial (0,812%)
em relagdo ao MAE (0,6%) e apresentou menor impacto ambiental, como emissdes de CO: e
consumo de energia. Além disso, o 6leo extraido pelo SUMAE mostrou maior atividade

antioxidante, tornando-o uma técnica verde e segura para a extragdo de o0leos essenciais.

Em outro estudo conduzido por Chen et al. (2020), o ultrassom foi aplicado como pré-
tratamento em folhas de Perilla frutescens antes da hidrodestilagdo assistida por micro-ondas
(UP-MAHD) para extragdo de Oleos essenciais. Foi observado que o pré-tratamento com
ultrassom aumentou significativamente o rendimento do 6leo essencial e a porcentagem de
compostos oxigenados, devido a sinergia entre o ultrassom e a irradiagdo por micro-ondas. A
analise revelou que o 6leo essencial era rico em cetona de perila (80,76%) e mostrou alta
atividade antioxidante e citotoxicidade contra células cancerigenas. No geral, essa técnica
melhora o rendimento e a atividade biologica dos 6leos essenciais, sendo uma alternativa

promissora para a utilizacdo eficiente de P. frutescens e outras plantas.

Yu et al. (2020) fizeram um experimento para investigar as influéncias do pré-
tratamento por ultrassom e do pré-tratamento por micro-ondas sobre a cinética de extragao,
composi¢ao quimica e atividade antioxidante do 6leo essencial da casca de quinca obtido por

hidrodestilacdo. Os dois pré-tratamentos diminuiram o tempo de extracdo, aumentaram o



32

rendimento e a atividade de eliminagao de radicais DPPH, mas ndo afetaram significativamente
a composicao quimica do o6leo essencial em relacdo a hidrodestilagdo tradicional. Diversos
trabalhos reportam aumento na atividade antioxidante em func¢do do aumento de compostos

oxigenados ao utilizar esses pré-tratamentos (Radivojac et al., 2020; Mukherjee et al., 2023).

A extragdo por ultrassom e micro-ondas traz vantagens significativas, como maior
rapidez e eficiéncia em comparagdo aos métodos tradicionais, muitas vezes ocorrendo em
minutos, além de menor consumo de solventes, tornando os processos mais ecologicos e
sustentaveis. Ambas as técnicas operam a baixas temperaturas, o que preserva compostos
volateis e bioativos sensiveis ao calor. No entanto, ha limitagdes, como a necessidade de
equipamentos especializados para ultrassom e micro-ondas, que podem ter um custo inicial
elevado, além da possibilidade de que a cavitagao intensa ou o aquecimento localizado alterem
a estrutura de alguns compostos volateis, o que pode ser indesejavel em determinadas

aplicagoes (Richa et al., 2020; Ye et al., 2023).

3.3.3. Pré-Tratamento: Digestio Enzimatica

Os vegetais apresentam até quatro vezes mais a capacidade de gerar metabolitos
secundarios do que outros organismos. Dentre essas substancias se encontram os terpenos que
sdo compostos volateis, uma classe caracteristica por facil difusdo no ar em concentragdes
suficientes para ser percebida por outros seres vivos, fato que acontece ndo somente pelo peso
molecular, mas também por sua facilidade de criar pontes de hidrogénio. No entanto, no ponto
de vista antropogénico os Oleos essenciais sdo produzidos em tecidos escassos quando
comparado a parte total da base de matéria seca, sendo principalmente as sementes, flores,
galhos e raizes. E comum que o constituinte principal do 6leo seja acima de 40% e isso ndo
necessariamente significa que seja algum que tenha valor ou aplicagdo para o ser humano

(Gounaris, 2010).

Dentro desse contexto, o uso de biotecnologia tem se tornado um alvo em pesquisas
com o intuito de superar a limitag@o do teor de 6leos essenciais e para este trabalho em especial,
o uso de enzimas. Elas sdo amplamente utilizadas em pesquisas para o tratamento de residuos
da agricultura e para a conversao de biocombustiveis (Kashyap et al., 2000; Zhang et al., 2006).
Basicamente elas atuam na parede celular na digestao e liberando para o meio 6leo essencial

que sem esse processo poderia ficar retido nessas estruturas mesmo apds a hidrodestilagdo ou
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qualquer outro método de extracdo (Cassini 2010; Dos Santos Reis, 2015). Essa parede ¢

composta por polissacarideos, proteinas, compostos fendlicos e sais minerais.

A celulose é o polissacarideo mais abundante do planeta. E composta por polimeros
nao ramificados de homo polissacarideos formados por cadeias longas de -D-glucopiranose
unidas por ligagdes glicidicas do tipo f(1—4). A Celluclast 1.5 L possui atividade declarada de
700 EGU/g que hidrolisa ligacbes (1,4)-beta-D-glicosidica em celulose e outros beta-D-
glucanas. A celulose é recalcitrante para varios solventes, incluindo a agua. Porém os produtos
formados da digestdo enzimatica como a celobiose e 0s monémeros de aglcar sao sollveis em
agua (Alves et al., 2016; Etale et al., 2023). A figura 2 a seguir esquematiza 0os componentes da

parede celular vegetal e traz a representacdo da estrutura do polimero.

Segundo Mwaurah et al. (2019), a hidrélise enziméatica em processos de extracdo em
meio aquoso normalmente possui mais vantagem porque a dgua leva mais tempo para degradar
a parede celular das estruturas que secretam e armazenam material vegetal oleoso, resultando
em um processo menos eficiente no rendimento. Por outro lado, o meio aquoso facilita a
remocao de fosfolipideos concorrentes e elimina o processo de degomacao de 6leos. Os autores
também denominam o pré-tratamento enziméatico como ecofriendly pois pode ser alternativa
para 0 uso de solventes nocivos como hexano e n-hexano que possuem alta toxicidade e

potencial de poluicdo atmosférica (Potrich et al., 2020).

Figura 2: Representagdo esquematica da parede celular vegetal e seus componentes
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O produto da enzimolise sdo moléculas de celobiose e mondmeros de agtcar.
Fonte: Adaptado de Kannan e Jasra (2011) e Etale et al. (2023).
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Atualmente a celulase ¢ uma enzima de alto custo aquisitivo e suas formas comerciais
normalmente sdo feitas a partir de fungos do género Trichoderma e Aspergillus (Cherry;
Fidantsef, 2003). Zhang et al. (2006) afirmam que os mecanismos que envolvem a hidrolise
enzimatica da celulose tém acdo sinergética de endoglucanase, exoglucanase ou
celobiohidrolase (CBHI) e beta glucosidase. As endoglucanases hidrolisam f-1,4-
intramolecular acessivel em ligagdes glicosidicas de cadeias de celulose de maneira aleatoria
para produzir novas pontas na cadeia; exoglucanases gradualmente clivam as cadeias de
celulose nas extremidades para liberar celobiose ou glicose soluveis; B-glicosidases hidrolisam
celobiose em glicose, a fim de eliminar a inibicdo da celobiose. A a¢do combinada de
endoglucanases e exoglucanases modificam a topografia da molécula causando aumento na
velocidade da taxa de hidrdlise. Salleh e Murad (2016) utilizando Celluclast®, uma enzima
comercial, demonstraram que sua acao resultou na producao de trés agucares principais: xilose,

glucose e uma pequena quantidade de celobiose, além de galactose e arabinose.

A hidrodestilacao assistida depende de propriedades intrinsecas da enzima escolhida
gue encadeiam reacfes com acuracia em sitios ativos especificos, ainda que a hidrélise ocorra
de forma aleatéria. O aumento de rendimento ocorre por conta da quebra da parede celular
vegetal liberando o material intracelular para o meio externo (Nadar et al., 2018).

Li et al. (2024) utilizaram o 6leo essencial de alecrim em ensaios de extracao assistida
por enzimas. Esse vegetal ¢ amplamente reconhecido como aromatizante alimentar e erva
tradicional, além de possuir potencial atividade antioxidante. No entanto, sua baixa taxa de
rendimento. Neste estudo, foi utilizado um método de extragdo assistida por pré-tratamento
enzimdtico com celulase acida (>10.000 U/g), utilizando o design Box-Behnken (BBD) e
modelos de metodologia de superficie de resposta (RSM). O rendimento otimizado (4,10%) do
oleo essencial foi registrado nas seguintes condi¢des Otimas: quantidade de enzima 1,60%, pH
da digestdo enzimatica 5,0, temperatura da digestdo enziméatica 46,50 °C e tempo de digestdo

enzimatica 1,7 h.

Outra enzima muito utilizada para a degradagdo da parede celular ¢ a pectinase. Elas
sdo definidas como um mix enzimatico que hidrolisam substancias peptidicas em plantas e
micrébios. A pectina tem papel no crescimento da célula e sua senescéncia, além de participar

do amadurecimento de frutos e processos de abscisdo (Haile; Ayele, 2022).

Baby e Ranganathan (2016) realizaram um experimento com quatro enzimas no 6leo

essencial de Foeniculum vulgare: celluclast, pectinex, protease e viscozyme. Todos os pré-
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tratamentos apresentaram melhorias no rendimento do 6leo em relagdo ao controle apds
otimizagdo, sendo os maiores valores para viscozyme com aumento de 22,5% e celluclast
15,8%. Dentre os principais compostos aromaticos, o D-limoneno foi o que apresentou
diferenga estatistica em todos os pré-tratamentos, onde a maior ganho foi decorrente da
celluclast, passando de 4,68% no controle para 10,69%. Foi constatado também ganho
significativo nos outros compostos como o -pineno e trans-anetol, sendo este ultimo o seu
constituinte majoritario e cujo melhor tratamento foi com viscozyme. Os autores também
observaram as rupturas em nivel celular através de analise de microscopia de varredura (MEV),
figura 3, e ressaltam a ligagdo dos dados obtidos com as caracteristicas fisico-quimicas da
parede celular, ou seja, esses resultados podem variar de acordo com a espécie pois um mesmo
composto pode apresentar inimeros isdmeros e, portanto, varias possibilidades de intera¢do

entre enzima e substrato.

Figura 3: MEV da semente de Elettaria cardamomum com digestdo enzimatica

i :
:\ 20kV X500 50pm 0001 1148 SEI 20kV X500 50pm 0001 1148 SEI

A - controle. B — pectinase
Fonte: Baby; Ranganathan, 2016.

Allay et al. (2024) fizeram uma pesquisa com o objetivo de avaliar a eficiéncia da
extracdo enzimatica aquosa na obtengdo de dleo das sementes de canhamo (Cannabis sativa
L.). Para maximizar o rendimento do 6leo, foram otimizados os pardmetros da extracao assistida
por enzimas, incluindo pH, concentragdo de enzimas (hemicelulase, protease e pectinase),
temperatura e tempo de incubagdo. Os autores utilizaram a metodologia de superficie de
resposta com um design de composto central. Para comparagdo, também foi aplicado o método
de extracao por solvente (Soxhlet). As condigdes ideais de hidrdlise envolveram uma incubagao
de 4 horas a 60°C com um pH de 6,5, utilizando uma preparagcao multienzimatica com protease,
hemicelulase e pectinase nas concentragdes de 55, 202,5 e 234 U/mg, respectivamente.
Comparando-se com a extragdo convencional Soxhlet, a extracdo enzimatica aquosa alcangou

incremento de 6leo de 30,65% sob os parametros otimizados mencionados. A aplica¢do de
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enzimas resultou em um o6leo mais estavel contra a oxida¢do do que o 6leo extraido com
solvente, apresentando um valor de peroxido de 19,54 e 47,87 meq O2/kg, respectivamente.
Além disso, a analise de HPLC-DAD do conteudo de tocoferol revelou um teor total de
tocoferol mais elevado (547,2 mg/kg) na extracdo enzimatica aquosa em comparagdo com a
extracdo por Soxhlet (513,51 mg/kg), com y-tocoferol como a forma predominante. Nao houve
diferengas significativas na composicao de acidos graxos entre os dois métodos de extracdo,
com o acido linoleico e o acido alfa-linolénico sendo os principais constituintes. Embora a
extracdao enzimatica de 6leo das sementes de canhamo tenha sido bem-sucedida, a recuperagao

de o6leo observada foi menor do que a obtida pelo método de extragdao Soxhlet.

Taiwo et al. (2024) produziram xilanase ¢ pectinase por fermentagdo em estado solido
e posteriormente utilizou essas enzimas no pré-tratamento da extragdo de oleo essencial de
cebolas trituradas (Allium cepa). Os resultados mostraram que o uso de enzimas aumentou o
rendimento de 6leo essencial em 171%. A xilanase e a pectinase funcionam de forma 6tima em
pH 5,5 e 4,0, respectivamente, e a uma temperatura de 60 °C. Os principais componentes
identificados no dleo essencial de cebolas ndo tratadas foram principalmente acidos organicos
seguido por compostos contendo enxofre. Ja o perfil do 6leo essencial das cebolas pré-tratadas
com xilanase indicou a presenca de 15 compostos, sendo o lupeol (38,41%) o constituinte
majoritario, seguido por hidrocarbonetos (15,6%) e compostos organossulfurados (15,5%). No
o6leo essencial obtido dos substratos tratados com enzimas mistas foram identificados a presenca
de 24 compostos, sendo os organossulfurados os principais componentes, representando 78%
do contetido do oleo essencial. Ja o 6leo essencial obtido com pectinase indicou a presenca de
12 compostos, sendo os compostos organossulfurados os constituintes dominantes. Os
pesquisadores também observaram que os substratos tratados com pectinase apresentaram a

maior quantidade de ésteres.

Zhang et al. (2022) estudaram o rendimento do 6leo essencial da casca de pomelo
(Citrus maxima ‘Shatian Yu’) através de micro-ondas e digestdo por pectinase. Foram
identificados 23 compostos no 6leo essencial da casca por GC-MS. O limoneno, frenbuteno e
laureno no representaram 79,31%, 4,72% e 3,46%, respectivamente. O rendimento do dleo
essencial das cascas pré-tratadas com pectinase em concentragdes variando de 20—100 mol por
unidade de tempo foi de 4,71-6,45 mL/kg de matéria seca, enquanto o rendimento das amostras
nao tratadas foi de 4,38 mL/kg. O rendimento foi proporcional a duracdo da irradiagdo por

micro-ondas e aumentou significativamente na faixa de poténcia de micro-ondas de 235-385
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W. As condigdes o6timas foram: adicdo de 69,17 mol/g de pectinases, uso de 651,42 W de

poténcia de micro-ondas e tempo de extra¢do de 43,84 minutos.

A combinagdo de enzimas com tecnologias modernas (ultrassom, micro-ondas,
supercritica, liquidos i6nicos) pode ser desenvolvida para explorar as vantagens de ambas as
técnicas na extragao de biomoléculas. A aplicag@o de técnicas de extracao hibridas pode reduzir
o tempo de extracdo e proporcionar rendimentos ainda melhores, tornando o processo mais

sustentavel (Nadar et al., 2018).

3.4. OLEOS ESSENCIAIS E POTENCIAL ANTIOXIDANTE

Os antioxidantes sdo compostos capazes de retardar ou diminuir a oxidagdo de um
material oxidavel, mesmo quando usados em pequenas quantidades (<1%, comumente 1-1000
mg/L) em comparagdo com a quantidade do material que precisam proteger (Amorati et al.,
2013). Em paralelo ¢ importante conceituar a autoxida¢do ou peroxidacdo, onde segundo
Baschieri e Amorati (2021) ¢ a reagdo espontanea de moléculas organicas com Oz que leva a
formagao de peroxidos, epoxidos, aldeidos e cetonas, bem como a fragmentos de quebra mais

simples ou a polimeros insoluveis.

A oxidacao na membrana celular ocorre por meio de uma reagdo em cadeia de radical
mediada por radicais peroxila (ROOe¢) que ocorre simultaneamente a autoxida¢do de

hidrocarbonetos (Valgimigli; Pratt, 2012).

Desde o inicio do século 20 a peroxidagio lipidica (PL) tem sido investigada. E um
processo que consiste na absor¢ao de oxigénio molecular por lipidios expostos ao oxigénio e
apresenta uma notavel semelhanga com a autoxidag¢do de hidrocarbonetos (Porter, 1986). Na
natureza, os produtos formados a partir da oxida¢do primaria de compostos volateis sdo
chamados de hidroperdxidos. Como exemplo hd o a-pineno, que comumente ¢ emitido de
coniferas e € o monoterpeno mais abundante na atmosfera desempenhando um papel

fundamental no crescimento de particulas nesse meio (Pavlica et al., 2021).

De acordo com Valgimigli (2023), a PL ¢ uma reagao em cadeia radical composta por
trés etapas candnicas: iniciagdo, propagacdo e término. A figura 4 apresenta um resumo
utilizando Acidos Graxos Poli-insaturados (PUFAs) como o substrato oxidavel prototipico. Os

PUFAs sdo os principais alvos do ataque de espécies reativas de oxigénio ou de radicais livres.



38

A oxidagdo desses lipidios em humanos pode acometer varias doengas, como aterosclerose,
cancer, diabetes e disturbios neurodegenerativos por conta da agregagdo de biomoléculas
danificadas as proteinas resultando em deformidades no dobramento de oligdmeros (Yin;

Porter, 2005; Butterfield, 2020; Tuchi et al., 2021).

O processo ¢ iniciado por uma espécie de radical que, independentemente de sua
origem ou estrutura, ¢ capaz de reagir com o substrato lipidico RH (mais comumente por
abstracdo de atomo de hidrogénio) para produzir um radical alquila Re, que ird reagir com
oxigénio a uma taxa controlada por difusdo para formar um radical peroxila (ROO¢). O radical
HOOQOe, a forma protonada do anion superdxido, desempenha um papel importante na
propagacdo e término da peroxidacdo lipidica em sistemas ndo aquosos. No entanto,
diferentemente dos radicais alquilperoxila (ROQO¢), que tém apenas capacidade oxidante, o

HOO- possui uma atividade oxidante e redutora de duas faces (Baschieri et al., 2023).

O radical HOO- pode ser formado pela fragmentagdo de radicais ROOe provenientes
de aminas, alcoois, alquenos substituidos e pode estar presente em baixas concentragcdes em
muitos sistemas oxidantes. Ciclicamente, ROOe- ataca outra molécula do substrato para produzir
um hidroper6xido ROOH (o substrato oxidado) e outro radical. A reagdo em cadeia prossegue
por muitos ciclos antes que duas espécies radicais terminem incidentalmente uma a outra em
um chamado passo de termina¢do. O niimero de ciclos que ocorrem entre a iniciagdo e a
terminagdo ¢ chamado de "comprimento da cadeia" (Amorati et al., 2013; Baschieri et al.,

2023).

Como produto da reacdo em cadeia sdo formados os peroxidos lipidicos. Eles sao
moléculas estaveis o suficiente para persistir e difundir nas bicamadas lipidicas, porém sao
propensos a degradacdo. Esses produtos de degradacao frequentemente sao reativos € podem
ser amplamente divididos em duas classes: acidos hidroxilicos e aldeidos reativos (Gaschler;

Stockwell, 2017).

De acordo com Borgohain et al. (2015), existem dois caminhos para o sequestro de
radicais livres. O primeiro ¢ a transferéncia de atomo de hidrogénio (HAT) que se baseia na
visdo classica de um antioxidante doar um atomo de hidrogénio para formar compostos mais
estaveis. Esse tipo de intera¢do ¢ mais relevante na capacidade de quebra da cadeia mencionada

anteriormente.
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Figura 4: Peroxidacao lipidica
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As principais etapas da peroxidagdo lipidica (A), com indicagdo de um mecanismo
principal de iniciagdo (B), detalhes do mecanismo de término de Russel (C) e reacdo
do oxigénio singleto com lipidios insaturados (D). Fonte: Valgimigli (2023).

O segundo ¢ a transferéncia de um tUnico elétron (SET), esse mecanismo consiste na
habilidade de transferir um elétron para reduzir qualquer composto, como metais, carbonilas e
radicais. A ionizacdo e desprotonagdo dos grupos funcionais envolvidos sdo fundamentais para
a reatividade desse processo. Ambos os caminhos sdo dependentes do pH, do solvente ou do
meio utilizado. Também pode haver outros mecanismos de desativacao dos radicais, como a
perda sequencial de protons por transferéncia de elétrons (SPLET) e a transferéncia de um tinico

elétron seguida por transferéncia de proton (SET-PT) (Urbaniak et al., 2013).

Existem muitos métodos e adaptagdes para se analisar a capacidade antioxidante,
dentre esses pode-se citar: o DPPH e o FRAP. O DPPH, radical de 1,1-difenil-2-picrilhidrazil
foi desenvolvido por Blois (1958). Esse método se baseia na medicao espectrofotdmetra e a
estabilizacao do radical ocorre devido a aglomeragao esterioquimica no a&tomo de nitrogénio e
o efeito de “guerra de corda” exercido no grupo de difenilamino de segunda ordem entre um
elétron doador, um picril e um elétron aceitador. Esse efeito estabiliza a estrutura candnica

(Gulcin; Alwasel, 2023).

O FRAP, o poder de antioxidagdo de reducdo férrica, ¢ um teste colorimétrico que

consiste na transformag¢ao do complexo [Fe3+-(2,4,6-Tris(2-pirydil)-s-triazina)2]3+ em [Fe2+-
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(TPTZ)2]2+ em meio 4cido e o resultado ¢ obtido em unidades de FRAP que pode ser definido
na reducdo de 1M de ion férrico a um ion ferroso. Também ¢ importante mencionar que essa
reacdo pode formar produtos pro-oxidantes como no caso do Fe2+, uma molécula que tem

participacao na reagao de Fenton e leva a formacgao de radicais hidroxilas (Wojtunik-Kulesza,

2020).

Khodaei et al. (2021), destacam que antioxidantes sintéticos tém sido associados com
riscos a saude como: prejuizo ao figado, cancer ¢ mudangas na estrutura helicoidal do DNA.
Legumes, frutas e especiarias sdo alimentos ricos em fendis e terpenoides, substancias que
possuem propriedades antioxidante ubiquas. Por isso os 6leos essenciais t€ém sido uma
alternativa para a substituicdo desses produtos que apresentam efeitos colaterais indesejaveis
(Hari Babu et al., 2012). Além disso, eles podem ser usados na incorporagao de filmes e

embalagens comestiveis, perfumes e outros produtos visando a sua preservagao.

Alguns autores presumem que a capacidade antioxidante dos 6leos essenciais e de
bioextratos estd intimamente relacionada com a alta quantidade de compostos fendlicos e
terpenos insaturados. No entanto, Ngo et al. (2016) afirmam que nem sempre essa ¢ uma
explicagdo plausivel, pois esse processo ¢ um resultado complexo da interferéncia entre os
materiais oxidantes € o componentes com potencial acdo antioxidante. Terpenoides com a
auséncia de anéis fenolicos, podem oxidar de forma similar aos lipidios insaturados que se

deseja proteger.

O mecanismo de auto oxidacdo pode comecar ou pela abstracdo de um atomo de
hidrogénio ao reagir com radicais peroxil, ou pela adicao desses radicais as ligagdes de carbono
insaturadas. Essas reacdes sdo caracterizadas por terem rapida duragdo e dependendo da
natureza do composto e da presenca do solvente, ou do meio (aerébico ou inerte), pode haver a
formacao de multiplos produtos. Para ilustrar uma dessas situagdes, pode-se citar o caso do a-
pineno visto em Neuenschwander et al. (2010), onde a molécula foi submetida ao processo de
oxidagdo através de conversao térmica e oxigénio puro. Dentre os produtos se encontrou 6xido
de a-Pineno (29,0 %), hidroperdxido de verbenilo (29,0 %), verbenol (13,5 %), verbenona (7,0
%), hidroperoxido de pinenilo (4,0 %), pinenol (0,5 %), hidroperoxido de pinocarvilo (6,0 %),
pinocarveol (1,5 %), pinocarvona (1,0 %), Hidroperéxido de mirtenilo (5,0 %), mirtenol (2,0

%) e mirtenal (1,5 %).

Ngo et al. (2016), também afirmam que a entalpia de dissociacdo das ligacdes (BDE)

¢ um parametro de extrema importancia no entendimento do mecanismo de transferéncia de
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atomo de hidrogénio (HAT). O potencial antioxidante ¢ diretamente relacionado com os valores
de BDE, no caso o quanto menor esse valor ¢ para a ligagdo de C-H de relevancia. Com base
nesse conceito, os autores definiram a sequéncia do potencial oxidante dos classes de terpenos
encontradas no 6leo essencial de Cleistocalyx operculatus, onde em monoterpenos: a-terpineno
> y-terpineno > mirceno > B-pineno > limoneno > a-pineno > canfeno; em sesquiterpenos: o-
cadineno > aromadendr-9-eno > y amorfeno > sesquitujeno > y-muuroleno> B-cedreno > a-
copaneno > 6-epi-beta-cubebeno; e em diterpenos: cembreno > abieta-7,13-dieno > rimueno >
axinisseno > kaur-16-eno. De forma geral, os pesquisadores avaliaram 21 compostos nao
fendlicos e com base em propriedades termodinamicas concluiram que o-terpineno, Y-
terpineno, cembreno e abieta-7,13-dieno s3o os que mais tem potencial antioxidante e
observaram uma pequena mudanca nos valores de BDE em fun¢do entre o meio oxigenado ou

com agua e etanol como solventes.

Os 6leos essenciais também podem ser incorporados na dieta de animais com o fim de
antioxidagdo. E o caso do o6leo essencial do orégano, onde Migliorini et al. (2019) o
introduziram na dieta de galinhas e constaram melhor produtividade em condicdes de estresse
e reducdo na peroxidagdo lipidica nas gemas, tanto em ovos frescos quanto aqueles que foram
armazenados em um periodo de 21 dias. Como consequéncia se obteve um produto com maior
tempo de prateleira. Os autores ainda ressaltam que o efeito antioxidante ocorreu
principalmente por conta do carvacrol e do timol. O dleo essencial de tomilho, que
frequentemente € rico nessas duas substancias também ¢ reportado hd um bom tempo como
pro-antioxidante por inibir a peroxidacao lipidica e neutralizar radicais livres, sendo indicado a
sua inclusdo em dietas tendo a vantagem de preservar as propriedades organolépticas dos
alimentos (Youdim; Finlayson, 2000). O 6leo essencial de Artemisia nilagirica (Clarke) Pamp.,
rico em cetona e alcool de Artemisia também aumentou o tempo de vida do milho em prateleira,
bem como a resisténcia a microrganismos enquanto usado como preservativo (Kumar et al.,
2019). O jambu (Acmella oleracea), que ¢ um alimento de interesse etno-farmocoldgico na
regido amazOnica também apresenta propriedades anti-lipoperoxidativas, além de ser citotoxico
em algumas células humanas, o seu 6leo essencial no caso € rico em mirceno e 6xido cariofileno

(Jeronimo et al., 2024).

Muitos trabalhos tém sido desenvolvidos na perspectiva de usar os metabolitos
vegetais na preservacao de alimentos. Apds o ataque de microrganismos, a oxidacao ¢ a

principal causa de prejuizo nos produtos dessa categoria. Nesse contexto, o desenvolvimento
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de compositos tem recebido muita atengdo tanto para aumentar a eficiéncia contra a oxidagao

quanto para enfraquecer a dependéncia de produtos pouco sustentaveis.

Kumari et al. (2023), desenvolveram a produgdo de um composito formado por Poly
(3-hydroxybutyrate) (PHB) e 6leos essenciais como filme. O PBH é um biopolimero degradéavel
e forte candidato a substituto das embalagens de alimentos de origem petroquimica. Os 6leos
foram obtidos das espécies Citrus bergamia, Vitis vinifera, Zingiber officinale ¢ testados em
diferentes concentracdes. Os compdsitos na proporcao de 5% de 6leo apresentaram maior
atividade antioxidante, no sequestro de radicais DPPH, do que quando comparados ao controle.
Em destaque o filme com a incorporacdo de Z. officinale (gengibre) com mais de 75% do
sequestro de radicais. Além disso os filmes com essa propor¢do também apresentaram boas
propriedades fisicas. Sao hidrofobicos, com angulo de contato da agua maior que 65°
apresentaram incremento de até 30 vezes mais flexibilidade do que o controle e aumento na
cristalinidade. Os autores indicam o compo6sito para a embalagem de paes, sanduiches e bolos,

pois também apresentam propriedades antimicrobianas contra E. coli e S. aureus.

Assaggaf et al. (2024), analisaram o potencial antioxidante sinergético de trés 6leos
essenciais: Cymbopogon flexuosus, Carum carvi, € Acorus calamus. Os pesquisadores
deduziram que a formulacdo 6tima foi na concentragcdo de 20% C. flexuosus, 53% C. carvi, e
27% A. calamus para o 1Cso de 191,13 (£ 0.83) pg/mL em DPPH. Enquanto que a formulagao
de 17% C. flexuosus, 43% C. carvi, e 40% A. calamus foi a que obteve melhor resultado para
o sequestro do radical ABTS na concentragdo de 114,07 (= 1.42) pg/mL. O uso de misturas
pode aumentar o efeito antioxidante, porém no caso ainda € necessario desenvolver outros testes

para seja determinado a seguranca do produto.

Os mecanismos de atua¢do dos antioxidantes sdo compreendidos principalmente a
partir de estudos de DFT (Density functional theory), onde a entalpia de dissociacao de ligacao
(DBE) e o potencial de ionizagdo sdo medidas fundamentais para o entendimento da dinamica

e eficiéncia quimica dessas moléculas (Wright et al., 2001).

3.5. A TEORIA DE DENSIDADE FUNCIONAL (DFT) E SUA APLICACAO EM
OLEOS ESSENCIAIS

A Teoria do Funcional da Densidade (DFT, do inglés Density Functional Theory) ¢ um

método computacional utilizado para descrever e prever as propriedades eletronicas de
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sistemas, como moléculas, sélidos e superficies, com base na densidade eletronica do sistema.
Em vez de trabalhar diretamente com as fun¢des de onda, como em métodos tradicionais da
mecanica quantica (como o M¢étodo Hartree-Fock), o DFT simplifica o problema ao se
concentrar na densidade de elétrons, que ¢ uma fun¢ao espacial dependente das coordenadas e
que contém todas as informagdes relevantes sobre o comportamento do sistema quantico (Sholl;

Steckel, 2022).

A DFT ¢ amplamente aplicada em areas da fisica, quimica e ciéncia dos materiais,
permitindo a simulagdo e andlise de sistemas complexos a partir de uma abordagem mais
eficiente € menos custosa computacionalmente, sem perder a precisao necessaria para muitos
problemas. Através dessa teoria, ¢ possivel calcular propriedades como energias de ligacao,
estruturas eletronicas e moleculares, propriedades Opticas, magnéticas, entre outras (Bursch et

al., 2022; Teale et al., 2022).

De acordo com Sholl e Steckel (2022) todo o campo da DFT se baseia em dois
teoremas matematicos fundamentais provados por Kohn e Hohenberg, e na derivacdo de um
conjunto de equacdes por Kohn e Sham em meados da década de 1960. O primeiro resultado,

provado por Hohenberg e Kohn, é:

“A energia do estado fundamental a partir da equagdo de Schrédinger é um funcional

unico da densidade eletronica.”

Os autores afirmam que este teorema estabelece que hd uma correspondéncia unica
entre a funcdo de onda no estado fundamental e a densidade eletronica nesse estado. Para
compreender a relevancia desse resultado, € importante primeiro entender o significado de um
"funcional". Como o préprio nome sugere, um funcional estd diretamente relacionado ao
conceito mais conhecido de uma fun¢do. Uma fungdo atribui um niimero especifico a partir do
valor de uma ou mais variaveis, por exemplo, a funcgdo f{x) = x>+ 1, que depende de uma tnica
variavel. Ja um funcional é um conceito semelhante, mas em vez de atuar diretamente sobre

varidveis, ele opera sobre fun¢des e gera um Unico numero a partir delas. Um exemplo de
: .11 . :
funcional seria > [ . f(x)dx que usa uma fungdo f{x) para calcular seu valor. Avaliando esse

funcional com f{x) = x>+ 1, o resultado é F[f]=8/3. Portanto, o resultado de Hohenberg ¢ Kohn
pode ser reinterpretado como afirmando que a energia do estado fundamental, £, ¢ uma fun¢ao

da densidade eletronica, representada por n(r). Isso explica por que a teoria ¢ chamada de DFT.



44

Os orbitais moleculares HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) ¢ LUMO
(Lowest Unoccupied Molecular Orbital) sao fundamentais para compreender a reatividade
quimica em nivel atdmico, pois indicam as areas de transferéncia de carga dentro da molécula.
O HOMO corresponde a regiao com maior densidade eletronica, enquanto o LUMO ¢ a regiao
mais deficiente em elétrons. Esses orbitais delimitam, respectivamente, o comportamento
doador e aceitador de elétrons da molécula, formando um complexo de transferéncia de carga.
Quanto maior a energia do HOMO, maior ¢ sua capacidade de doar elétrons, e quanto mais
baixa a energia do LUMO, maior a facilidade de aceitar elétrons (Vieira et al., 2021; Chen et

al., 2023). A seguir serdo abordados outros descritores:

. Potencial de ionizagdo ¢ a quantidade de energia necessaria para remover um
elétron de um atomo ou molécula neutra. Esse valor indica quio facilmente os elétrons podem
ser retirados, o que ¢ importante para entender a formacao de radicais ou os processos de
transferéncia de elétrons. Pela aproximacdo de Koopmans, o potencial de ionizagao ¢
aproximado pelo valor negativo da energia do HOMO (Zhang; Musgrave, 2007; Ugodi et al.,
2023; Bhatia, 2024).

. Afinidade eletronica descreve a variacdo de energia que ocorre quando um
elétron ¢ adicionado a um dtomo ou molécula, formando um ion negativo. Ela indica a tendéncia
de um 4tomo ou molécula em aceitar um elétron extra, sendo relevante para prever sua
capacidade de participar de reagdes nucleofilicas. De acordo com a aproximacao de Koopmans,
a afinidade eletronica pode ser estimada pela energia do LUMO (Ugodi et al., 2023; Bhatia,
2024; Manssouri et al., 2024).

o Eletronegatividade refere-se a capacidade de um atomo de atrair elétrons em
uma ligacdo quimica. Segundo a conjectura de Mulliken, ela pode ser calculada a partir da
energia de ionizacdo e da afinidade eletronica, ajudando a entender se um atomo tende a doar
ou retirar elétrons. A eletronegatividade ¢ util para prever a polaridade e a distribuicao de carga

em moléculas (Ugodi et al., 2023; Bhatia, 2024; Manssouri et al., 2024).

. Potencial quimico refere-se a tendéncia dos elétrons de se distribuirem
uniformemente entre os &tomos de uma molécula ou sistema, sendo conhecido como o principio
de equalizacéo de eletronegatividade. Ele reflete a capacidade de transferéncia de elétrons e o
potencial de redistribuicdo de carga durante reacdes quimicas (Ugodi et al., 2023; Bhatia, 2024;
Manssouri et al., 2024).
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o Dureza e maciez: De acordo com a aproximagéo de Koopmans, o potencial de
ionizacado e a afinidade eletronica sdo usados para calcular descritores globais de reatividade.
O potencial de ionizacdo esté ligado a dureza, que representa a resisténcia de um sistema a
transferéncia de elétrons, enquanto a afinidade eletrénica esta associada a maciez, indicando a
capacidade de aceitacdo de elétrons ou polarizabilidade. A dureza e a maciez tambem estao
relacionadas a maneira como um sistema responde a perturbacdes externas (Ugodi et al., 2023;
Bhatia, 2024; Manssouri et al., 2024).

. indice eletrofilico: O indice eletrofilico ¢ uma medida na quimica
computacional que avalia o grau de reatividade eletrofilica de uma molécula ou de uma area
especifica dentro dela. Ele serve como um descritor que ajuda a prever a capacidade de uma
molécula em aceitar elétrons de nucleofilos, ou seja, espécies ricas em elétrons. Esse indice é
particularmente Util em reacBes que envolvem substituicdes ou adicdes eletrofilicas e
nucleofilicas. Um indice eletrofilico alto indica uma maior capacidade da molécula de atuar
como eletrofilica (aceitar elétrons), enquanto um indice mais baixo sugere menor reatividade
eletrofilica (Ugodi et al., 2023; Bhatia, 2024; Manssouri et al., 2024).

o Indice de Transferéncia de Carga Maxima (ANmax): Esse descritor
representa a quantidade maxima de carga (em termos de elétrons) que uma molécula pode
transferir a outro sistema ou atomo antes de ocorrer a neutralizacdo ou reatividade. Ele é
calculado a partir da rela¢do entre o potencial quimico (p) e a dureza global (1) da molécula

(Padmanabhan et al., 2007; Rathi et al., 2020).

Nos tltimos anos, os 6leos essenciais tém ganhado destaque devido as suas potenciais
propriedades terapéuticas, incluindo atividades antitumorais e antioxidantes. No entanto, a
compreensdo completa dos mecanismos de acao dessas substancias no nivel molecular ainda ¢
um desafio (Berk et al., 2022). Neste contexto, a DFT se torna uma ferramenta de grande valor.
Ao utilizar essa teoria, pesquisadores podem modelar as interagdes entre as moléculas presentes
nos Oleos essenciais e possiveis alvos bioldgicos, como enzimas, proteinas e o DNA (Abu-Dief

et al., 2024).

Ela pode ser aplicada no estudo das propriedades eletronicas, pois permite calcular a
distribuicdo da densidade eletronica dos compostos presentes nos Oleos essenciais,
proporcionando uma compreensao mais detalhada sobre sua reatividade quimica. Com isso, ¢
possivel prever quais compostos tém maior probabilidade de atuar como antioxidantes,

capturando radicais livres e prevenindo danos oxidativos as células (Liu et al., 2020).
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A DFT ajuda a simular como as moléculas dos oleos essenciais interagem com
biomoléculas no corpo humano. Essa andlise ¢ crucial para entender como certos compostos
podem inibir o crescimento de c€lulas tumorais ou interferir em processos bioquimicos que
levam ao desenvolvimento de cancer. Ao modelar a interagdo dos compostos de 6leos essenciais
com proteinas-chave envolvidas no desenvolvimento e progressdo do cancer, a DFT em
conjunto com docking molecular pode fornecer insights sobre quais substancias tém maior
potencial de bloquear ou inibir essas proteinas, oferecendo um ponto de partida para o

desenvolvimento de novos tratamentos (Zochedh et al, 2022).

Alguns compostos de 6leos essenciais demonstram a capacidade de induzir a apoptose
(morte programada) em células tumorais ou inibir o crescimento celular. Utilizando a DFT, ¢
possivel explorar os detalhes moleculares dessas interagdes, como as interagdes de ligagdo em
sitios ativos de proteinas envolvidas na regulagdo celular. Essa informagao ¢ fundamental para
entender como os 6leos essenciais podem ser usados para interromper o ciclo de multiplica¢ao
de tumores malignos. Por exemplo, Sindhu et al. (2022) utilizaram a DFT como forma de
complementar o resultado de docking de terpenos com a proteina MKS8, uma das reguladoras
do mecanismo de apoptose e com base no gap dos orbitais de fronteira e de suavidade global

constataram a possivel atividade bioldgica do carvacrol e da valinina.

A DFT ¢ fundamental no estudo da oxidacao de terpenos porque permite modelar com
precisdo as interacdes eletronicas que ocorrem durante o processo de oxidagdo. Com DFT, ¢
possivel calcular suas possiveis vias de oxidacdo. Além disso, auxilia na previsdo de
intermediarios reativos e produtos de oxidacdo, levando em consideragdo a estabilidade
energética. Um exemplo aplicado ¢ a pesquisa de Atalay et al. (2022) onde os autores com base
na maior energia do HOMO ranquearam terpenos em fung¢do da sua capacidade antioxidante,
além de demonstrar que esse processo para moléculas como o carveol, geraniol e o eugenol

ocorre por SPLET.

3.6. APOPTOSE, CANCER E O PAPEL DOS OLEOS ESSENCIAIS

As células cancerigenas possuem a habilidade de escapar dos mecanismos de apoptose.
Alteragdes na cadeia de DNA nos genes responsaveis pela sinalizagdo da via apoptotica
compreendem a maior parte dos fatores adaptativos que levam a esse escape.

Concomitantemente, mudangas epigenéticas causadas por modificagdes graves no exoma e
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histonas que regulam as expressdes de sinais mediadores pr6 e antiapoptdticas representam o
maior conjunto de fatores que interferem na resposta terapéutica. A maioria das mudangas
epigenéticas sao norteadas pela atividade de enzimas modificadas na cromatina que adicionam,
removem ou reconhecem diferentes marcadores nas histonas ¢ no DNA (Ozyerli-Goknar;
Bagci-Onder, 2021). A integridade de todas as células somaticas depende do balanceamento
continuo de sinalizadores troficos e de sobrevivéncia para suprimir a apoptose. A engrenagem
principal do processo sdo as caspases (cysteine aspartyl proteases) pois provocam a morte
celular por clivagem a partir de uma gama de substratos intracelulares que ativam a dissolucao

da célula (Walczak; Krammer, 2000).

Existem duas vias principais de ativagao da apoptose: a extrinseca e intrinseca. A
primeira ¢ mediada pelos receptores de morte transmembrana de CD95 (Fas/APO-1/TNFRSF6)
que recruta e monta complexos proteicos que ativam a superficie da caspase 8 para formar os
complexos de sinalizacdo de morte induzida quando estimulada pelo CD95 ligante (CD95L)
(Walczak; Krammer, 2000; Peter et al., 2015). A segunda envolve a via de sinaliza¢do de morte
na mitocondria que atua como um sensor integrado de multiplos estimulos de morte liberados
pelo citocromo C dentro do citosol onde ¢ engatilhada a ativacao das caspases. Essa sinaliza¢ao
¢ uma resposta ao estresse de genotoxicos celulares causados por danos no DNA, ciclo celular
defeituoso, perda de substrato da matriz extracelular, hipoxia e privacdo dos fatores de
sobrevivéncia celular. Esses estimulos levam a permeabilizagdo da membrana mitocondrial
externa (MOMP) que além do citocromo C libera AIF (apoptosis-inducing fator) e
Smac/DIABLO do espaco intermembrana mitocondrial (Henry-Mowatt et al., 2004). Uma vez
que o citocromo-C ¢ liberado pela mitocondria ele desencadeia o aparelhamento de um
complexo intracelular apoptosdomico que recruta a caspase 9 através da proteina Apaf-1 e
consequentemente caspases efetoras, caspase -3, -6 e/ou -7 (Vander Heiden et al., 2000;

Hengartner, 2000).

Outro grupo de moléculas que atua na apoptose sdo as proteinas BCL-2 (B-cell
CLL/Lymphoma 2). Em resposta a varios tipos de perturbacao, ativadores especificos de BH3
como BIM e BID estimulam a oligomerizagao de efetores BAX e BAK para induzir a MOMP,
liberar o citocromo C e a destruicdo da célula. Membros de multidominio antiapoptoticos
podem inibir a ativacdo através do sequestro de ativadores de BAX e BAK e/ou essas proteinas
ja ativadas. Sensores especificos de BH3 podem se ligar aos sitios de ligagdo e inibir um
membro antiapoptotico, mas ndo consegue agir a BAX e a BAK por conta propria. No caso de

as proteinas ja estarem ligadas a ativadores ou efetores estas podem ser substituidas por
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sensores, assim elas podem proceder para a MOMP e trabalhar na morte celular. BIM
preferencialmente ativa BAX em detrimento da BAK e BID preferencialmente ativa a BAK

(Certo et al, 2006; Letai, 2017).

De acordo com Gautam et al. (2014) os 6leos essenciais podem atuar no combate ao
cancer desencadeando a apoptose como também na estabiliza¢do da divisdo celular. O esquema
abaixo na figura 5 mostra de forma mais didatica e resumida o fluxo de eventos que acontecem
até a ativacdo da cadeia de caspases. O produto € o corpo apoptdtico que posteriormente €

degradado por fagécitos.

Figura 5: Panorama do efeito de dleos essenciais nas vias de inibi¢do intrinseca, extrinseca ¢ PARPi

3. PARP inhibition pathway Essential oil _
-

PARP inhibitor

Fonte: Sharma et al., 2023.

Russo et al (2016) confirmaram a agdo via intrinseca de 6leo essencial de espécies de
Salvia spp através de teste calorimétrico da Caspase utilizando linhagens de células do
melanoma humano M14, A2058 e A375. Em relagdo a via extrinseca pode-se citar a acao
citotoxica do oleo essencial de Vitex agnus castus, pesquisada por Ilhan (2020), onde foi
descrito efeito de Bcl-2, Bel-XL, Bax, Bad, FADD, Caspase-8, Caspase-9, TRAIL R1/DR4, e
TRAIL R2/DRS5 na ativacao de caspase 3/7 e apoptose sem causar dano a células humanas

saudaveis.

Além da apoptose, na figura 5 € representado também outro mecanismo possivel: a
desativagdo das PARPi’s (poly ADP ribose polymerase). Elas sdo proteinas envolvidas em

varios processos bioldgicos como a reparagdo de DNA, programacdo de morte celular e
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integridade gendomica, com capacidade incomparavel de reparar quebras na dupla fita de DNA,
principalmente nas que contém deficiéncia no reparo de recombinag¢do homologa. A existéncia
dessa deficiéncia no DNA ¢ condicional para a eficacia de inibidores de PARP, por tanto sao
alvo de estudos onde essa condicao ¢ existente como no caso do de mama (Farmer et al., 2005;
Menezes et al., 2022). Os residuos de histidina e tirosina sdo encontrados no dominio catalitico
e esses sdo os sitios onde NAD+ interage para iniciar o reparo de DNA. Os PARPi’s competem
pela histidina e tirosina e cessam a forquilha de replicagdo e previne a sintese de DNA fita dupla

que leva a morte das células cancerigenas (Sharma et al., 2023).

Quando as células sdo estimuladas a submeter-se a apoptose, a organizacdo de
bicamada fosfolipidica na membrana plasmatica esta alterada levando a inversao da
fosfatidilserina (PS) da superficie interna da bicamada fosfolipidica para a superficie externa.
Como resultado, o PS exposto a superficie pode ser detectado através de sua afinidade para
ligacdo com Anexina V, uma proteina ligadora de fosfolipidios, que pode ser avaliada utilizando
citometria de fluxo (Coxon et al., 2011). Nos paragrafos seguintes serdo abordados alguns
estudos aplicados da a¢do dos 6leos essenciais de diferentes espécies em linhagens de células

tumorais.

Rahaman et al. (2022) direcionaram uma pesquisa utilizando as linhagens de células
A375 (melanoma) e A431 (carcinoma) com a hipotese de que o eucaliptol sendo um inibidor
da via PI3k/Akt seria efetivo em cercear a metastase na pele e concluiram que houve inibigao
da transi¢do epitelial para mesenquimal e metéastase através da inibicdo da PI3K/ Akt/mTOR
tanto nas linhagens celulares quanto no modelo in vivo. Além disso, constataram que a
conjuncao do eucaliptol com o inibidor de PI3K, LY294002 diminuiu a expressdao de moléculas

de sinalizagcdo de forma sinergética resultando em um efeito antimetastatico mais forte ainda.

Akiel et al., (2022) examinaram o efeito citotoxico in vitro do viridiflorol, um
composto presente no 6leo essencial de M. azurea, usando linhagens de blastoma medular
Daoy, cancer de mama MCF-7 e cancer de pulmio A549 para a determinagdo do ICso e
constataram que as células tumorais Daoy foram mais sensitivas ao efeito do viridiflorol,
apresentando 40% a mais de inibicdo que o temozolamida. O viridiflorol ¢ uma molécula
lipofilica com TPSA (fopological polar surface area) = 20,23, um parametro que confere boa

penetracdo na barreira cerebral (Pajouhesh; Lenz, 2005).

Santos et al. (2011) investigaram os efeitos da rutina em células de glioma GL-15,

demonstrando que concentragdes de 50-100 uM reduziram a proliferagdo celular ¢ a
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viabilidade. A rutina diminuiu a fosforilacdo de ERK1/2 e causou acumulo de células na fase
G2 do ciclo celular. Além disso, 87,4% das células tratadas com 100 uM de rutina entraram em
apoptose, comprovada por citometria de fluxo com coloragdo de AnnexinV/PI, além de
condensacdo nuclear e fragmentacao de DNA. Concluiu-se que a rutina pode ser uma potencial
candidata para o tratamento de gliomas malignos, devido a sua capacidade de induzir apoptose

e diferenciagao celular.

Diante dessas informagdes, pode-se afirmar que 6leos essenciais t€m demonstrado um
potencial promissor no tratamento do cancer devido as suas propriedades bioativas, incluindo
efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios e antiproliferativos. Estudos mostram que compostos
presentes nesses 6leos, como terpenos e fenodis, podem induzir apoptose, inibir a proliferacao

celular e interferir em vias de sinalizacao molecular envolvidas no crescimento tumoral.

3.7. DESCRICAO DA ESPECIE: HISTORICO, TAXONOMIA E DISTRIBUICAO

Nome: Matourea azurea (Linden) Colletta; V.C. Souza.

Sinonimia homotipica: Achetaria azurea (Linden) V.C. SOUZA, Otacanthus azureus

(Linden) Ronse, Stemodia azurea Linden
Sinonimia heterotipica: Otacanthus caeruleus Lindl., Tetraplacus taubertii Mez.

Em 1890 o género Otacanthus foi descrito como pertencente a familia
Scrophulariaceae. A familia de habito cosmopolita compreendia cerca de 306 géneros e 5850
espécies com ocorréncia predominantemente em areas montanhosas das regides temperadas do
hemisfério norte (Fischer, 2004). No Brasil a distribuicao do género inclui os estados do Rio de
Janeiro, Espirito Santo, Bahia e Minas Gerais, sendo restrita a regido fitogeografica da costa
brasileira a leste. Encontrada também na Mata Atlantica entre o nivel do mar e 1000 metros
(Ronse, 2001). Sao ervas eretas ou prostadas, com folhas opostas, as vezes alternas, deltdides,
ovaladas a lanceoladas, com margens serradas a crenadas. As flores sdo geralmente bilabiadas,
solitarias ou reunidas em inflorescéncias cimosas ou racemosas, os frutos sao em sua maioria
capsulas loculicidas (Santos, 1998; Ronse, 2001). Souza e Giulietti (2009) posteriormente

atribuiram ao género Achetaria.

De acordo com Souza (2009), em nivel morfologico foram reconhecidos dois

conjuntos de espécies em Achetaria. O primeiro, composto pelas tradicionalmente reconhecidas
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como Beyrichia ou como Achetaria, apresenta flores pequenas e foram representados por 4.
scutellarioides, A. ocymoides (Cham.; Schltdl.) Wettst. e 4. latifolia V.C. Souza. O segundo,
contendo as espécies tratadas como Otacanthus apresenta flores grandes e vistosas e foi
representado por A. azurea (Linden) V.C. Souza, A. caparaoense (Brade) V.C. Souza, A.
platychila (Radlk.) V.C. SOUZA e A.crenata (Ronse; Philcox) V.C. SOUZA. Este carater, que
foi utilizado na separagdo de Achetaria e Otacanthus, ¢ bastante Util no reconhecimento das
espécies, mas mostra-se fragil em nivel genérico, ja que Achetaria erecta possui flores de

tamanho intermediario entre estes dois grupos.

Segundo Colletta et al. (2020), o estudioso Baillon incluiu em 1888 pela primeira vez
os géneros Dickia, Achetaria e Beyricha como sinonimia de Matourea, embora ndo tivesse
proposto nenhuma alteracdo de nome. Em 1984, o pesquisador Zarucchi incluiu o Matourea
em Stemodia, porém Souza e Giulietti (2009) questionaram a inclusdo afirmando que
morfologicamente estaria mais proximo de Achetaria. Estruturas que em Achetaria poderiam
ser interpretadas como brécteas ocorriam também em Otacanthus. Ademais, o tamanho das
flores que havia sido empregado na diferenciagcdo destes dois géneros ndo se apresentava de
forma descontinua nas espécies de modo que pudesse ser delimitado uma cisao clara, propondo

assim a sinonimizag¢do.dos dois géneros.

Recentemente, Colletta et al. (2020) incluiram Achetaria (Souza; Giulietti, 2009) na
sinonimia de Matourea. A relagdo filogenética putativa presumida por Souza e Giulietti (2009)
foi corroborada por Scatigna et al. (2022) através de estudos moleculares com abordagem de
inferéncia Bayesiana e maxima parcimonia, cujo cladograma mostra mais aproximagao

evolutiva de Matourea com Dizygostemon do que com Stemodia.

Matourea se encontra inserido em Plantaginaceae que sdo angiospermas que
apresentam flores coloridas ao longo do ano, de diferentes matizes e local de ocorréncia. Na
familia, ¢ comum a prevaléncia de herbaceas e arbustos que se desenvolvem em substratos
aquaticos, rupicolas e terricolas. Geograficamente, sua ocorréncia se confirma em todas as
regides do territdrio brasileiro, estando presente nos seus principais biomas, Amazdnia,

Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (Scatigna; Mota, 2017; Scatigna, 2019).

Plantaginaceae possui O6bvio status monofilético que se sustenta pela presenca de
caracteres avangados como: folhas filodiais e veias paralelas; pelos na regido axial em todos os

seus representantes. No que diz respeito a adaptagdo anemocorica pode-se citar caracteristicas
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como corola escariosa (murcho, seco), auséncia de disco nectarifero e tem estigma alongado,
filiforme, seco e papilionato (Rahn, 1996).

Todas suas espécies necessitam de alta intensidade luminosa, porém a relagdao de
disponibilidade de dgua pode ser bastante variavel pois é possivel encontrar aquelas que

ocorrem desde areas pantanosas até desérticas. (Rahn, 1996).

3.7.1. Matourea Azurea (Linden) Colletta; V.C. Souza

De acordo com o Plants of the World Online (2023), a espécie (figura 6) foi publicada
pela primeira vez no taxon em 2020, sendo nativa do Espirito Santo e Rio de Janeiro adaptada
a bioma tropical umido. Segundo Ronse (2001), o género Otacanthus foi descrito por Lindley
(1862) o qual ndo tendo disposi¢do de frutos e sementes foi inicialmente classificado como
Acantaceae. Batizou essa espécie como O. coeruleus Lindl., porém ele ja havia nomeado a
mesma espécie de Stemodia azurea, e posteriormente resultou em Otacanthus azureus (Linden)

Ronse.

Destaca-se das demais espécies do género por apresentar as maiores dimensoes de

calice e corola (Souza, 2009). Sua taxonomia ¢ descrita por Rosen (2001):

Arbusto mediano com até 1-2 m de altura, ramificado na base. Folhas com lamina
largamente eliptica, ligeiramente triangular a aguda apicalmente, com peciolos alados,
até 120 x 44 mm. Inflorescéncia 6-17 cm de comprimento na maturidade; pedicelos
até 2 mm de comprimento. Calice glabro, mas coberto com glandulas mintsculas,
exceto no margens, os segmentos inferiores estreitamente triangulares a subulados, 15
x 1 mm, o superior segmento amplamente oval, quase circular em o apice, 11-20 mm
de comprimento e 10 mm ampla. Corola azul-violeta a azul celeste com uma mancha
branca no labio inferior na garganta, o tubo de 25-40 mm de comprimento cilindrico,
curvado para baixo no apice, glabro até 3/4 do comprimento, mais para cima
minuciosamente viloso, o 1abio superior reniforme, 15-20 x 16-25 mm, o labio inferior
3-lobado. Anteras com poélen globoso. Estilete 30 mm, mais curto ou mais longo que
os estames. Ovario conico, 3 x 2 mm, frouxamente piloso, bilocular. Capsula 8 x 4
mm, pubescente, abertura por 2 valvulas dobradas para dentro. Sementes quase
ovoides, anguladas por carinculas dispostas em linhas longitudinais, 0,6 X 0,4 mm
(Rosen, 2001).
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Figura 6: Matourea azurea (Linden) Colletta & V.C. Souza

Fonte: Acervo do autor, 2023

De acordo com Ronse et al. (1998), as partes aéreas de M. azurea contém quantidades
consideraveis de 0leo essencial secretado por estruturas denominadas de tricomas glandulares
que estdo presentes na maioria nas folhas. Houél et al. (2014) identificaram seis maiores
constituintes do seu d6leo essencial e sdo eles: B-copaeno-4-a-ol (23,3%), o -humuleno (10,6%),
a-copaeno (8,8%), mirtenal (5,6%), viridiflorol (5,1%) e trans-pinocarveol (4,3%). Os outros

componentes estdo sintetizados no quadro 1 a seguir.

De acordo com Serudo et al. (2013), ela ¢ conhecida como copaibinha ou erva-copaiba
por ser utilizada na regido do Alto Solimdes como substituta dos dleos de copaiba obtidos das
copaibeiras (Copaiferaspp), sendo cultivada em canteiros ou jardins. Os autores também

afirmam que essa espécie apresenta maior rendimento de 6leo essencial a 100% de irradiancia.
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RI* (%) Componentes RI* (%) Componentes

1028 0,66 para-Cimeno 1524 0,68 Calameneno

1147 4,35 trans-pinocarveol 1586 0,56 Oxido de cariofileno
1169 2,63 Pinocarvona 1592 23,27 -Copaen-4- o -ol
1185 0,61 Terpinen-4-ol 1599 511 Viridiflorol

1199 5,59 Mirtenal 1607 0,93 B-Oplopenona

1249 0,56 Cuminaldeido 1613/1614 5,05 NI + Oxido de humuleno I
1374 086 Ciclosativeno+ a-ylangeno | 1630/1631 128 P “ﬂ“cligoézd‘tglg)e#‘?d;f”o'
1380 8,77 a -Copaeno 1638 4,06 Bulnesol

1424 0,52 B-Caryophylleno 1645/1647 0,75 Cubenol + NI

1461 10,56 o -Humuleno 1676 1,33 Cadaleno

1465 1,03 Alloaromadendreno 936 1,28 a -Pineno

1499 1,33 cis-Cubebol 976 0,91 Sabineno

1518 1,43 transCubebol 981 0,84 B-Pineno

1520 2,91 d-Cadineno - - -

*Indice de retencio.
Fonte: Huél et al., 2014.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. LOCAL DO EXPERIMENTO

A propagagdo vegetal, plantio e extracdo de d6leo essencial de Matourea azurea foram
feitas na Universidade Federal do Amazonas (UFAM), que se localiza na Av. General Rodrigo
Octavio Jorddo Ramos, 1200 — Coroado I, Manaus — Amazonas. As mudas foram cultivadas em
viveiro com 50 porcento de sombreamento na Area Experimental da Faculdade de Ciéncias
Agrarias (FCA) e o plantio foi realizado nas coordenadas -3.1023100706955726, -
59.97535309325865 como apresentado na figura 7.

7: Mapa de localizagio do plantio e prédio dos laboratoérios

. e
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{________ — o
@ Arca Experimental FCA

Mapa elaborado pelos autores. Sistema de projecdo Geografica: SIRGAS 2000. Fonte das
camadas: IBGE, 2022; OpenLayerStreetView. Escala: 1:1500.

4.2. MATERIAL VEGETAL

4.2.1.0btencido Das Mudas

A partir de plantas matrizes adultas e em floragdo da espécie Matourea azurea (Linden)

V.C. Souza foram feitas estacas com aproximadamente 10 cm de comprimento para propagagao
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assexuada. Posteriormente foram fincadas em substrato contendo a propor¢do de 4:1 de terra
com esterco bovino em copos descartaveis de 50 ml no dia 02 de junho de 2022, como mostra

na figura 8. A rega foi didria e foi feito monitoramento para averiguar a presenga de pragas e

remog¢ao de matocompeticao.

# "Ivv. ¥ ; ur S }’,‘_K ,,\? ._. A 3 L ' w..‘ , ;,1 E g Z \\.i-
A esquerda esta a foto da planta matriz. Na direita estdo as estacas no substrato dentro da casa de vegetacdo. Fonte:
Acervo do autor.

4.2.2.Plantio Das Mudas

O campo proximo a casa de vegetacio da Area Experimental foi arado para receber as
mudas. Foram feitos piquetes de bambu como marcadores para a area de 7,5 m x 7,5m com
espacamento de 0,50 m como na figura 9. O substrato foi composto pela terra da abertura das
covas com esterco bovino na propor¢ao 4:1. O plantio aconteceu no dia 24 de agosto de 2022
e posteriormente foi feita a manutengdo e apds o amadurecimento das mudas também foi
aplicado banho de ureia para estimular o aumento de biomassa aérea. Os dados climaticos

referentes a época da colheita estdo sintetizados no Anexo 1.



57

4.3. EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

O teor de 6leos volateis em vegetais foi determinado pelo processo de hidrodestilagao,
utilizando aparelho Clevenger (figura 10). O modelo de extrator ¢ dimensionado para operar
em circuito fechado e projetado com base em célculos hidrodindmicos de modo que seja
mantido o equilibrio do sistema durante toda a extragdo. O método se baseia conforme
Comunicado Técnico da Embrapa escrito por Santos et al. (2004) e a Farmacopeia Brasileira

(Brasil, 2010).

Figura 10: Aparelho Clevenger

Fonte: IndiaMART.com

Os experimentos foram realizados em triplicata com 75g de material na razao entre

massa e volume de 10%. O solvente utilizado foi dgua destilada. O tempo de hidrodestilagao
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foi determinado com base em ensaios de cinética assumindo o tempo maximo de 3 horas. Foram

extraidos 6leo essencial das folhas e da parte aérea completa (folhas + flor + caule).

4.4. DETERMINACAO DO TEOR DE OLEO ESSENCIAL

O teor do 6leo essencial extraido de biomassa vegetal foi calculado com base na matéria

umida através da seguinte equacgao (1):

Vo
T =-—x100 (1)

Onde, T = teor de dleo (ml de 6leo essencial em 100 g de biomassa) ou rendimento de
extracdo (%); Vo = volume de o6leo extraido (ml), lido diretamente na escala volumétrica do
tubo separador; Bm = biomassa aérea vegetal (folhas e ramos finos) em gramas. O 6leo extraido
foi separado e posteriormente adicionado sulfato de sddio anidro para a absor¢do de agua

residual na propor¢ao de 1:2 (m/v).

4.5. PRE-TRATAMENTO ENZIMATICO

Foi utilizado a enzima comercial Celluclast 1.5 L, cordialmente fornecida pela LFN

Latino Americana com atividade declarada de 700 EGU/g.

Inicialmente foi determinada a atividade enzimatica da celulase como atividade de papel
de filtro e expressa em FPU por volume de enzima original, seguido o procedimento padrao do
NREL Measurement of Cellulase Activities (Adney; Baker, 2008), que aplica as diretrizes da
IUPAC, descrita por Ghose (1987).

Também foi realizado o teste de umidade nas folhas com o fim de compensar o volume

de 4gua na concentracao enzimatica no sistema como um todo. Abaixo a equacdo (2) utilizada:

Umidade(%) = ((Massa inicial — Massa seca)/Massa inicial)x100 (2)
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As concentragdes utilizadas para a comparagdo do efeito enzimatico foram: 1%, 1,5% e
2% em banho a 50 °C por 30 min com o controle (hidrodestilagdo sem pré-tratamento). Os
ensaios foram feitos em duplicata na razao massica solvente/matéria de 10%. Foi utilizado 4gua
destilada como solvente e o tampao com acido citrico foi dispensado, pois o solvente apresentou
o pH o6timo de 5 para a catdlise enzimatica (figura 11). Apos esse processo o material foi
conduzido para a hidrodestilacdo com o Clevenger e os passos subsequentes descritos na se¢ao
anterior. Os resultados subsequentes do rendimento do 6leo essencial foram submetidos a

ANOVA e o 6leo analisado por GC/MS.

Figura 11: Método de hidrodestilaggo assistida por enzimas (Celluclast 1.5 L)

- Celluclast 1.51
Lote: CCN03207 3

POtk 2010712023 - val: 190738

Reducao pH - Temperatura Concentracio

Aprox. lem 5-50°C 1,0-1,5-2,0 %

Digestao enzimatica Transferéncia Oleo essencial

30 min Hidrodestilacdo

Fonte: Acervo do autor.
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4.6. CARACTERIZACAO DO PERFIL QUIMICO DO OLEO ESSENCIAL

4.6.1. Cromatografia Gasosa/Espectrometria De Massas (CG/EM)

As amostras de oOleo essencial de M. azurea foram analisadas por Cromatografia
Gasosa/Espectrometria de Massas (CG/EM), conforme descrito por Andrade et al., (2011) e
Houel et al., (2014), com adaptagdes para um sistema Shimadzu QP Plus-2010, nas seguintes
condi¢des: coluna de silica capilar Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm; espessura de filme de 0,25 pm).
O volume de injecdo (6leo essencial solubilizado em diclorometano) foi de 10 ul. A
programacio da temperatura tera variagdo de 50°C a 150°C a 4°C min!, depois de 150°C a
175°C a 15°C min! e de 175°C a 300°C a 20°C min'. A ionizagio sera obtida pela técnica de
impacto eletronico a 70 eV e temperaturas da fonte de ions e linha de transferéncia em 220°C e
280°C, respectivamente. A identificagdo das substancias das amostras sera baseada no indice de
reten¢do linear (IR) calculado em relagao aos tempos de retencdo de uma série homologa de n-
alcanos e no padrdo de fragmentagdo observado em espectros de massas, comparando esses
valores existentes nas bases de dados Adams (2017) e Nist (NIST - National Institute of

Standards and Technology).

4.6.2. FTIR (FOURIER TRANSFORM INFRARED SPECTROSCOPY)

O equipamento FTIR utilizado para analise foi o IRAffinity-1S, marca SHIMADZU,
utilizando uma célula de ATR (Reflectancia Total Atenuada) de cristal de seleneto de zinco. A
resolugdo espectral utilizada sera de 16 cm' e faixa de varredura de 4000 a 500 cm?'. Esta analise
foi realizada para determinar quais grupos funcionais estdo presentes no 6leo essencial de M.
azurea da colheita realizada em ago/2023. As amostras foram analisadas na Central de Analises
Quimicas (CAQ/QAT) da Escola Superior de Tecnologia da Universidade do Estado do
Amazonas-UEA.

4.7. DFT (DENSITY FUNCTIONAL THEORY)

4.7.1. Otimizacao Molecular
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A otimizacdo das moléculas mais abundantes do 6leo essencial extraido das folhas de
M. azurea foi feita no software gratuito Avogadro. A estrutura molecular foi obtida pelos
SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry System) disponiveis no PubChem. O campo
de forga utilizado para gerar o arquivo *INP foi o MMFF94s (Merck Molecular Force Field
94s). Para melhor eficiéncia esse processo se iniciou com campos de for¢a de menor a maior
precisdo at¢ o MMFF94s que teve otimizacdo com menor energia, indicando o estado
fundamental da molécula. A ordem baseada na sofisticagdo e na precisao tipica desses campos
de for¢ca em modelagem molecular foi a seguinte: GHEMICAL, UFF (Universal Force Field),
GAFF (General Amber Force Field), MMFF94 (Merck Molecular Force Field 94) e por fim o
MMFF94s. O algoritmo utilizado foi o Conjugate Gradient, com 100 passos por atualizagdo,
Hanwell et al. (2012).

4.7.2. Cdlculo Computacional

O funcional escolhido a partir do equilibrio entre custo computacional e precisao foi
o B3LYP (Becke, 3-parameter, Lee-Yang-Parr) com base 6-311++G(d,p). O software utilizado

foi 0 Orca com arquivo de entrada contendo a seguinte sintaxe:
! B3SLYP OPT FREQ 6-311++G(d,p) TightSCF PAL6 RIJCOSX

Onde, B3LYP: Funcional utilizado; OPT: indica que foi realizada uma otimizacao de
geometria; FREQ: Solicita um célculo de frequéncia apds a otimiza¢do de geometria para
verificar se a estrutura otimizada ¢ um minimo verdadeiro e para obter as propriedades
vibracionais; 6-311++G(d,p): base especificada; TightSCF: configura critérios de convergéncia
mais rigorosos para o ciclo SCF (Self-Consistent Field); PAL6: Utilizou 6 nucleos de CPU para
o calculo paralelo; RIJCOSX: técnica de aproximagao para acelerar os calculos de integrais de

troca em DFT.

A DFT ¢ uma combinacao de métodos que fornece uma aproximacao para o célculo
da energia eletronica de uma molécula, levando em consideracdo os efeitos da mecanica
quantica, onde o B refere-se ao funcional de troca de Becke, que ¢ uma corre¢dao do funcional
de troca de Hartree-Fock. O 3LYP refere-se a combinagdo de trés funcionais: 1) o funcional de
troca de Hartree-Fock, 2) o funcional de troca de Becke (B), e 3) o funcional de correlagao de

Lee-Yang-Parr (LYP) (Becke, 1993).
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Foram calculados os seguintes descritores quanticos: Potencial de Ionizagdo (IP),
Afinidade Eletronica (EA), Gap HOMO-LUMO (AE), , Eletronegatividade (), Dureza Global
(), Suavidade Global (S), Potencial Quimico (), Indice de Eletrofilicidade (w), indice de
Transferéncia de Carga Maxima (ANmax), Indice de Nucleofilicidade (N) e o Potencial de
Redugao.

Para os calculos dos descritores quanticos foram utilizadas as equagoes de (2) a (12)
a seguir:

IP = -Enomo (2)
EA =-Erumo 3)
GAP AE =P -EA (4)
% =7 (EA+IP) (5)
1
n=3 (P~ EA) )
_1
S=1 (7)
u=-(EA+IP) (8)
_®
o= P 9)
ANpmax = -= (10)
|
=1
N=- (11)
Potencial de redu¢do = LUMO (12)

4.8. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (DPPH)

O método consiste em avaliar a capacidade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-
1-picril-hidrazila (DPPH-), de colorag@o purpura que possui absor¢do méxima em 517 nm. Por
acdo de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R), o DPPH:- ¢ reduzido formando
difenil-picril-hidrazina, de coloracao amarela, com consequente desaparecimento da absorgao,
podendo a ser monitorada pelo decréscimo da absorbancia. A partir dos resultados obtidos
determina-se a porcentagem da atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livres e/ou

a porcentagem de DPPH remanescente no meio reacional.
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A solugdo de DPPH foi preparada na concentragdo 0,06 mol/L, onde a amostra foi
pesada e avolumada com metanol P. A. em 1000 ml. A solugdo foi feita no mesmo dia da analise

e protegida da exposi¢do a luz.

Foram transferidos 50 puL de cada concentragdo da amostra teste, em triplicata, para
tubos de ensaio, protegidos da exposi¢do direta da luz, sendo adicionados 1950 pL da solucao
de DPPH 0,06 mol/L seguido de homogeneizagao da mistura. O controle foi preparado de modo
semelhante, substituindo a amostra por metanol P. A. O branco foi preparado adicionando 1950
uL de metanol P. A. mais 50 pL da solucao-teste contendo a mesma concentragdo de cada ensaio
para a calibragdo do espectrofotometro. Apds 30 minutos de reagdo, foi verificado a absorbancia

em espectrofotometro com comprimento de onda de 517 nm.

Os dados foram expressos em média e desvio padrao e aplicados o teste t de Student
para comparagdo entre duas médias e teste ANOVA OneWay para analise de variancia em mais

duas médias. Foram consideradas as diferencas com p<0,05 como significativas.

4.9. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE ISSO 10993/5

As linhagens de células murinas de fibroblastos (L929, Thermo Scientific, Brasil),
PBS (PBS, para cultura de células in vitro foram cultivadas em um meio de cultura contendo
carbonato de sodio (Sigma Aldrich), penicilina-estreptomicina (pen/strep), meio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM), soro fetal bovino (FBS). Enzima TrypLE Express, solu¢ao
salina tamponada com fosfato (PBS), solu¢do CellTiter 96® Aquous One (MTS [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio]) (Promega
Biotecnologia do Brasil, Brasil), glutaraldeido e formaldeido também foram utilizados em

varios ensaios.

4.9.1. Preparaciao Das Amostras

As amostras foram liofilizadas e pesadas em 276 mg. Posteriormente foram
solubilizadas em 1 ml de DMSO, com dilui¢ao em meio de cultura até concentragoes de 0-1000

ug/mL. Avaliado pelo tempo de 24, 48, 72 horas.
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4.9.2. CITOTOXICIDADE PELA AVALIACAO DA ATIVIDADE
METABOLICA

A viabilidade celular ap6s o contato direto com o 6leo essencial foi avaliada utilizando
uma linha de células murinas de fibroblastos (L929, Thermo Scientific, Brasil) semeadas em
placas de cultura de células de 96 pocos (Corning Life Sciences). As células foram mantidas
em uma atmosfera umida a 37 °C com 5% de COz e cultivadas em DMEM, suplementado com
10% de FBS e 1% de penicilina/estreptomicina. O meio de cultura celular foi renovado a cada
2 dias até que as células atingissem 90-95% de confluéncia. As células foram destacadas usando
Tryplex e colocadas em placas de 96 pogos com uma densidade de 1-10"4 células/pogo. Apds
24 h de adesao celular, diferentes concentragdes foram adicionadas aos pogos. As células foram
entdo incubadas a 37 °C, 5% de CO2 e 90% de umidade por 24, 48 e 72 horas. Apds esse
periodo, as células foram lavadas com PBS (PBS, Gibco® USA), e a viabilidade celular foi
medida com o ensaio de prolifera¢cdo AQueous One solution (CellTiter 96, MTS, Promega). Em
cada poco, uma mistura de 20 pL. de reagente celular MTS (Promega Corporation® USA) e
100 pL de meio foi adicionada e cultivada em um incubador (Ultrasafe HF 212UV, Brasil) a 37
°C por 2 h com 5% de CO». Em seguida, o meio restante foi transferido para placas de 96 pocos
para medi¢gdes de densidade oOptica a 490 nm de comprimento de onda. As andlises foram
realizadas em um espectrofotdometro (Molecular Devices, Spectra Max Plus 348) com quatro
réplicas paralelas para cada amostra. O meio de cultura foi usado como grupo de controle e os

resultados mostraram atividade metabolica (Aguilar et al., 2021).

4.9.3. ESTRESSE OXIDATIVO INDUZIDO POR PEROXIDO DE
HIDROGENIO EM CELULAS DE FIBROBLASTOS 1.929

A avaliacdo da viabilidade celular apos estresse oxidativo (H20.) foi realizada de
acordo com Leonarski et al. 2023. Células de fibroblastos L.929 foram semeadas a uma
densidade de 1-10™4 células/pogo em uma placa de 96 pogos contendo meio de cultura DMEM
suplementado com 10% de FBS e incubadas durante a noite a 37 °C em uma atmosfera
umidificada com 5% de CO,. Ap6s a incubacao, DMEM com 10% de FBS contendo 500 pg/mL
(peso seco) a solucdo com oOleo essencial foi usada para tratar as células expostas

concomitantemente a 1,0 mM de H2O: por 24 horas (dose que diminui 80% da viabilidade
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celular das células L.929 em 24 horas). A viabilidade celular foi avaliada usando o ensaio MTS

conforme descrito na se¢do anterior.

4.10. ATIVIDADE ANTITUMORAL

As células adenocarcinoma de pulmao (A549) e de glioma (GL e C6) foram semeadas
em placas de 96 pocos a uma densidade de 1-10* células/pogo e mantidas por 24 horas a 37 °C
em um incubador de CO: para adesdo. Ap0ds 24 horas, as células foram tratadas com 500 pg/mL
da solucdo com 0leo essencial. Doxorrubicina (10 pg/mL) foi usada como controle positivo,
DMSO foi o controle negativo e o controle em branco usou apenas o meio de cultura. As células
tratadas foram incubadas por 24 horas e 48 horas a 37 °C em um incubador de CO». Apos o
periodo de incubacdo, o meio de cultura foi removido e as células foram lavadas duas vezes
com PBS. A viabilidade celular dos extratos foi medida usando o ensaio colorimétrico MTS

conforme descrito na se¢ao anterior. (Sousa et al., 2020).

A avaliagdo estatistica foi realizada usando anélise de varidncia de uma via (ANOVA),

seguida pelo teste de Tukey, com p < 0,05 considerado como estatisticamente significativo.

4.11.  SOFTWARES UTILIZADOS

As andlises estatisticas e criagdo dos graficos foram feitas com Origin 2018. A
otimiza¢do molecular foi feita com o software Avogadro e o DFT com o Orca. A visualizagao

das frequéncias e ilustracdo dos orbitais moleculares com o IboView , Chemcraft e Jmol.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. PLANTIO DE M. AZUREA

O plantio, ilustrado na figura 12, teve 25% de mortalidade concentrada principalmente
na area central do terreno com maior exposicao a incidéncia solar. Apesar de M. azurea ser bem
adaptada em plena luminosidade (Serudo et al., 2013), o solo da 4rea de capoeira exposto e
sujeito a altas temperaturas se endurece e dificulta o desenvolvimento das raizes, e durante os
longos periodos sem chuva esse fato se agrava, pois o gradiente de concentracdo favorece a
perda de agua da planta para o solo, ou seja, o solo passa a drenar a planta. Vale mencionar que
no dia 24 do més de setembro de 2022, segundo os dados disponibilizados pelo INMET (Anexo
1), houve a maior temperatura do ano registrando impressionantes 37,8 °C, temperaturas acima
dos 35 °C também foi frequente durante o més de outubro. Anderson (2004) cultivou
experimentalmente M. azurea em Kentucky nos Estados Unidos da América e afirmou que a
espécie ¢ de facil propagacio e exige bastante 4gua. Também ¢ tolerante a baixas temperaturas,

podendo se desenvolver entre 12,78 °C e 15, 56 °C.

Figura 12: Plantio de M. azurea

Fonte: Acervo do autor
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Em relacdo a coloracdo das flores se observou empiricamente um clareamento na época
mais seca e quente, ja durante a estacdo das chuvas suas flores apresentaram um azul vibrante.
Klehm (2011) trabalhou na mesma area experimental e relatou a presenca de lepidopteras da
espécie Anartia jatrophae (Linnaeus, 1763), porém no atual experimento foi notado a presenca
de apenas dois individuos em meados de dezembro de 2022. Em agosto de 2023 houve possivel

contaminagdo por Colletotrichum sp. e outros fungos, foi borrifado sulfato de cobre a 3% para

fazer o controle.

5.2. HIDRODESTILACAO, CINETICA E UMIDADE

O gréfico na figura 13 mostra a curva cinética do volume de 6leo essencial extraido
em fungdo do tempo (3 horas). Com base nesses resultados se estabeleceu que o tempo de 1:30
h de hidrodestilagdo seria o mais viavel para os futuros ensaios laboratoriais. O teor de 6leo
essencial para as flores foi de 0,3%, para o talo 0,3% e as folhas 0,5%. Os valores médios de

umidade das flores foram de 14,60%, para o talo 26,39% e folhas 23,90%.

Figura 13: Ensaio de cinética da flor, folha e talo
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Andrade et al. (2006) encontraram melhor teor ao utilizar base seca comparado com
a umida. Para as folhas o teor foi de 0,40% (0,80% na base seca), caule 0,05% (0,1% na base
seca) e flores menos de 0,05 % em base umida. A mistura de folhas e caule obteve 0,3%. Uma
hipotese de os valores absolutos deste trabalho terem sido maiores do que o de Andrade et al.

(2006) pode ser pelo historico de adubagdo e das condi¢des edafoclimaticas.

Provavelmente o teor do 6leo essencial dos individuos do plantio tenha aumentado em
fun¢do da adubagdo bovina, seguindo a recomendagdo do trabalho de Klhem (2011) com
aproximadamente 25% de esterco bovino, além da adubagao nitrogenada foliar que estimula o

desenvolvimento da biomassa aérea.

5.3. CG/EM E SUBSTANCIAS IDENTIFICADAS

A tabela 3 compila os dados da identificacdo dos componentes. Os cromatogramas
estdo dispostos nos Anexos 2-8. Em abril de 2022, os compostos majoritarios presentes nas
folhas foram o mirtenal, com uma concentracdo de 18,66%, e o trans-pinocarveol com uma
concentragdo de 13,25%. Além disso, o -copaen-4a-ol apareceu em uma concentracdo de
11,96%, seguido pela pinocarvona, que apresentou uma concentracdo de 9,88%. Outro
composto importante foi o ciclossativeno, com 7,81%. Esses compostos formaram os principais
constituintes volateis das folhas em abril de 2022.

Ja em agosto de 2023, observa-se mudancas significativas na composicdo e no
rendimento do 6leo essencial das folhas. Houve uma leve reducdo no rendimento de 0,5% para
0,47% em valores absolutos. O B-copaen-4a-ol, que anteriormente tinha uma concentracao de
11,96%, tornou-se 0 composto mais abundante, aumentando para 20,73%. O mirtenal, que era
o principal composto em abril de 2022, apresentou uma redugdo significativa em sua
concentragdo, caindo para 8,74%. Além disso, o pinocarveol, que ndo estava presente no 6leo
essencial em abril de 2022, apareceu com uma concentracéo relevante de 9,49%. A pinocarvona
também teve uma diminuicéo, passando de 9,88% em abril de 2022 para 6,31% em agosto de
2023. Outro composto que ganhou importancia foi o viridiflorol, que em agosto de 2023 teve
aumento na concentragdo (4,6%).Essas comparagcdes mostram que houve uma mudanca
significativa no perfil quimico das folhas entre abril de 2022 e agosto de 2023, sugerindo uma
alteracdo no metabolismo da planta ao longo desse periodo, possivelmente em resposta a
variacOes sazonais, ambientais ou fatores relacionados ao desenvolvimento (Santos et al.,
2022).
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Parte Vegetal Flor - Folha — Talo Folha Folha
N° RT* Més/Ano abr/22 ago/23

Composic¢éo %
1 8,574 Ciclofencheno - - 6,3
2 7,609 a-Pineno 4,17 2,56 1,52
3 8,857 Sabineno 2,43 2,46 3,24
4 10,36 B-Pineno 0,81 1,15 0,75
5 11,484 p-Cimeno 0,74 0,73 0,68
6 12,918 Limoneno 1,12 0,9 0,54
7 13,744 y-Terpineno 1,36 1,34 -
8 14,403 trans-Pinocarveol 9,14 13,25 -
9 15,216 Pinocarveol - - 9,49
10 15,237 Pinocarvona 8,27 9,88 6,31
11 15,686 Terpinen-4-ol 471 4,75 2,41
12 16,432 Mirtenal 14,92 18,66 8,74
13 17,057 Mirtenol 0,74 1,28 -
14 17,37 Cuminaldeido 1,76 2,53 -
15 22,289 Ciclossativeno 6,97 7,81 0,29
16 24,591 Aluaromadendreno - - 0,32
17 24,767 a-Copaeno 7,92 6,16 4,95
18 24,965 B-Cariofileno - 0,89 -
19 25,998 a-Humuleno - 1 -
20 26,667 epi-Cubebol - 0,77 -
21 26,894 3-Cadineno 2,46 2,18 -
22 29,557 B-copaen-4a-ol 9,42 11,96 20,73
23 30,179 Viridiflorol 2,45 3,07 4,6
24 31,187 Humuleno 0,96 1,07 3,80
25 31,599 B-Oplopenona 2,29 2,43 -
26 32,911 Bulnesol - 0,48 -
27 33,342 Cubenol 2,01 1,52 -
28 39,519 Acetato de (Z)-a-Santalol 2,24 1,17 -
29 56,069 Fenilacetato de Isoeugenol (E) 13,02 - -

*Tempo de retengdo
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Os cinco compostos majoritarios presentes nas flores foram o fenilacetato de
isoeugenol (E), com uma concentragao de 13,02%, seguido pelo mirtenal, com 14,92%, e o B-
Copaen-4a-ol, que apresentou uma concentracdo de 9,42%. Além desses, 0 trans-pinocarveol
apareceu com uma concentracao de 9,14%, enquanto a pinocarvona esteve presente em uma
concentracdo de 8,27%. Esses compostos representaram 0s principais constituintes quimicos
das flores nesse periodo, refletindo suas caracteristicas volateis predominantes.

A espécie vegetal M. azurea se destaca pelos 6leos essenciais ricos em bioativos
com potencial bioldgico e para os mercados alimenticios, cosméticos e farmacéuticos. As
substancias identificadas nas andlises e interpretacdo dos dados (tabela 3), também foram
identificadas nos trabalhos de Ronse et al. (1998), Andrade et al. (2006) e Houel et al. (2014)
com as principais substancias majoritarias trans-pinocarveol, mirtenal, a-copaeno, B-copaen-
40-0l. O Oleo essencial de M. azurea consiste em uma complexa mistura de mono e
sesquiterpenos. A composicao do 6leo € interessante do ponto de vista fitoquimico, uma vez
que B-copaeno-4a-ol, um sesquiterpeno identificado pela primeira vez nesta espécie, é uma

das principais substancias majoritarias.

O fenilacetato de isoeugenol (E) ¢ um composto aromatico que estd presente em
grande quantidade no 6leo essencial das flores de M. azurea, sendo o segundo mais abundante.
Ele pertence a classe dos ésteres e pode ser sintetizado por métodos bioenzimaticos e catalise
heterogénea, sendo considerado um produto natural. Este composto ¢ aprovado para uso em
alimentos pelo Comité de Aditivos Alimentares (JECFA) e pela Autoridade Europeia de
Seguranca Alimentar (EFSA, 2023), e esté4 incluido na base de dados de substancias aromaticas
da Unido Europeia. De acordo com Oliveira et al. (2019), o acetato de eugenil produzido por
catalise heterogénea mostrou bons resultados como agente antimicrobiano contra
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli € Pseudomonas aeruginosa,

demonstrando potencial para ser usado na industria alimenticia.

A pinocarvona ¢ uma molécula natural encontrada em diversas plantas, incluindo
aquelas do género Pinus e Artemisia (Hassani Moghaddam et al., 2020; Korablova et al., 2023).
Ela pode ser sintetizada através de reacdes de foto oxigenacdo de (+) e (—)-o-pinenos, assim
como o trans-pinocarveol (Rosa et al., 2023). Pesquisas demonstraram que este composto €
eficaz contra uma variedade de patogenos, incluindo bactérias gram-positivas e gram-negativas,
além de fungos. A capacidade da pinocarvona de perturbar a membrana celular dos

microrganismos contribui para sua eficicia como agente antimicrobiano. Este efeito,
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combinado com suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, torna a pinocarvona uma

molécula de interesse para o desenvolvimento de novos farmacos.

O mirtenal ¢ considerado praticamente insolivel em agua e ¢ relativamente neutro.
Sua estabilidade sera discutida do ponto de vista molecular mais a frente na abordagem do
estudo de DFT das principais moléculas do 6leo essencial de M. azurea. E um monoterpeno
que tem ganhado mais notoriedade, sendo amplamente utilizado no combate a diversas doengas,
como tumores, doencas neurodegenerativas e diabetes. Com base nos dados de pesquisa,
algumas revisdes focam na propriedade anticancerigena do mirtenal, destacando suas
propriedades terapéuticas que regulam negativamente as vias do inflamassoma e outras vias de

sinalizacdo. (Shen et al., 2023; Dragomanova et al., 2023).

O viridiflorol ¢ um composto natural que possui um ciclopropaazuleno em sua
estrutura, o que contribui para suas propriedades anticancerigenas, particularmente contra o
cancer de mama. Ele pode ser extraido de Salvia algeriensis e outras plantas da familia
Lamiaceae, como Melaleuca quinquenervia e Allophylus edulis que tém importancia
etnofarmacoldgica. Estudos mostraram que o viridiflorol tem efeitos citotoxicos em células
cancerigenas, incluindo MCF-7, A549 e Daoy, reduzindo a viabilidade celular de forma
dependente da concentracdo e exibindo maior atividade em células cerebrais (Daoy). Além
disso, o viridiflorol demonstrou propriedades antinociceptivas e antiartriticas, inibindo edema,
dor e inflamacdo em modelos experimentais, o que confirma seu potencial analgésico e anti-
inflamatoério, reforcando o uso tradicional de A. edulis para tratar dores. (Akiel et al., 2022;

Naeem et al., 2022; De Matos Balsalobre et al., 2023).

O ciclossativeno possui propriedades antioxidantes e anticarcinogénicas. Em estudos
com ratos, demonstrou-se que o CSV protege c€lulas neuroldgicas corticais do dano causado
por H20: (Turkez et al., 2015). Gomes et al. (2023) observaram que compostos com alta
porcentagem de Ciclossativeno encontrados em fungos endofiticos de café (Induratia

coffeana), tém atividade antimicrobiana contra varias espécies de Aspergillus.

A presenca de compostos de valor farmacéutico no 6leo essencial de M. azurea como
o mirtenal e o viridiflorol, fazem dessa espécie potencial candidata de futuros estudos em
linhagens celulares e seu aprimoramento, como por exemplo sua incorporagdo em nano
emulsdes. Além de poder ser de interesse de outros setores como a engenharia de materiais e

biocombustiveis e na investigacdo contra outras ameacas bioldgicas.
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5.4. PRE-TRATAMENTO ENZIMATICO

O rendimento médio de 6leo essencial do controle foi de 0,43% = 0,005. Para 0s
ensaios tratados previamente com celulase os rendimentos de acordo com as concentragdes
foram: 1% (0,57% £ 0,014), 1,5% (0,55% = 0,014) e 2% (0,49% = 0,027). O grafico na figura
14 a sequir ilustra o quantitativo do volume das extracGes e se observa aumento nos valores
absolutos do 6leo essencial de M. azurea.

O resultado da andlise de variancia (ANOVA) da tabela 4 mostra que o valor-P é menor
gue 0,05 o que indica que pelo menos um dos tratamentos € estatisticamente diferente. No
gréfico da figura 15 é possivel localizar que a diferenca estatistica esta entre os tratamentos com
1% e 15% de celulase em relacdo a testemunha, com incremento de 32% e 26%
respectivamente. De acordo com os dados, a concentracdo 6tima de Celluclast 1.5 é de 1%.

Quando o intervalo de confianca ndo intercepta a linha do zero (figura 15) se assume
que ha diferenca estatisticamente significativa (destaque em vermelho). A posicao da média no
eixo horizontal indica se a média do primeiro tratamento na comparacao € maior ou menor. Por
exemplo, quando se compara os tratamentos 2% com 1,5%, pode-se dizer que ndo ha diferenca
estatistica entre eles pois o intervalo intercepta a linha do zero e a posi¢éo na regido negativa
indica que a média do volume de éleo essencial extraido com 2% de celulase foi menor do que
guando extraido com 1,5%. Agora, quando se compara 0s tratamentos com diferenca
significativa o tratamento com 1,5% teve maior rendimento em relagdo ao controle, mas

menores valores do que a média do tratamento com 1%.

Figura 14: Hidrodestilagdo pds-enzimolise Figura 15: Post-hoc — Teste Tukey (Celulase)

2-154 [ — e

- 2-1.4 L I

0,378
15-14 S B

= 150 S

0,441

Volume (mL)

0,315

T T T T
0 1 15 2

T T
Concentragdo (%) -0,15 -0,10 -0,05 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20



73

Tabela 4: ANOVA One-Way — Oleo essencial M. azurea

Fonte de

Variacio GL SQ QM Fvalue Prob>F R? Coef. Var.
Modelo 3 0,01294 0,00431 13,8 0,01412 0,91189 0,04607
Erro 4 0,00125 3,13E-04
Total 7 0,01419

GL= graus de liberdade; SQ = soma dos quadrados; QM= quadrado médio.

Na tabela 4 é apresentado o R? com valor de 0,91 constatando que o modelo foi capaz
de capturar a variabilidade dos dados pelos fatores analisados de forma muito satisfatoria. Esse
parametro apresenta valores entre 0 e 1 e quanto mais proximo de 1 maior é a capacidade
explicativa em relagdo as fontes de variacdo. Os graus de liberdade (GL), soma de quadrados
(SQ) e quadrado médio (QM) sdo fundamentais na ANOVA para medir a variagdo total dos
dados e decompor essa variacao entre e dentro dos grupos. Os GL indicam quantos valores sao
livres para variar, enquanto a SQ quantifica a variacdo. O QM, obtido ao dividir a SQ pelos GL,
¢ usado para calcular o teste F, que permite avaliar se as diferengas entre grupos sdo

estatisticamente significativas. (Favero; Belfiore, 2017; Liu; Wang, 2021).

Na figura 14 observa-se que para todas as concentracdes utilizadas houve aumento no
rendimento de 6leo essencial, porém com o aumento da concentragdo ha perda na eficiéncia da
digestdo enzimatica. Como os dados ndo se comportam de acordo com a cinética de Michaelis-
Menten se descarta a possibilidade da ocorréncia de saturacdao enzimatica, pois como o volume
de substrato € constante, nessa situagdo a curva apresentaria um plato apds a concentragdo 6tima

ndo um comportamento decrescente, e de forma global uma hipérbole retangular (Srinivasan,

2022).

Dessa forma, esse comportamento pode ser explicado pela inibicao enzimatica a partir
dos produtos da degradacdo da celulose, como a celobiose e a glicose, ou da interagdo de
substancias aromaticas como terpenos e fenois da biomassa. Também pode ocorrer a ligagao
nao produtiva da enzima com lignina, por conta do tipo de proteina ou de modificacdes
alostéricas (Agrawal et al., 2021). A inibigdo enzimatica pode ocorrer de duas formas, a
alostérica e a competitiva, ambas interferindo no funcionamento das enzimas de maneiras
distintas. Na inibi¢do competitiva, o inibidor compete diretamente com o substrato pela ligacao
ao sitio ativo da enzima, reduzindo a taxa de formacao do complexo enzima-substrato. Ja a
inibicao alostérica ocorre quando o inibidor se liga a um sitio diferente do sitio ativo, chamado

sitio alostérico, induzindo uma mudanga conformacional que diminui a afinidade da enzima
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pelo substrato ou a atividade catalitica. O aumento da concentragdo dos reagentes aumenta a
velocidade de reacdo e os produtos inibitérios se formam mais rapido e comprometem a
eficiéncia da digestao, ao ponto de ndo se observar diferenca estatisticamente significativa entre
a concentragao de 2% com o controle (Gusakov; Sinitsyn, 1992; Hsieh et al., 2014; Nong et al.,
2024). Outro fator que pode explicar esse comportamento € o erro inerente a técnica de extragao
e do delineamento experimental, o aumento de repeticdes pode diminuir os valores de erro e
capturar melhor a natureza da reagdao, bem como instrumentos mais precisos como um tubo de
condensag¢do a vacuo para diminuir o erro associado a separacao utilizando apenas o Clevenger.
Wainer et al. (2022) encontraram maior desvio padrdo ao comparar o rendimento entre a

hidrodestilacdo assistida por celulase e tradicional com a hidrodestilagdo a vapor por exemplo.

Na literatura é reportado o efeito positivo da digestdo por celulase no rendimento do
6leo essencial. Liu et al. (2021) ao pesquisar o efeito da digestdo enzimatica antes da extracao
assistida por micro-ondas de folhas de Cinnamomum burmannii também observaram melhoria
significativa no rendimento com celulase comparado ao controle e a acdo de pectinase e
protease neutra. No entanto, as melhores condicdes se encontraram no efeito com complexos
enzimaticos. O mix de celulase/hemicelulase em pH 5 e temperatura de incubacdo a 40 °C
seguido por extracao por micro-ondas teve melhor performance do que a extragdo com enzimas
isoladas e hidrodestilacdo tradicional. Os autores também afirmam que essa metodologia

também aumentou a porcentagem de fracbes oxigenadas.

Hosni et al. (2013) estudaram métodos de extracdo de 6leo essencial para Thymus
capitatus com diferentes enzimas também a 40 °C. A celulase isolada teve incremento de
63,55%, enquanto que a hemicelulase de 23,72% e a combinacdo de ambas obteve aumento de
109,32%. Os pesquisadores também executaram o0 mesmo delineamento experimental para
Rosmarinus officinalis com resultados menos animadores do que com T. capitatos. A celulase,
hemicelulase e 0 mix das duas tiveram os respectivos rendimentos: 5%, 50% e 20%. Esses
dados sdo interessantes pois evidenciam o aumento no rendimento de 6leo essencial a partir do
efeito sinergético de enzimas que atuam em diferentes substratos. Contudo, para aplicar essa
metodologia no futuro com o 6leo essencial de M. azurea € importante levar em consideracao
o efeito inibitério dos produtos da enzimolise e utilizar estabilizantes durante a adi¢do das

enzimas.
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5.5. PERFIL QUIMICO DO OLEO ESSENCIAL DE M. AZUREA APOS DIGESTAO
ENZIMATICA (CG/EM)

A partir da anélise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas foi
possivel identificar o perfil quimico do 6leo essencial de M. azurea. H& diferenca na

composicao qualitativa do 6leo ap6s o tratamento enzimatico com Celluclast 1.5.

A diferenca na composicao frente as concentracdes da extracao assistida por enzima
pode ser em decorréncia da interacdo dos terpenos com os produtos da enzimdlise, a
solubilidade da celobiose e dos monémeros de aclcar que podem liberar ions na solucédo
facilitando reac6es de oxidacdo, ou os agucares redutores podem atuar como antioxidantes. Em
suas devidas proporcfes também pode haver a formacdo de novos produtos a partir da
solubilizacdo de conservantes e estabilizantes do complexo enziméatico como o sorbato de
potassio e o cloreto de sédio (Gan et al., 2002; Alves et al., 2016; Simsek et al., 2023). Dentre
as mudancas se destaca o aparecimento do 1,4,7-Cycloundecatriene, 1,5,9,9-tetramethyl-
Z,Z,Z-, uma molécula pouco estudada . Os compostos majoritarios e caracteristicos da espécie

permaneceram com concentragéo relativamente constante.

A sequir, a tabela 5 correspondente com as substancias identificadas e os valores de
concentracéo, e as figuras 12 e 13 que mostram os picos identificados nos cromatogramas.
Posteriormente sera abordado a importancia de algumas dessas moléculas identificadas.

No 6leo essencial de M. azurea, apenas o composto 1,4,7-cycloundecatriene, 1,5,9,9-
tetramethyl-Z,Z,Z aumentou com o uso das enzimas, com incrementos de 9,05% e 24,29% para
concentracdes de 1,5% e 2%, respectivamente, e 4,20% na concentracdo de 1%. Este composto
ja foi reportado em algumas espécies como Eugenia caryophyllus, Sonchus bornmuelleri e
Zanthoxylum dissitum, mas ha poucos estudos sobre sua funcionalidade (Uddin et al., 2017;
Gharari et al., 2023).

O Ciclofencheno é um composto que também pode ser encontrado no 6leo essencial
de Curcuma aeruginosa, Curcuma mangga, Commiphora caudata, Stachys lavandulifolia e
Ziziphora clinopodioides (Waman et al., 2018; Peng et al., 2022). Recentemente Ghavam
(2022) descobriu um quimiotipo de Z. clinopodioides, uma espécie nativa do Iran, rico em
ciclofencheno (25,29%). Nos ensaios microbianos ndo houve a formagao de halo de inibicdo
para diversos microrganismos como bactérias gram-positivas como a S. aureus, gram-negativa

como a E.coli, e linhagens de fungo como A. niger e C. albicans, e altas concentracfes de
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inibicdo minima provaram o fraco efeito antimicrobiano do 6leo essencial. Contudo, a espécie

teve O0timos resultados contra a atividade de células de cancer de ovario (OVCAR-3) com ICsg

de 144,25 pg/mL.

Tabela 5: Perfil quimico do 6leo essencial de M. azurea apds enzimélise de celulase

Nome RT Controle 1% 1,5% 2%
Ciclofencheno 8,574 6,3 5,36 - 5,88
Sabineno 9,800 1,52 1,79 0,73 1,74
(-)-p-Pineno 9,955 3,24 2,98 1,74 3,25
B-Cymene 11,448 0,75 0,73 0,53 0,69
D-Limoneno 11,607 0,68 0,57 - 0,78
y-Terpinene 12,542 0,54 0,56 0,47 0,67
Pinocarveol 15,216 9,49 - 8,17 -
trans-Pinocarveol 15,212 - - - 10,22
p-Mentha-2,8-dien-1-o0l 15,224 - 10,02 - -
Pinocarvona 15,870 6,31 6,77 5,11 6,06
(-)-Terpinen-4-ol 16,447 2,41 2,35 2,31 2,86
(1R)-(-)- Mirtenal 16,909 8,74 9,91 8,24 9,42
Ciclossativeno 22,075 0,29 0,31 0,25 -
Copaene 22,258 495 5,84 5,47 493
Humulene 24,466 3,8 - - -
1,4,7-Cycloundecatriene, 1,5,9,9-tetramethyl- 24.475 i 42 4,58 5.2
7,7,7-
Aluaromadendreno 24,591 0,32 0,39 - -
Naphthalene 26,067 1,45 1,54 1,79 1,57
p-Copaen-4a-ol 27,920 20,73 20,17 23,93 19,09
Viridiflorol 28,084 4,6 4,22 5,11 4,28

RT= Tempo de retencdo. O ¢ corresponde a concentracao de enzima utilizada, onde 0 é o controle e, 1,2e 3 €é 0

percentual de enzima utilizado.

Wang et al. (2024) conduziram um experimento de extracdo assistida por enzima de

Cinnamomum longepaniculatum, uma espécie endémica da China e que tem como compostos

majoritarios o DL-isopulegol, o thujylalcohol e o B-phellandrene. As enzimas utilizadas foram

a hemicelulase, B-glucana circunscrita, e a endo-p-glucanase. Os autores observaram que o pré-

tratamento enzimatico aumentou a quantidade de compostos oxigenados no 6leo essencial, mas

de forma geral, assim como no 6leo de M. azurea, 0s compostos majoritarios tendem a ter pouca

variacdo em quantidade bem como o perfil qualitativo. Em relacdo ao rendimento o maior

incremento relativo foi observado no efeito em conjunto da B-glucana circunscrita e da

hemicelulase de 53,55%, e proporcionou aumento também no nimero de constituintes do 6leo.
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Figura 16: Cromatograma do dleo essencial de M. azurea ap6s digestdo enzimética (Controle — 1%)
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Figura 17: Cromatograma do 6leo essencial de M. azurea apés digestdo enzimatica (1,5% - 2%)
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Viridiflorol.
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A endo-B-glucanase (celulase) teve incremento de 30,85%, um numero compativel com o
incremento da Celluclast 1.5 (32%) com os resultados desse trabalho com M. azurea. Rashed
et al. (2016) observaram maior eficiéncia na extracdo de Gleo essencial em Lavandula
angustifolia ao combinar celulase e hemicelulase, aumentando os teores de linalol (31%),
acetato de lavandulil (15%) e a-terpineol (4%).

5.6. FOURIER-TRANSFORM INFRARED SPECTROSCOPY (FTIR)

O grafico da figura 18 apresenta as bandas de absorc¢do para o 6leo essencial de M.
azurea. Na regido de comprimento de onda de 2927 cm™! e 2872 cm™! estd presente o
estiramento de C-O caracteristico do grupo quimico dos aldeidos, a presencga do dubleto permite

a disting@o de outros grupos (Silverstein et al., 2014, Pavia et al., 2015).

Figura 18: FTIR — espectro do 6leo essencial de M. azurea
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Em 1460 cm™! ha a absor¢do da vibragdo do tipo scissoring (dobramento) do CH
proximo ao grupo carbonila. Os picos na faixa de 850-920 cm™?! correspondem a absorgdo do
metileno. Proximo a 875 cm™?! h4 a absorgdo de B-pineno devido ao tensionamento da estrutura
do anel com o grupo CH2 exociclico, essa banda também pode ser um indicativo do mirceno

porém ele nao foi identificado na cromatografia, embora esteja presente em outros quimiotipos
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de M azurea (Agatonovic-Kustrin et al., 2020). O pico presente em 1448 cm™! pode ser
resultado da sobreposicdo da deformag¢do de CH2 com o CH3 assimétrico, sendo que a
intensidade ¢é proporcional a quantidade desses dois grupos. Em 1679 e 1621 cm™!
correspondem a vibragdo de estiramento do grupo carbonila de aldeidos. O pico proximo a 1450
cm™1! ¢ indicativo da presenca de alcoois com absor¢do da vibragdo de dobramento de C-OH

(Lietal., 2013).

Cada tipo de ligacao tem sua propria frequéncia natural de vibragdo, e como dois tipos
idénticos de ligacdes em dois diferentes compostos estdo em dois ambientes levemente
diferentes, os padrdes de absor¢ao no espectro infravermelho em duas moléculas de estruturas
diferentes nunca sdo exatamente idénticos (Pavia et al., 2015). Em solu¢des homogéneas como
Oleos essenciais, o espectro de componentes individuais pode mostrar sobreposi¢des € mistura
de diversos modos vibracionais (Agatonovic-Kustrin et al., 2020). Dessa forma o FTIR pode
ser utilizado como técnica para a diferenciacdo de espécies vegetais a partir dos padrdes na
regido de fingerprint. O estiramento de C-O e o dobramento O-H nao sdo modos vibracionais
independentes pois eles podem se acoplar com vibragdes de grupos adjacentes (Silverstein et
al., 2015). O dubleto observado na faixa de 2860 cm™! a 2700 cm™? de um aldeido é resultado
da ressonancia de Fermi, no caso a banda detectada no grafico 2 provavelmente corresponde ao
mirtenal, a molécula de maior concentragdo no 6leo de M. azurea. A segunda banda aparece
quando a vibragdo do estiramento C—H se acopla com a primeira harmonica da vibragdo de
dobramento do C-H do aldeido de média intensidade, que surge na faixa de 1400 cm™! a 1350

cm™ !, a intensidade em 1680 cm™?! sugere sistema de conjugacido mais longa para C=O.

Apesar de 6leo essencial de M. azurea possuir compostos com presenca de hidroxilas
e na literatura essa banda caracteristica ser larga e intensa, fatores como a simetria da molécula
podem interferir na vibragdo. O comportamento do pico nessa regido pode ser explicado por
conta de bandas harmoénicas, quando ha a sobreposi¢ao de duas bandas com dipolo elétrico
forte, além de ter interferéncia da concentragdo pois ainda que parte majoritaria da composigao
do 6leo essencial seja de alcoois como B-copaen-4a-ol e o trans-pinocarveol essas substancias
ndo se sobrepdem a soma da fragdo restante. Entretanto, De Pooter et al. (1989) mencionaram
em seu trabalho uma absorgao caracteristica de banda larga O-H ao trabalhar com B-copaen-4a-
ol purificado de M. azurea, confirmando que a até entdo recém-descoberta molécula era um
sesquiterpeno oxigenado, o que possibilitou sua identifica¢do. A partir do DFT em B3LYP, com

base 6-311++G(d,p) foi possivel fazer o espectro por computacao quantica dos elementos
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isolados que representam a maior area identificada no cromatograma nas figuras 19, 20, 21, 22

e 23 a seguir e descobrir os tipos de vibracdo sintetizados na tabela 6.

Figura 19:Espectro IR do B-copaen-4a-ol
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Figura 21: Espectro IR frans-pinocarveol
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Figura 20: Espectro IR do viridiflorol
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Figura 22: Espectro IR mirtenal
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Figura 23: Espectro IR Pinocarvona
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Tabela 6: Tipos de vibracdes no espectro IR de terpenos do 6leo essencial de M. azurea

. Comprimento . . x . Comprimento . . ~
Molécula de onda (cm?) Tipo de vibracdo Molécula de onda (cm) Tipo de vibragdo
289,44 5(0-H)* 73,06 CEEECC:E))/
915,73 S(H-C-H) 353,85 pé(HC:CO')Q’
1400,11 S(H-C-H) 167348 (g’c(ll:sgn':é)
) . A v(C=0)*/
B-Copaen-da- 4744 96 8(H-C-H) Pinocarvone 1766,09 3(H-C-H)
ol (scissoring) (scissoring)
3077,77 V(H-C-H) 3049,51 V(C-H)
3812,27 v(O-H)* 3222,57 V(C-H)
300,62 §(O-H)* 784,49 §(C=0)*
S(H-C-H)/ ~
1155,49 5 (C-H) 1207,31 d(H-C-H)
3(0-H)/ PR
1300,73 5(C-H) 1744,61 v(C=0)
Viridiflorol Myrtenal
3029,85 v(C-H) 2875,06 V(C-H)*
3821,01 V(O-H)* 1666,07 Z)((gzﬁ))i
2875,06 V(C-H)*
3(O-H)*/
345,03 S(H-C-H) 30993 v(C-H)
919,9 d(H-C-H) a M Q O
e R
1321,02 8(H-C-H) s
trans- / A / 2
pinocarveol Symmetric stretching  Asymmetric stretchin
1401'53 5(H-C_H) E-‘ B Symf‘ rl\ 2 Ay' l‘ hing '
QP QP QP
3049,84 v(C-H) ~ V wj
3812'39 V(O-H)* in-plane rocking in-planescisso/nng out-of-plmcwa;glng cul-uf-planch\:is‘ling

d: Dobramento (bending). v: Estiramento (streching). o: Wagging. p: Rocking. *: Grupo Funcional. a: Estiramento.
b: Dobramento. Fonte da figura: Ojeda; Dittrich, 2012.
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Os dados com a varidvel numero de ondas foram corrigidos com fator de escala 0,9951
(Zochedh et al., 2022). A auséncia de numeros imaginarios demonstra que o calculo de
otimizacdo da geometria molecular foi bem-sucedido, representando o estado fundamental da
molécula. Os dados experimentais costumam ser diferentes porque hd a absorcao do
infravermelho em moléculas com diferentes estados energéticos além do fundamental e por
diferengas no estado da matéria (Costa et al., 2020). Também pode haver intera¢des do material
com solventes ¢ moléculas que resultam em diferentes absor¢des de luz infravermelha. E
interessante observar que o estiramento do grupo O-H nos alcoois terciarios aparece em regides
de maior nimero de ondas e com formato similar. O estiramento do frans-pinocarveol, um
alcool secundario, apresenta banda ligeiramente distinta dos terciarios, com maior intensidade.
Em condigdes experimentais essa vibracdo do O-H pode aparecer em menores niumeros de

onda.

Os dados da tabela 6 sdo uma discri¢do do tipo de vibracdo referente ao pico da
intensidade do espectro infravermelho visualizado no sofiware Chemcraft. O objetivo da
investigacdo de vibragdes ¢ descobrir quais modos vibracionais causam cada uma das bandas
experimentais (Udayappan et al., 2024). O valor do numero de ondas ¢ diferente dos graficos
porque eles correspondem aos valores antes da padronizagao. Os alcoois apresentam vibracao
do tipo estiramento no grupo funcional em regides de maior nimero de onda, em torno de 3800
cm’!, e outra de dobramento em regides de menor nimero de ondas, por exemplo, o B-Copaen-
4q-ol tem esse pico em 289,44 cm™!. De acordo com o que mencionado no inicio da se¢do, o
mirtenal apresenta estiramento C=0 em 1744 cm™ e em torno de 784 cm™ ha o dobramento
nesses atomos. O grupo funcional aldeido no mirtenal também teve vibracdo de dobramento

em C-H em 2875 cm™.

Com base nos dados calculados pode-se afirmar que os picos fortes em regides de
maior nimero de ondas encontrados no espectro experimental do 6leo essencial de M. azurea é

uma sobreposi¢ao das vibragdes de diferentes grupos funcionais.

5.7. DFT - DENSITY FUNCTIONAL THEORY

A figura 24 compila a geometria das moléculas otimizadas com o software Avogadro.
Estao dispostas duas vistas para melhor visualiza¢do da estrutura molecular. As coordenadas se

encontram no Anexo 9 em diante.
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Figura 24: Moléculas otimizadas, terpenos presentes no 6leo essencial de M. azurea
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Figura 24 - Continuacio
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Moléculas otimizadas no software Avogadro para o campo de forca MMF94s,

Estudos dos componentes dos 6leos essenciais utilizando métodos experimentais e
tedricos desempenham um papel importante na compreensao de seus impactos € potenciais
utilizagdes. O orbital molecular mais ocupado e o orbital molecular desocupado mais baixo sdo

os principais orbitais envolvidos na estabilidade quimica (Akman et al., 2023).

Foram calculados o Gap HOMO-LUMO, o potencial quimico, a eletronegatividade,

dureza e suavidade global, indice de eletrofilicidade, potencial de ionizac¢do, indice de
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nucleofilicidade, afinidade eletronica, indice de transferéncia de carga maxima e o potencial de
reducdo compilados na tabela 7. Em seguida a tabela 8 com a representagdo visual da densidade

energética dos orbitais de fronteira.

Tabela 7: Descritores quanticos para as moléculas mais abundantes no 6leo essencial de M. azurea

Descritor Viridiflorol Pinz:::;eol p-Copaen-4-0-0l  Mirtenal Pinocarvona
Gapromo-Lumo (AE) 6,566 6,507 6,245 5,228 5,05
Potencial Quimico (1) -3,53 -3,5985 -3,4205 -4,377 -4,272
Eletronegatividade () 3,53 3,5985 3,4205 4,377 4,272
Dureza Global (1)) 3,283 3,2535 3,1225 2,614 2,525
Suavidade Global (S) 0,152 0,154 0,1602 0,191 0,198
indice de Eletrofilicidade (o) 1,897 1,990 1,873 3,667 3,614
Potencial de Ionizagéo (IP) 6,813 6,852 6,543 6,991 6,797
Ind. de Nuc®. -6,566 -6,507 -6,245 -5,228 -5,050
Afinidade Eletronica (EA) 0,247 0,345 0,298 1,763 1,747
Indice de Transferéncia de
Carga Méxima (ANmax) -1,075 -1,106 -1,096 -1,674 -1,692
Potencial de Redugao -0,247 -0,345 -0,298 -1,763 -1,747

Valores descritos em eletro volts (eV).

Os lobulos dos orbitais de fronteira (HOMO e LUMO) podem ser interpretados em
termos de cor, tamanho e posi¢do. As cores indicam a fase do orbital, que representa o sinal da
fun¢do de onda em diferentes regides, ndo confundir com carga elétrica. Geralmente, duas cores
contrastantes, como no caso o azul e o roxo, sdo usadas para mostrar as fases opostas. Interacdes
entre regides da mesma cor entre moléculas resultam em interferéncia construtiva, enquanto
cores opostas indicam interferéncia destrutiva. A fase ¢ crucial para determinar o tipo de
interagdo que ocorre durante a formagdo de ligagdes, como ligantes ou antiligantes (Li et al.,

2010; Baghernejad et al., 2020).

O tamanho dos l6bulos dos orbitais de fronteira indica a densidade eletronica em uma
determinada regido da molécula; 16bulos maiores correspondem a uma maior probabilidade de
encontrar elétrons ali. No HOMO, isso significa uma maior tendéncia de doar elétrons,
enquanto no LUMO, lobulos maiores indicam dreas mais propensas a aceitar elétrons

(Mahalakshmia; Balachandran, 2015).
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Tabela 8: Representacdo dos orbitais de fronteira de moléculas mais abundantes no 6leo essencial de M. azurea

Molécula HOMO LUMO AE

Viridiflorol

(C15H260) 6,566 eV

Trans-
pinocarveol
(C10H160)

6,507 eV

6,852 eV -0,345 eV

-Copaen-4-a-ol

6,245 eV
(C15H240) ¢

Myrtenal

(C10H140) 5,228 eV

-6,991 eV -1,763 eV
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Tabela 8 — Continuacao
Molécula HOMO LUMO GAP AE

Pinocarvone 5,050 eV

(C10H140)

-6,797 eV -1,747 eV

Os 16bulos na cor azul indicam a fungdo de onda positiva e na cor roxa a negativa.
Orbitais moleculares gerados com o software IboView.

A densidade eletronica, portanto, estd diretamente relacionada a reatividade da
molécula, com regides densas no HOMO ou acessiveis no LUMO sendo mais reativas. Ja a
posicao dos l6bulos revela os 4&tomos ou grupos funcionais envolvidos nas interagdes. Para o
HOMO, isso destaca as partes nucleofilicas da molécula, e, para o LUMO, as partes
eletrofilicas. O maior HOMO foi identificado no B-Copaen-4-a-ol (-6,543 eV) e o menor
LUMO corresponde ao trans-pinocarveol (-0,345 eV).

Compreender a posi¢ao dos lobulos ¢ essencial para prever a reatividade quimica,
identificando areas mais suscetiveis a doagdes ou recebimentos de elétrons, e, portanto, a
ligagdes covalentes e interagdes moleculares em geral. Ao se comparar a densidade energética
do HOMO entre o mirtenal e o B-Copaen-4-a-ol em seus respectivos grupos funcionais se
observa uma maior distribui¢do na regido do aldeido do que do alcool, o que implica em maior
reatividade por parte do mirtenal em reacdes onde se doa o elétron, além da presenca da ligagao

dupla no aldeido que o torna mais suscetivel a novas ligagdes.

A energia de fronteira molecular, ou "Gap HOMO-LUMO", ¢ a diferenga de energia
entre o orbital molecular mais ocupado (HOMO) e o orbital molecular mais baixo desocupado
(LUMO). Um menor valor para esse gap geralmente indica maior reatividade quimica, pois
uma menor diferenca de energia entre esses orbitais facilita a transicao eletronica, tornando a
molécula mais reativa. O viridiflorol, o trans-pinocarveol e o B-copaen-4-a-ol sdo as moléculas
que apresentam mais estabilidade dentre os terpenos selecionados com base nos valores do gap
HOMO-LUMO descritos na tabela 7, enquanto que a pinocarvona ¢ o mais reativo com gap de

5,05 eV. Um valor mais elevado de HOMO (energia mais alta) sugere que a molécula ¢ uma
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boa doadora de elétrons, porque seus elétrons de valéncia estdo em um nivel de energia

relativamente alto, o que facilita a doagdo. (Kumar et al., 2010; Akman et al., 2023).

Hu et al. (2010) afirmam que o HOMO de sesquiterpenos interage com o LUMO de
0zonio em reagdes de ozonodlise, também descobriram que os indices descritores de DFT no
nivel B3LYP tem correlagao fraca com o grau de insaturacdo das moléculas. Em reagdes de
oxidagdo, Sneha et al. (2021) afirmam que quanto menor for a energia do gap molecular melhor

¢ para a reacao de antioxidantes.

E importante notar que a "capacidade de ligagdo" ndo ¢ apenas uma fungdo das
energias de HOMO e LUMO, outros fatores como a geometria molecular e a natureza dos
orbitais envolvidos na interagdo também desempenham um papel importante na reatividade e
na formagdo de ligagdes quimicas (Haaland et al., 2004; Basha et al., 2021). Quando o gap
molecular diminui ocorre o aumento da reatividade e da instabilidade da molécula (Patial;

Canoo, 2020).

A afinidade eletronica e a energia de ionizagdo podem ser relacionadas aos orbitais
LUMO e HOMO, essa relagao nao ¢ sempre linear ou direta em todos os contextos moleculares.
A afinidade eletr6nica é a energia liberada quando uma molécula captura um elétron. A energia
de ionizacéo é a quantidade necessaria para remover um elétron de uma molécula no estado
gasoso, e menores valores sugerem que a molécula pode doar um elétron mais facilmente.
Quanto menor a energia de ionizacdo mais facil é a abstracdo de elétron (Sneha et al., 2021).
Para esses dois descritores a maior energia foi encontrada no mirtenal. O B-Copaen-4-a-ol
apresentou a menor energia de ionizagdo com 6,543 ¢V e 0 maior resultado foi para o mirtenal
com 6,991 eV.

A eletronegatividade tem uma relagdo direta com a eletrofilicidade, enquanto a
nucleofilicidade demonstra uma relagdo inversa com ela (Tandon et al.,, 2020). A
eletronegatividade também ¢ um conceito que depende de multiplos fatores, incluindo a
estrutura eletronica, configuragdo de orbitais do 4&tomo ou molécula e a pressdao (Dong et al.,
2022). Para este descritor os maiores valores foram do mirtenal (4,377 eV) da pinocarvona

(4,272 eV).

Valores pequenos do indice eletrofilicidade global mostram bons nucledéfilos e valores
mais altos mostram bons eletrofilos. Quando o potencial quimico (w) for maior e o indice de
eletrofilicidade (w) for menor pode-se dizer que a molécula possui acao nucleofilica. Quando

ocorre o contrario, ou seja, quando o potencial quimico é menor e o indice de eletrofilicidade é



89

maior, a molécula tende a ter uma agdo eletrofilica. O menor potencial quimico indica que a
molécula tem uma menor tendéncia a doar elétrons, o que significa que ela estd menos disposta
a perder elétrons e, portanto, € menos nucleofilica e mais eletrofilica. Um maior indice de
eletrofilicidade sugere que a molécula tem uma maior tendéncia a aceitar elétrons, o que é uma
caracteristica dos eletrofilos, espécies que aceitam pares de elétrons para formar novas ligagdes.
Nesse sentido todos os terpenos modelados podem ser considerados eletrofilicos (tabela 7). Os
valores do indice de transferéncia de carga maxima tém baixos resultados, isso implica que a
molécula tem uma capacidade limitada de doar ou aceitar elétrons. Esse descritor sugere que a
molécula serd um nucledfilo ou eletrofilo mais fraco, resultando em menor reatividade em
reacOes que envolvem transferéncia de carga (Serdaroglu; Elik, 2017; Costa et al., 2020; Chérif
etal., 2023).

5.8. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O percentual de inibicdo por DPPH do 6leo essencial aumentou proporcionalmente
com a concentracao e a partir do R? pode-se afirmar que a redugdo ocorre de forma dependente
e de natureza linear. O maior percentual foi observado na concentragdo de 300 pL/mL com
62,60% e o ICsg calculado a partir da equacdo da reta foi de 225,41 pL/mL. A seguir a tabela 8

com as diferentes concentragoes e o grafico 8 plotado com esses dados.

Figura 25: Atividade antioxidante de M.azurea em DPPH
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Tabela 8: Percentual de inibi¢do do 6leo essencial de M. azurea

Concentragdo (uL/mL) Percentual de Inibicdo
50 21,0757+ 0,62
100 26,8918+2,39
200 46,4353+2,08
300 62,6016+2,03

Os radicais livres contém um ou mais elétrons nao pareados na camada de valéncia
conferindo a eles instabilidade, menor tempo de vida e espécies altamente reativas. Sao
formados a partir do contato com matéria exdgena que emite radiagdo, poluentes, drogas,
cosméticos e outros. No sistema do corpo humano atuam como reguladores da homeostase
(Nakai; Tsuruta, 2021). Eles possuem papel duplo nos sistemas vivos pois podem ser toxicos
para produtos do metabolismo aerébico. Causam danos oxidativo e disfuncao dos tecidos que
pode levar a formagao de tumores e doengas relacionadas a senescéncia. Em contrapartida,
participam da sinalizac¢do celular ativando respostas benéficas ao estresse (Di Meo; Venditti,

2020; Sadig, 2023).

O solvente utilizado neste trabalho foi o metanol, uma substancia polar, Borgohain et
al. (2015) concluiram que com base na teoria de densidade funcional que a polaridade desse
tipo de meio diminui a energia de dissociagdo de ligacdo de O-H, sugerindo que a redugdo
ocorre por conta da transferéncia de atomo de hidrogénio. No entanto, alguns pesquisadores
como Khodaei et al. (2021), assumem que esse processo ocorre por transferéncia de um unico
elétron de hidrogénio. De acordo com Borgohain et al. (2015), os dois processos sao possiveis
porque o aumento da polaridade no meio reduz os valores do potencial de ionizacao vertical

(IPv), favorecendo a transferéncia de elétron de hidrogénio.

O ¢leo essencial da espécie M. azurea usado na nossa pesquisa tem pouca atividade
antioxidante mesmo em altas concentragdes, o que ficou evidente pelo fato de a solugdo nao ter
mudado para amarelo, permanecendo em uma tonalidade de violeta mais clara do que no inicio
do experimento. Reddy et al. (2012) também executaram o ensaio de DPPH solubilizado em
metanol com a mesma espécie e obtiveram excelentes resultados. A maior concentragao, 1
mg/mL, obteve capacidade sequestradora de 90 % e ICso de 88,5 pg/mL. No entanto, esse 6leo
essencial foi obtido através de métodos diferentes como moer o material vegetal até um estado
pastoso, extrair o 6leo através de destilacdo a vapor separacgdo utilizando éter dietil, em vez de

hidrodestilacao convencional.
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As atividades antioxidantes claramente dependem da composicdo, especialmente da
concentragdo de componentes fendlicos, que podem quebrar a cadeia de atividade antioxidante
(Amorati; Valgimigli, 2018; Khodaei et al., 2021). A presenca de alcoois terciarios como o [3-
copaen-4a-ol, trans-pinocarveol e viridiflorol diminuem a capacidade redutora da solugao.
Fatores bidticos como o substrato onde os terpenos sao sintetizados, o tipo de reagdo enzimatica
envolvida na biossintese e a topografia subcelular também influenciam na expressao fenotipica
da planta, além da influéncia de fatores abidticos peculiares de cada sitio geografico (Zhou;

Pichersky, 2020).

Khodaei et al. (2021) analisaram o 6leo essencial de 32 espécies vegetais e utilizaram
a técnica de PCA (Principal Analysis Components) para agrupamento com base na capacidade
antioxidante por DPPH e correlacionar com os constituintes quimicos. Os resultados mostraram
que os compostos fendlicos tém grande peso explicativo para menores valores de ICso e
destacaram o leve efeito sinergético positivo entre fenodis e alcoois. Os autores também
realizaram a metodologia de superficie de resposta para gerar um modelo preditivo tendo como
variavel resposta o ICso de DPPH, e para esses dados, os aldeidos obtiveram um peso pequeno
de subtracao do intercepto seguido de alcoois, fendis e sesquiterpeno. Esses dados sugerem que
aldeidos, como o mirtenal, podem ter pouca reatividade com o DPPH. Ainda que esses tipos
de andlises estatisticas sejam boas ferramentas dentro das ciéncias exatas, agrupar grupos
funcionais sem levar em consideragdo as suas estruturas quimicas e os processos de reagoes

podem subestimar o modelo e sua interpretagao.

Além dos pontos discutidos, a metodologia de extragdo também pode interferir nos
resultados de oxidacdo. Manzur et al. (2023) analisaram a atividade antioxidante e
antibactericida do 6leo essencial de Citrus sinensis obtido através do método de prensagem a
frio e prensagem a frio seguido de hidrodestilacdo e ambos apresentaram capacidade de reduzir
metais e, em particular, a prensagem a frio neutralizou radicais livres e concluiram que 6leo
pode ter aplicabilidade na prevengdo e contaminacdo de patdgenos com potencial para a

producao de biofilmes na preservagdo de produtos alimenticios.

O mirtenal (aldeido), o composto majoritario do 6leo essencial tanto da parte aérea
total quanto das folhas isoladas das plantas mais jovens, e segundo maior composto a partir do
segundo ciclo de corte de M. azurea, ¢ reportado na literatura como forte antioxidante. Hari
Babu et al. (2012) encontraram forte capacidade sequestradora de hidroxilas, anions superoxido

e 0xido nitrico de forma dependente.
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O viridiflorol ¢ uma molécula que isoladamente possui capacidade de sequestro de
DPPH. Trevizan et al. (2016) encontram ICso de 74,7 pg/mL para o viridiflorol e para o acido
ascorbico de 21, 66 ug/mL. Quando se compara os valores dos orbitais de fronteira dessas duas
moléculas se observa que o valor do HOMO do viridiflorol ¢ maior do que do acido ascorbico
com respectivos -6,813 eV e -9.22 eV. Os respectivos gap dos orbitais sdo 6,566 eV e 8,82 eV
(Chugaeva et al., 2023). O HOMO com mais energia permite maior facilidade em doar elétrons
e estabilizar o DPPH. Os valores de gap energético sugerem que o acido ascorbico seja menos
reativo que o viridiflorol. A resposta para esse comportamento pode estar na
complementariedade entre os funcionais dos orbitais das moléculas envolvidas, provavelmente
ocorre mais interagdes destrutivas do que destrutivas entre o viridiflorol e o DPPH do que entre
0 4cido ascorbico, além disso, as reagdes também sdo governadas por efeitos estéricos. O fato
de o viridiflorol ser um alcool terciario implica que pelo menos o mecanismo de HAT ¢ menos
provavel de acontecer e dificilmente a reagdo poderia ter aumento na reducdo decorrente de

produtos de auto oxidagao.

Xinhui et al. (2023) estudaram o efeito antioxidante de produtos da reagdao de Maillard
(MRPs) com a adicdo de aldeidos alifaticos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados e
avaliaram algumas propriedades organolépticas. Os autores observaram que para todos os
grupos de MRPs , a capacidade sequestradora do DPPH teve correlacdo negativa com o grau
de insaturacdo do aldeido. Esse pode ser outro fator que contribuiu para o baixo poder

antioxidante do Oleo essencial de M. azurea.

E valido mencionar que o mecanismo de reagdo entre antioxidantes fenolicos e radicais
peroxila foi historicamente considerado como um mecanismo de transferéncia de atomo de
hidrogénio, mas nas ultimas décadas foi descoberta também a possibilidade de ocorrer a
transferéncia de elétrons acoplada a protons, e compostos com grupo funcional aldeido podem

neutralizar radicais peroxila de forma semelhante (Olszowy; Dawidowicz, 2016).

Apesar de se esperar uma correlacdo entre a estrutura e a capacidade antioxidante, na
pratica pode ndo acontecer assim, pois além da presenca dos radicais antioxidantes a posi¢ao
desse grupo na molécula pode conferir diferentes configuracdes eletronicas que podem
favorecer ou ndo a doagdo de elétrons. Contudo, Zhu et al. (2023) ao submeter uma lignina a
demetilagdo, com o intuito de produzir mais grupos hidroxilas ligadas aos anéis fenolicos,
observaram que o aumento da concentragao de conteudo fendlico diminuiu o valor de ICso,

embora essa resposta ndo seja de natureza linear. O 6leo essencial de M. azurea apresenta baixa
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intensidade na banda caracteristica do grupo OH fenolico no FTIR e esse pode ser outro

indicativo da baixa atividade antioxidante.

Embora o método DPPH seja amplamente utilizado na pesquisa, ele por si s6 néo é
suficiente para afirmar se um extrato vegetal é de fato antioxidante ou ndo, pois uma de suas
limitacdes é a auséncia de substrato oxidante e quando se pensa na aplicacdo dentro de sistemas
bioldgicos esse método pode ser subestimado por ndo abranger os mecanismos de reducéo e

oxidacdo mediados por enzimas (Baschieri; Amorati., 2021).

5.9. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

O ensaio de citotoxicidade foi feito com linhagem celular de fibroblastos L929 de
camundongos com o controle positivo DMSO e os resultados mostraram que a viabilidade
celular ocorreu até a concentragdo de 500 pg/mL do 6leo essencial de M. azurea como
apresentado no grafico da figura 26. Até essa concentracdo hid um leve aumento na atividade
metabolica o que pode ser uma resposta compensatdria a citotoxicidade causada por terpenos
mais reativos, porém presentes em pequenas quantidades. Com o aumento da concentragdo ha
uma queda abrupta na atividade metabdlica. Yap et al. (2021) afirmam que a toxicidade pode
acontecer por conta de monoterpenos através de dano na membrana plasmatica, estresse

oxidativo por conta do aumento de ROS e da peroxidag¢ao lipidica e seus produtos.

Figura 26: Ensaio de citotoxicidade em células L929
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A analise de varidancia ANOVA-OneWay (tabela 9) mostra que o R? foi de 0,98
constatando que o modelo foi capaz de capturar a variabilidade dos dados pelos fatores
analisados de forma muito satisfatoria. O valor de F = 111,4576 comparado um p-valor
extremamente pequeno (2,26 x 107'%) sugere que o efeito do fator ou das varidveis
independentes no modelo ¢ altamente significativo. Isso indica que a variabilidade explicada
pelo modelo ¢ muito maior do que a variabilidade ndo explicada (erro), sugerindo que o modelo
tem um bom ajuste e que as diferencas entre os grupos sdo altamente significativas a 95% de

confiabilidade (Favero; Belfiore, 2017).

Tabela 9: ANOVA dos tratamentos para o ensaio de citotoxicidade

Fonte de Variacdo  GL SQ QM F Value Prob>F R2 Coef. Var
Modelo 7 12964,85923  1852,12275 111,4576 2,26E-12 0,98 0,046
Erro 16 265,87656 16,61729
Total 23 13230,73579

GL = graus de liberdade; SQ = Soma dos quadrados; QM = quadrado médio.

No grafico da figura 27 estdo representadas essas diferencas estatisticas a partir do
resultado do teste Tukey. Cada linha no eixo vertical representa uma comparagdo entre dois
grupos. Os nomes dos grupos aparecem listados, e os pares que foram comparados sdo
indicados horizontalmente. O eixo horizontal mostra a diferenca das médias dos grupos
comparados. O valor central de cada barra indica a diferenca entre as médias dos dois grupos,
e as barras horizontais ao redor indicam o intervalo de confianga para essa diferenga.

Pode-se observar que ndo houve diferenca significativa entre o controle e os
tratamentos até¢ 500 ug/mL. As concentragdes mais altas de 750 pg/mL e 100 pg/mL e
apresentaram diferencas estatisticas significativa entre si e houve a diminuicdo da atividade

metabolica em média para 60,89% (2,83=%) e 38,50% (0,85+) respectivamente.

De acordo com a ISO 10993-5:2009 (2009), o valor minimo da viabilidade celular
para as células de L929 ¢ de 70%, portanto a partir disso se estabeleceu que a concentragdo

utilizada para o ensaio de protecdo celular frente ao peroxido de hidrogénio seria de 500 pg/mL.

O dleo essencial de M. azurea apresentou resultados satisfatorios quando comparado
com outras espécies. Por exemplo, Marinas et al. (2021) constaram citotoxicidade acima de 300
pg/mL para o oOleo essencial de frutas de Amorpha fruticosa, que também ¢ rico em

sesquiterpeno e tem como compostos majoritarios isdmeros de cadineno e muuroleno.
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Figura 27: Post-hoc — Teste Tukey (L929)
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Teste Tukey das médias da citotoxicidade do dleo essencial de M. azurea. No eixo y se encontra a comparacdo dos
tratamentos expressos em pg/mL.

Silva (2022) reportou efeito citotoxico elevado na mesma linhagem de célula com a-
pineno, B-pineno, y-terpineno e terpinen-4 ol com os respectivos valores de inibi¢ao celular:
97%, 72% ,40% e 15%. Esses quatro terpenos representam quase 10% da composi¢ao do dleo
essencial, o que indica que as moléculas mais estaveis como o [3-copaen-4a-ol podem interferir
na cinética da reacdo de forma positiva para a protecdo celular, ja que a perda de viabilidade s6
é detectada a partir de concentragcBes muito elevadas, aumentando a probabilidade de contato

entre os sitios ativos dessas moléculas citotdxicas.

Ding et al. (2024) estudaram a citotoxicidade de Hedychium flavum em varias
linhagens celulares incluindo a L929 e compararam o efeito em rela¢do a origem do material
de extracdo: as folhas e o talo. O 6leo essencial das folhas apresentou ICso de 182,22 ng/mL
sendo mais toxico que o do talo com ICso de 294,49 ng/mL. Os resultados da cromatografia
apontam redu¢do em torno da metade de a-pineno e B-pineno € um aumento na porcentagem
de eucaliptol. O eucaliptol ¢ um composto que isoladamente nao € citotoxico em L.929, isso foi
constatado no trabalho de Pereira (2023) que também analisou seis espécies de 6leo essencial,

obtendo os melhores resultados de viabilidade celular para Citrus paradisi e Citrus limon,
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ambos ricos em D-limoneno e y-terpineno, que sdo encontrados em menores concentragdes no

oleo essencial de M. azurea.

Greay et al. (2010) analisaram a atividade metabodlica de Melaleuca alternifolia e
terpinen-4-ol, seu principio ativo majoritdrio e encontrado também no 6leo essencial de M.
azurea (4,75%). O resultado com MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) mostrou que o dleo essencial puro teve ICso de 0,1% em células L.929, essa
porcentagem ¢ em referéncia ao controle. Os valores de IC50 menores em células de
fibroblastos apds 48 horas indicam que tanto o 6leo essencial quanto o terpinen-4-ol se tornam
um pouco mais eficazes com o tempo. Em relacdo ao terpeno isolado os resultados foram
obtidos apos 48 horas e teve ICso de 0,15%, sendo menos nocivo que o 6leo essencial bruto
(0,09%) dentro das mesmas condicdes experimentais. No entanto, Kamiya et al. (2024) afirmam
que mais estudos precisam ser feitos para esclarecer a citotoxicidade do terpinen-4-ol, embora

seja considerado de baixa ou nenhuma citotoxicidade em linhagens de células saudaveis.

O p-cimeno, uma molécula presente em menores porcentagens no 6leo essencial de M.
azurea, ¢ reportado na literatura como ndo toxico em L929, 100 pg/mL diminui a atividade
metabolica em média de 87,1%, assim como o mentol que reduz 81%. 3-carene e carvacrol
apresentam alta toxicidade com respectivos 48,7% e 46,1% da atividade celular. O linalol,
isoborneol, 1,8-cineol, eugenol e carvona apresentam toxicidade moderada com viabilidade

entre 30% e 50% (Silva et al., 2017).

Silva (2022) reportou efeito citotoxico elevado na mesma linhagem de célula com a-
pineno, B-pineno, y-terpineno e terpinen-4 ol com os respectivos valores de inibi¢ao celular:
97%, 72% , 40% e 15%. Esses quatro terpenos representam quase 10% da composicao do 6leo
essencial, o que indica que as moléculas mais estaveis como o [-copaen-4a-ol podem interferir
na cinética da reacdo de forma positiva para a integridade celular, ja que a perda de viabilidade
SO é detectada a partir de concentracbes muito elevadas quando ha aumento na probabilidade
de contato entre os sitios reativos dessas moléculas citotoxicas bem como o possivel acuimulo
de produtos da oxidagdo. Janani et al. (2024) utilizaram uma metodologia diferente para avaliar
os efeitos negativos do 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare) em 1929, os colegas
avaliaram a integridade da membrana celular a partir da quantificagao de lactato desidrogenase,
onde a maior quantidade dessa enzima reflete em maior dano na membrana, e para as
concentragoes de 100 pg/mL e 200 pg/mL esse parametro foi significativo quando comparado
ao controle negativo. Os autores também reportaram viabilidade celular abaixo de 80% em

concentragdes acima de 100 pg/mL.
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5.10.  PROTECAO CELULAR

A concentracao de 500 pg/mL de dleo essencial de M. azurea apresentou prote¢ao de
85 % em células 1929, sendo um contraste da diminui¢do da atividade metabdlica com o
peroxido de hidrogénio. O grafico na figura 28 mostra a atividade metabdlica das células frente

aos tratamentos.

Figura 28: Protecdo citologica - M. azurea Figura 29: Post-hoc — Teste Tukey (Prote¢éo Celular)
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Abaixo se encontra a tabela 10 com o resultado da ANOVA-OneWay, onde o R? de
0,991 indica 6timo ajuste do modelo e a comparagdo entre os valores de F mostram que ha
diferenca significativa em pelo menos um dos tratamentos. O resultado do teste Tukey
apresentado na figura 28 mostra que nao houve diferenga estatisticamente significativa entre o
controle e o extrato (0leo essencial) isolado, ou seja, na concentragdo utilizada nao houve
citotoxicidade nem pela degradacdo da membrana e nem por ativacdo de mecanismos de morte
celular. O efeito de protegdo ¢ evidenciado quando se inclui o peréxido de hidrogénio ao extrato
(P +E), uma ROS que causa a peroxidacdo lipidica, e se constata que ndo ha diferenca
estatisticamente significativa entre desse tratamento com o uso isolado do extrato. O peroxido
de hidrogénio isolado reduziu para menos de 20% a atividade metabdlica.

O oleo essencial da M. azurea é rico em mono e sesquiterpenos, € para essa analise foi
utilizado o oriundo da extragao do primeiro ciclo de corte em meados de abril/ 2023 e apresenta
maior porcentagem de mirtenal. Além disso, € rico em alcoois, alcenos, aldeidos, cetonas e

hidrocarbonetos.
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Tabela 10: ANOVA dos tratamentos para o ensaio de protecao celular

ek oL gt R rcumo  moer R G
Tratamento 3 22121,28 7373,7590 10576,5234 1.11x10-16  0,9997  0,0105
Erro 12 8,36618 0,6972

Total 15 22129,64

GL = graus de liberdade; SQ = Soma dos quadrados; QM = quadrado médio.

Como visto com os resultados do DFT, as moléculas em maior quantidade no dleo
essencial como o mirtenal, B-copaen-4a-ol, viridiflorol e trans-pinocarveol apresentam baixa
reatividade por terem o gap energético dos orbitais de fronteira considerado alto dentro dessa

classe de compostos.

No entanto, parte significativa dos componentes do 6leo essencial de M. azurea é
formada por alcoois terciarios € nesse caso a natureza nucleofilica da molécula nao seria o
suficiente para justificar a oxidacdo com o perdxido de hidrogénio, pois eles ndo apresentam
hidrogénio disponivel para a reagdo. A baixa reatividade ajuda a proteger a célula pois diminui
a probabilidade de reagdes paralelas entre os produtos da reacdo de oxidacdo como acidos
carboxilicos e cetonas com os compostos fracionarios. Popov et al. (2010) avaliaram a cinética
da oxidacdo de peroxido de hidrogénio na presenga de alcoois dos trés tipos por fotdlise. As
concentragdes de peroxido de hidrogénio, oxigénio, metanol, etanol e butanol terciario foram
monitoradas em fungdo do tempo. A cinética consistiu em um consumo inicial rapido de
oxigénio seguido por uma aceleracdo significativa da foto decomposi¢do do peroxido de
hidrogénio. A fase de aceleracdo foi identificada como sendo a origem da rapida resposta da
reacao entre o peroxido de hidrogénio e os radicais com carbono central resultado da abstragao
atomica do hidrogénio de élcoois primarios. Os radicais formados na solu¢do com alcool
terciario sdo mais estdveis e ndo reagem diretamente com o peroxido de hidrogénio e
consequentemente a fase de aceleracdo de fotolise ndo € significativa, o que corrobora com a
hipotese de que parte significativa da protecao celular do 6leo essencial de M. azurea seja por

efeitos estéricos.

E provével que a protecio citologica seja explicada também a partir da oxidacio de
aldeidos como o mirtenal, alcenos como B-pineno e alcoois secundarios como terpinen-4-ol e
pinocarveol com seus respectivos isomeros. Segundo Hari Babu et al. (2012), o mirtenal tem a
capacidade de sequestrar moléculas reativas de OH e anions de superdxido nos respectivos ICso:
25,52 pg/mL e 28,51 pg/mL. Muilu-Mékelé et al. (2022), estudaram o efeito de protegdo contra

oxidagdo utilizando os seguintes monoterpenos: a-pineno, B-pineno (presentes no 6leo de M.
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azurea), R-limoneno, S- limoneno e 3-carene. Os monoterpenos tiveram uma baixa atividade
de neutralizag¢ao do peroxido de hidrogénio, sem a capacidade de proteger do estresse oxidativo

em cultura de células HCE, que apresenta 90% de perda de viabilidade nesse processo.

5.11.  ATIVIDADE ANTITUMORAL

Como mencionado anteriormente, o cancer ¢ uma doenca de grande preocupagio na
saude publica, pois pode levar os pacientes a quadros agressivos e cujos cuidados exigem
grande demanda social e financeira. Nesse sentido, os dleos essenciais t€ém sido investigados
por serem compostos por moléculas com propriedades farmacéuticas como os terpenos e
terpenoides e podem ter agdo antitumoral em varias linhagens celulares, como detalhado no
trabalho de revisdo em Machado et al. (2022). O 6leo essencial de M. azurea foi testado em
células tumorais das linhagens A549, GL e C6. O melhor cenario ¢ quando o dleo essencial ndo
¢ citotoxico em linhagens de células saudaveis, mas agem com especificidade em células
tumorais. No caso, apesar de 6leo essencial de M. azurea ndo ser toxico em células 1929,
infelizmente ele também ndo diminuiu a viabilidade celular das linhagens tumorais. A seguir
serdo apresentados os resultados das analises individualmente e serd abordado na discussao os
principais mecanismos por detras do efeito antitumoral das células testadas mediante os 6leos

essenciais e seus principios ativos na literatura.

5.11.1. LINHAGEM A549 (ADENOCARCINOMA - PULMAO)

A maior diminuicdo da viabilidade celular de A549 ocorreu apds 72 horas onde a
atividade metabolica teve valor médio de 88,93% (figura 30). Apesar de haver diferenca
estatistica significativa como mostra o teste Tukey no grafico da figura 31 esses valores indicam
que o Oleo essencial de M. azurea nao causa citotoxicidade em A549. Inicialmente (24 horas) ¢
observado um aumento na atividade metabdlica que pode ser uma resposta ao estresse oxidativo
causado por terpenos como discutido em segdes anteriores. Isso pode ocorrer por conta de
mecanismos inerentes a célula ou pelo estimulo positivo de moléculas como o a-pineno e -
cariofileno na expressao de fatores como Nrf2. Essa proteina atua como um regulador principal
na defesa contra o estresse oxidativo, ativando a expressdo de genes que codificam enzimas

antioxidantes e de detoxificagdo. Quando ativado, Nrf2 transloca-se para o nucleo e induz a
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produgdo de enzimas que neutralizam espécies reativas de oxigénio, ajudando a proteger as
células de danos oxidativos. Muitos terpenos tém propriedades eletrofilicas que levam a
dissociacdo do Nrf2 de sua proteina reguladora (Keapl) permitindo sua entrada no ntcleo
(Fakhri et al., 2020; Kim et al., 2020). Com o passar do tempo observa-se um saldo negativo
provavelmente por conta do consumo dos terpenos antioxidantes e acimulo de produtos da
peroxidagdo lipidica, como explicado anteriormente. A seguir o grafico 13 mostrando a
atividade metabolica frente ao controle negativo e a tabela 11 com os resultados da analise de

variancia. O R? de 0,94 mostra que o modelo tem excelente capacidade explicativa das fontes

de variagdo estudadas.

Atividade Metabdlica (%)

Figura 30: Atividade Metabolica de A549 Figura 31: Post-hoc — Teste Tukey (A549)
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Tabela 11: ANOVA da atividade metabdlica de células A549

A549 GL SQ QM F Value Prob>F R2 Coef. Var.
Modelo 2 1040,80529 520,40264 66,4552  4,07E-06 0,93658  0,02797
Erro 9 70,47791 7,83088

Total 11 1111,2832

GL = graus de liberdade; SQ = Soma dos quadrados; QM = quadrado médio.

Também ¢ reportado na literatura o efeito citotoxico de 6leos essenciais ricos em o-
pineno, por exemplo, Bilgic e Duran (2020) estudaram o efeito antitumoral de células A549 do
6leo essencial de Myrtus communis L, uma espécie rica em 1,8-cineole (32%) e a-pineno
(29,6%). Concentracdes acima de 625 pg/ml reduziram significativamente a viabilidade celular

apos incubagdo de 24 horas. Houve aumento consideravel da expressao de caspase-3 e caspase-
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9 na concentracdo 312,5 pg/mL. Também foi observado aumento na expressdao de genes p21
enquanto que a expressdo de Bcl-2 se manteve estavel.

A citotoxicidade em A549 por monoterpenos pode ocorrer devido a inducdo da
apoptose, como no caso do Hinokitiol, um monoterpenoide que aumenta a expressao de
proteinas Bax, caspase-9/-3 ativada, citocromo ¢ e p5S3 de forma dependente da concentragao.
O hinokotiol também pode reduzir a migragdo celular através da regulacdo negativa de
Metaloproteinases de Matriz (MMP-9 e MMP-2) e pela regulagdo positiva via agdo antioxidante
de Catalase (CAT) e de Superoxido Dismutase (SOD) (Jayakumar et al., 2018; Silva et al.,
2021). O carvacrol também ¢ reportado como toxico em células A549. Khan et al. (2018)
utilizaram nano emulsdes de carvacrol em células de adenocarcinoma que apresentaram
viabilidade celular de 52,7% para a dose de 100 pg/ml. A acumulagdo da populacdo sub-G1 ¢
um marcador apoptdtico conhecido em A549 e para essa varidvel o valor maximo foi de 40,5%.
Os autores acreditam que o carvacrol aumenta a formagdo de ROS no meio intracelular, sendo
este o principal evento que leva a apoptose. Eles observaram mudangas no potencial de
membrana da mitocondria e aumento de proteinas apoptdticas (BAX) e redugdo de anti-

apoptoticas (Bcl2).

5.11.2. LINHAGEM GL (GLIOMA - CEREBRO)

As linhagem de GL teve efeito ainda menos citotoxico frente ao 6leo essencial de M.
azurea, apresentando perda na viabilidade muito pequena apenas apds 72 horas com média de
96,61% + (4,11). A seguir o grafico na figura 32 mostra a porcentagem de viabilidade celular
em fun¢do do tempo. O grafico na figura 33 ilustra o resultado do teste Tukey, onde ndo houve
diferenca estatistica significativa entre as médias dos tratamentos. Na tabela 12, se encontra o
resultado da ANOVA. O R?de 0,98 indica que o modelo ¢ altamente explicativo na variagdo
dos dados. Diferente da linhagem AS549, ndao foi observado aumento e nem variagdo
significativa na atividade metabdlica, ou seja, o dleo teve comportamento inerte na interagao

com essa linhagem celular.

O glioma ¢ um grupo extremamente heterogéneo de canceres que surgem das células
de suporte do cérebro. Essas diferengas estruturais e, em ultima instancia , génicas, estdo por
detras da diferenca de comportamento entre essa linhagem e a A549, os dados sugerem que as
células de glioma tem aparatos bioquimicos mais eficientes para se proteger da citotoxicidade

do 6leo essencial de M. azurea. As células gliais estdo em intima interagdo com os neuronios e
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sd0 necessarias para o desenvolvimento e a manutencao das fungdes e estruturas cerebrais, além
de fornecer neuro protecdo. As pesquisas atuais estdo concentradas em descobrir moléculas com
baixa toxicidade que possam modular vias de sinalizagdo bioldgica alteradas e principalmente

atravessar a barreira hematoencefalica e melhorar a eficacia do tratamento (Abbas et al., 2020).

Dentre as trés linhagens celulares estudadas neste trabalho, as células de glioma (GL)
foram as que mais apresentaram resisténcia a doxorrubicina, em torno de 10% a mais de
viabilidade celular apds 72 horas, sendo uma evidéncia de um possivel mecanismo antioxidante

e anti-apoptdtico mais eficiente nessa linhagem.

Figura 32: Citotoxicidade em células GL Figura 33: Post-hoc — Teste Tukey (GL)
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Tabela 12: ANOVA da atividade metabdlica de células GL

GL* GL SQ QoM F Value Prob>F R2 Coef. Var.
Modelo 2 1188,43013 594,21507 354,51215 2,7635E-9  0,98747 0,02912
Erro 9 15,08534 1,67615

Total 11 1203,51547

*Glioma; GL = graus de liberdade; SQ = Soma dos quadrados; QM = quadrado médio.

5.11.3. LINHAGEM C6 — CANCER NO CEREBRO’

A linhagem celular C6 ndo apresentou decréscimo na viabilidade celular suficiente
com o tratamento do 6leo essencial de M. azurea para considera-lo um agente antitumoral. Apos

48 horas houve a inibi¢do de aproximadamente 14% e ndo houve diferenga estatisticamente
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significativa quando se compara a atividade metabolica apds 72 horas. A seguir serdao
apresentadas a figura 34 com a atividade metabdlica e a figura 35 com o teste Tukey e a tabela
13 com a andlise de variancia. O R?de 0,99 indica um excelente poder explicativo nas variagdes
encontradas no experimento. A auséncia de aumento na atividade metabolica nas primeiras
horas e o menor valor médio para esse parametro com o uso da Doxo, sugere que essa linhagem
tenha mecanismos de protecdo celular menos eficientes do que as outras linhagens testadas,

embora satisfatorios comparados a inibi¢do do efeito citotoéxico do oleo essencial de M. azurea.

Figura 34: Atividade metabdlica em células C6 Figura 35: Post-hoc — Teste Tukey (C6)
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Tabela 13: ANOVA da atividade metabdlica de células C6

C6 DF SQ QM F Value Prob>F R2 Coef Var
Modelo 2 290,2937 145,1468 421,4348 1,28E-09 0,98944 0,00654
Erro 9 3,0997 0,34441
Total 11 293,3934

GL = graus de liberdade; SQ = Soma dos quadrados; QM = quadrado médio.

A sensibilidade ao 6leo essencial pode variar de acordo com a linhagem. Por exemplo,
em um estudo com 06leo essencial obtido das partes aéreas de Abies pindrow foi testado quanto
a sua atividade antiproliferativa in vitro contra quatro linhagens celulares de cancer: carcinoma
mamario humano (MCF), tumor epitelial ductal mamario humano (T47D), adenocarcinoma
pulmonar epitelial humano (A549) e células gliais de rato (C6), em trés concentracdes
diferentes: 10 pg/mL, 20 pg/mL e 50 pg/mL. Os resultados mostraram uma sensibilizagao

significativa das linhas celulares, inibindo seu crescimento, com inibi¢des méaximas observadas
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nas linhagens celulares MCF (42%), T47D (42%), A549 (41%) e C6 (33%) quando tratadas
com 50 pg/mL do 6leo. O MTT indicou que o 6leo teve diferentes efeitos inibitorios em linhas
celulares de diferentes origens teciduais. Esse 6leo ¢ composto principalmente por a-pineno
(36,58%) e limoneno (38,90%) e de modo geral ¢ composto por mais de 90% de monoterpenos

hidrocarbonado (Yatoo et al.,2021).

O microambiente tumoral de glioblastoma ¢ caracterizado por um alto nivel de
heterogeneidade molecular, o que ¢ fundamental para sustentar a génese, progressao da doenga
e resisténcia terapéutica. As principais caracteristicas desse microambiente incluem acidose,
hipoxia, excesso de glutationa e uma atividade enzimatica exacerbada, principalmente

associada as metaloproteinases da matriz (Martins et al., 2023).

O B-Cariofileno, um composto minoritario do 6leo essencial de M. azurea (1%), pode
prevenir os astrocitos da citotoxicidade induzida por glutamato em linhagem de glioma C6, ele
aumenta a produgao intracelular de ROS, induz disfun¢do mitocondrial e diminui as defesas
antioxidantes, como glutationa e a atividade da glutationa peroxidase. Em contrapartida, em
linhagens C6, o monoterpeno previne a citotoxicidade modulando a resposta antioxidante
celular, principalmente inibindo a produgdo de ROS e restabelecendo o potencial da membrana
mitocondrial (Assis et al., 2014). A ac¢do dessa molécula em conjunto com outros terpenos
citados anteriormente pode justificar a leve diminuicdo na atividade metabolica em fung¢ao do

tempo.

No entanto, quando se compara os graficos e se observa que a maior perda de
viabilidade aconteceu em linhagem C6 em fun¢do da doxorrubicina, e pode-se inferir que C6 é
menos eficiente na producao de superdxido dismutase e da glutationa peroxidase como resposta
ao aumento de espécies reativas do que a linhagem GL. Logo ela também ¢ mais suscetivel a
outras fontes de peroxidacao lipidica. Contudo, a interagdo com moléculas mais reativas limita
a atividade celular até em média de 86% mesmo apds 72 horas, o que novamente demonstra
um comportamento inerte do 6leo essencial ao ndo causar citotoxicidade significativa e ndo
estimular a produgdo de energia, quer seja para a multiplicagdo celular ou defesa da oxidagao

(Benchekrouna et al., 1993; Vitale et al., 2024).
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6. CONCLUSAO

O oleo essencial de Matorea azurea apresenta uma composicao rica em mono €
sesquiterpenos, incluindo alcoois, aldeidos, cetonas e éteres. Possui rendimento satisfatorio em
volume de 6leo essencial (0,43% =+ 0,005), com um incremento significativo de 32% apds a
digestdo enzimatica com celulase a 1% e concentragdes mais altas podem ter sido menos
eficientes por conta de produtos inibidores. O quimiotipo estudado apresentou baixa atividade
antioxidante frente ao DPPH e ndo demonstrou efeito significativo sobre a viabilidade de
células tumorais de gliomas e adenocarcinoma. Por outro lado, ¢ encorajador que o dleo
essencial ndo tenha mostrado citotoxicidade em células saudaveis e tenha oferecido protegao
contra o estresse oxidativo pelo peroxido de hidrogénio. Os céalculos dos orbitais de fronteira
indicaram que os compostos majoritarios possuem estabilidade elevada, sugerindo um
comportamento mais inerte frente a algumas reagdes e possuem carater eletrofilico, sendo mais
suscetiveis a aceitar elétrons para a formacao de ligagdes quimicas. Estes resultados ressaltam
o potencial de estudos futuros que possam melhorar a biodisponibilidade dos compostos, como
a utilizacdo de nanoemulsdes lipidicas para facilitar o transporte celular. Além disso, o
rendimento do 6leo essencial pode ser ainda mais otimizado por extracdes assistidas por
complexos enzimaticos com multiplos alvos cataliticos e com a adi¢do de estabilizantes no

protocolo de digestdo enzimatica.
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ANEXOS

Anexo 1: Dados climaticos da cidade de Manaus em 2023
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Ano Mas Precipi(tr?]ﬁ;) Total 'I/leén;ipne];azgcr:a; Umidade (%) Radi?li?/om?)mbal
2022 Janeiro 0,425981055 27,30270636 80,73612991 558,0434371
2022  Fevereiro 0,461921708 27,01921708 82,39288256 531,2886833
2022 Margo 0,48117702 26,83110696 83,37505838 522,5647828
2022 Abril 0,514195804 26,84751748 83,5513986 519,1403846
2022 Maio 0,443087174 27,01488062 82,44031094 529,2707385
2022 Junho 0,403750868 27,05262792 81,79022922 536,5004168
2022 Julho 0,350465254 27,3571372 80,02989507 555,4585627
2022 Agosto 0,311770797 27,6365378 78,32550915 576,3720228
2022  Setembro 0,278869779 27,94609951 76,80113636 592,1259367
2022 Outubro 0,272060648 28,08843556 76,12074431 602,2450861
2022  Novembro 0,259902047 28,15614167 75,75709621 606,6010800
2022  Dezembro 0,281495112 28,13659995 76,21900161 607,0407936
2023 Janeiro 0,374068966 26,43972414 86,67724138 515,1800000
2023  Fevereiro 0,453740015 26,46928105 87,26724764 526,6848947
2023 Margo 0,490995261 26,67279621 87,02748815 528,9925592
2023 Abril 0,464962726 26,90134943 86,44389205 537,0014554
2023 Maio 0,402339181 27,22435219 85,63137364 532,1568042
2023 Junho 0,349613674 27,43445772 84,40056219 521,7931317
2023 Julho 0,311665005 27,43445772 84,40056219 521,7931317
2023 Agosto 0,274526828 28,23800591 80,37675873 543,9511992
2023  Setembro 0,250818659 28,58671199 78,70720025 563,6922399
2023 Outubro 0,237890354 28,87240039 77,41149521 577,5032222
2023  Novembro 0,233552299 29,01432904 76,92330048 583,7832512
2023  Dezembro 0,251250579 28,93919388 77,58744498 576,5646623

Valores médios das variaveis climaticas durante o periodo de colheita de M. azurea.
Fonte: Elaboragdo do autor a partir dos dados do INMET.



Anexo 2: Cromatograma do 6leo essencial da parte aérea de M. azurea
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Anexo 4: Espectro do viridiflorol
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Anexo 7: Espectro do (-)-Terpinen-4-ol
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Anexo 9: Coordenadas da molécula B-copaen-4a-ol usadas no arquivo INP

*xyz 01

1.63881
2.36250
3.46676
2.90025
1.81312
0.98691
0.46331
-0.84705
1.52487
2.84309
2.58504
3.82140
3.93470
3.60861
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3.57214
1.25598
0.77754
2.30753
1.63790
4.22815
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0.90046
0.05512
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-1.31173
-2.27113
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-4.31943
-4.58322
-5.28178
-4.58013
-3.20771
-2.41388
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-3.15991
-1.96937
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0.37932
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-0.15563
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-0.01604
1.03621
1.67939
0.52935

-0.05885
0.99199
0.41987
0.30427

-0.06134

-0.42442

-1.04832

-1.45213

-0.56802

-2.03250

-1.86301
1.61275
0.43530

-0.44084

-0.83102
1.83500
0.94742
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Anexo 10: Coordenadas da molécula Viridiflorol usadas no arquivo INP
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0.38054
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-1.69868
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2.09946
-0.68386
1.34549
1.88003
0.63794
-0.12594
-0.94500
0.71460
-1.11016
0.47455
-1.94886
-0.21815
-2.66819
-2.33276
-1.03094
-2.18639
-2.69718
242321

-0.41375
-0.17334
-0.01607
1.08797
0.86176
-0.60357
-0.57100
-1.31409
-1.85023
-2.35620
-3.25153
-1.84457
-0.81148
-2.70450
-4.13328
-2.07469
-2.21616
-1.26081
-1.19125
-2.53332
-0.30402
-0.49993
0.41487
-1.33524
1.99651
1.17979
1.01403
1.55526
-4.62965
-4.72065
-4.16144
-1.00317
-2.52044
-2.24152
-3.25248
-2.12918
-1.53684
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Anexo 11: Coordenadas da molécula trans-pinocarveol usadas no arquivo INP

6.34153
5.14794
6.69175
5.21039
6.49277

*xyz 01
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*

Anexo 12: Coordenadas da molécula Mirtenal usadas no arquivo INP

0.81078
2.29300
3.14040
2.58490
3.27355
3.25460
2.81100
4.60701
4.98974
5.40000
5.97674
4.51650
6.34367
2.34728
0.65941
0.35215
0.25487
2.42713
4.17372
4.36395
5.94128
4.36479
5.01832
6.70169
1.79882
1.88967
3.36168

*xyz 01
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-3.65976
-2.13533
-1.35236
-2.03060
-2.48013
-2.26710
-1.54464
-0.30185
-2.71321
-2.53205
-1.60064
-4.15211
-4.10387
-3.92354
-0.97418
-2.89239
-1.32615
-2.98697
-1.33100

0.44687

0.24603

-0.19791
1.82711
2.49153
3.34536
1.92861

-0.16656
-0.13402
1.05632
1.98925
0.16233
-1.03844
-1.95716
-1.23296
-2.45945
0.03374
-0.03411
1.30391
0.17702
-0.30939
-0.04959
-1.11932
0.63879
0.20192
0.29442
-3.33164
-2.62236
1.62262
2.13214
-0.70792
0.49718
-1.26058
-0.30418

0.94568
1.08823
-0.02047
-0.47278
0.74810
1.98438
2.06482
1.09969
3.19043
4.32361
1.33616
0.75507
1.85901
0.11443
-0.86583
-1.11176
-1.05316
0.58428
3.08576
1.27513
1.01518

-0.25047
-3.35486
-2.82337
-2.44961
0.52613

0.32212
-0.09854
0.52493
0.66781
1.79609
0.78642

1.18443
0.15593
-0.22878
-0.08962
-1.01882
-0.12816
0.97195
-1.62171

1.39801
0.03463
-0.17089
2.49017
2.40452
-0.06372
-0.72612
-1.16591
0.38677

1.15512
-2.12103
-1.91601
-2.02761

0.08303
-0.01900
-0.85180
-2.16399
-2.94394
-2.44977
-1.13437
-1.15416
-3.17830
-2.75119

1.40573
-0.87277

0.49461

0.74662
-0.26799
-1.94473
-2.76982
-3.89011
-0.80515
-0.37519
-2.09962
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Anexo 13: Coordenadas da molécula Pinocarvona usadas no arquivo INP

-3.22500
-1.85947
-2.04323
-0.51591

*xyz 01
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0.87242
2.37164
3.20215
3.27772
3.27733
4.66107
5.20242
5.40719
6.55925
4.61781
2.48855
0.67892
0.41248
0.34932
2.65789
2.41058
4.16644
2.79634
4.66586
6.20891
4.55233
5.17637
1.96689
2.03658
3.51798

3.00856
0.49835
2.24574
1.45724

-0.18564
-0.16926
1.00318
0.08705
-1.10434
-1.30832
-2.52704
-0.06711
-0.09957
1.23090
-0.32213
-0.08255
-1.12694
0.63543
1.94258
0.13105
0.19720
-2.01899
-3.42264
-2.65698
1.70192
1.89619
0.49601
-1.26510
-0.31782

-4.13800
2.06288
1.82716
1.45312

0.43803
0.08050
0.75649
2.01894
0.99669
0.46027
0.35115
0.05285
-0.36614
0.18973
-1.44098
1.50870
0.11690
-0.06486
0.89737
2.68629
2.65050
1.35845
0.64491
-0.03935
-0.79656
0.85737
-1.95023
-1.76846
-1.80585
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