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RESUMO

Espécies vegetais sdo fontes de moléculas biologicamente ativas que tém um
importante papel no desenvolvimento de novos farmacos e, portanto, suas propriedades
merecem ser investigadas. Apesar de serem espécies aromaticas e apresentarem um potencial
farmacoldgico, algumas atividades bioldgicas dos 6leos essenciais das folhas de Protium
heptaphyllum, Hedyosmum brasiliense, Blepharocalyx salicifolius, Baccharis dracunculifolia e
Nectandra megapotamica ainda ndo foram avaliadas. O objetivo deste trabalho foi verificar a
acdo citotdxica, antileishmania e antimicrobiana destes dleos essenciais com o intuito de
estabelecer espécies vegetais com potencial uso na elaboragao de farmacos ou como terapias
complementares aos tratamentos convencionais de doengas de impacto em saude publica. Os
Oleos essenciais foram obtidos por destilagio de folhas frescas por arraste de vapor, a
composicdo quimica determinada por andlises de cromatografia gasosa/espectrometria de
massas, as atividades bioldgicas testadas utilizando o método de microdiluicdo e a verificacdo
dos mecanismos de morte celular feita por citometria de fluxo. B. salicifolius e B. dracunculifolia
apresentaram elevado rendimento (0,86% e 0,89% respectivamente) quando comparado aos
demais o6leos essenciais avaliados. H. brasiliense e B. salicifolius apresentaram resultados
promissores sobre linhagens tumorais Ehrlich (51,59 e 42,04 ug mL™") e MDA-MB-231 (62,40 e
46,60 pg mL™Y), com maior acdo seletiva para estes tipos celulares se comparado a célula
normal de mama MCF-10A (>512 e 314,44 ug mL™). Os resultados de citometria de fluxo
mostraram que o 6leo de B. salicifolius ndo atua por inducdo de morte celular mas sim
causando um prejuizo no metabolismo, especificamente em células tumorais. Ja o tratamento
com o O6leo de H. brasiliense induziu morte celular principalmente por necrose em células
tumorais de mama, mas ndo em células normais. Além disto, H. brasiliense, B. salicifolius e N.
megapotamica apresentaram acdo inibidora sobre Paracoccidioides brasiliensis (234,37,
156,25; 468,75 ug mL'l), mostrando assim potencial no tratamento da paracoccidioidomicose.
Contra espécies de Candida, Cryptococcus neoformans, Trichophyton mentagrophytes e
Microsporum canis nao foram observados resultados relevantes. Os 6leos de B. salicifolius e B.
dracunculifolia, ainda que tenham apresentado ag¢ao sobre Leishmania amazonensis, foram
citotoxicos para macrofagos, uma de suas principais células hospedeiras, sendo assim pouco
interessante a investigacdo destes volateis frente a forma amastigota. Os dleos essenciais
avaliados, nas suas presentes constituicdes quimicas, foram ineficazes contra Staphylococcus
aureus meticilina resistente e meticilina sensivel, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.
Para Staphylococcus aureus meticilina sensivel o éleo essencial de H. brasiliense atuou em
sinergismo com as drogas cefalotina e oxacilina, ja para E. coli, a droga gentamicina atuou de
forma sinérgica com os 6leos essenciais de P. heptaphyllum, H. brasiliense, B. salicifolius, e N.
megapotamica, levando as drogas a apresentarem seus efeitos bactericidas a % da
concentracdo de suas doses efetivas. Em conclusdo, alguns dos resultados aqui destacados,
sobretudo para 6leos de H. brasiliense e B. salicifolius, sugerem que nestas espécies ha a
presenca de moléculas potencialmente ativas que podem servir como protétipos para o
desenvolvimento de novos farmacos.

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis. MDA-MB-231. Ehrlich. MCF-10A. Oleos
essenciais. Tumor de mama. Citometria de fluxo.



ABSTRACT

Plant species are sources of biologically active molecules that play an important role in
the development of new drugs, and therefore, their properties deserve to be investigated. In
this regard, Protium heptaphyllum, Hedyosmum brasiliense, Blepharocalyx salicifolius, Baccharis
dracunculifolia and Nectandra megapotamica are aromatic species with pharmacological
potential, producing essential oils whose biological activities had not yet been investigated. The
aim of this work was to assess any cytotoxic, antileishmania, or antimicrobial action of these
essential oils to determine those plant species with potential in the elaboration of drugs or in
complementary treatments of diseases with an impact on public health. Essential oils were
obtained from fresh leaves by steam distillation. Chemical composition was determined by gas
chromatography/mass spectrometry. Biological activities were assessed using the microdilution
method while cell death was checked by flow cytometry. B. salicifolius and B. dracunculifolia
presented high yields (0.86% and 0.89%, respectively) relative to the other species assessed. H.
brasiliense and B. salicifolius showed promising action on Ehrlich (at 51.59 and 42.04 ug mL™?
concentration respectively) and MDA-MB-231 tumor lines (at 62.40 and 46.60 ug mL™*
concentration respectively), with less selective action against normal MCF-10A breast cells (at >
512 and 314.44 pug mL* concentration respectively). Flow cytometry results showed that B.
salicifolius oil does not induce cell death but rather acts causing metabolic impairment,
specifically in tumor cells. Essential oil from H. brasiliense induced cell death in breast tumor
cells, mainly due to necrosis, but not in normal cells. In addition, H. brasiliense, B. salicifolius,
and N. megapotamica, presented inhibitory action on Paracoccidioides brasiliensis (at 234.37,
156.25, and 468.75 pg mL' concentration respectively), thus showing potential in the
treatment of paracoccidioidomycosis. Significant action was not observed against Candida
species, Cryptococcus neoformans, Trichophyton mentagrophytes and Microsporum canis. The
oils of B. salicifolius and B. dracunculifolia did present action against Leishmania amazonensis
but were also cytotoxic to macrophages, one of its main host cells, therefore not being of
interest against the amastigote form of the parasite. The essential oils studied here were
ineffective against Staphylococcus aureus (whether resistant or sensitive to methicillin),
Escherichia coli, and Pseudomonas aeruginosa. On methicillin-sensitive Staphylococcus aureus
though, the action of H. brasiliense essential oil was synergistic with that of drugs cefalotin and
oxacillin. On E. coli, use of the drug gentamicin benefitted from the synergistic action of
essential oils from P. heptaphyllum, H. brasiliense, B. salicifolius, and N. megapotamica, which
made the drug effective at 1/4 lower doses. In conclusion, some of the results highlighted here,
especially for H. brasiliense and B. salicifolius, show that essential oils in these species include
active molecules having potential in the development of new drugs.

Key words: Paracoccidioides brasiliensis. MDA-MB-231. Ehrlich. MCF-10A. Essencial oils. Breast
tumor. Flow cytometry.
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1 Introdugao

Segundo Newman e Cragg (2016), os produtos naturais apresentam, nos dias atuais, um
papel significativo na descoberta e desenvolvimento de farmacos para tratamento de doencgas
em humanos. O reino vegetal possui grande variedade e complexidade de metabdlitos nao
envolvidos em funcdes vitais, conhecidos como metabdlitos secundarios, normalmente
sintetizados pelas plantas como mecanismos de defesa frente as condi¢bes de adaptagdo
(CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000).

Os Oleos essenciais sdo metabdlitos secundarios voldteis sintetizados por plantas
aromaticas frequentemente encontradas nas familias Lamiaceae, Myrtaceae, Asteraceae,
Lauraceae e Verbenaceae, dentre outras (CASTRO; RAMOS, 2003). Sdo misturas complexas de
composicao variada, predominando na sua constituicdo os terpenos (cerca de 90%) e derivados
de fenilpropano (WAGNER et al., 1984). Sabe-se que fatores bidticos e abidticos afetam a
sintese destes compostos qualitativa e quantitativamente (CASTELO et al., 2012) e, portanto,
plantas diferentes podem apresentar a constituicdo quimica de seus 6leos essenciais variada,
ainda que sejam da mesma espécie.

Dentre as propriedades bioldgicas, os compostos volateis dos Oleos essenciais
apresentam diversas atividades, incluindo antinociceptiva, anticancerigena, antinflamatoria,
inseticida, antiviral, antioxidante, antiespasmaddica, antidiabética, antibacteriana, antifingica e
apresentam ainda efeitos imunomoduladores, psicotrépicos, acaricida e expectorantes
(ADORJAN; BUCHBAUER, 2010; EDRIS, 2007; LANG; BUCHBAUER, 2011; PISSERI; BERTOLI;
PISTELLI, 2008).

Plantas com propriedades antimicrobianas sdo de grande relevancia, pois podem se
apresentar como uma alternativa de tratamento devido aos problemas associados ao uso de
antibidticos, principalmente aqueles relacionados a resisténcia de alguns microrganismos
frente a varios medicamentos (KOKOSKA et al., 2002). Além disso, ha uma necessidade também
do desenvolvimento de farmacos para uso no tratamento de doencas parasitarias, visto que
sdo causas consideraveis de morbidade e mortalidade, especialmente em paises em
desenvolvimento (OGUNGBE; SETZER, 2016). Os metabdlitos de plantas com propriedades
anticancerigenas também s3o de grande interesse, sobretudo pelo fato de terapias
convencionais apresentarem resisténcia, alto custo e efeitos colaterais severos (GAUTAM;

MANTHA; MITTAL, 2014). Assim, em funcdo de suas inumeras propriedades bioldgicas, os éleos
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essenciais e compostos isolados podem resultar no desenvolvimento de farmacos e contribuir

para avangos nessa area da pesquisa cientifica.
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6 Conclusoes

Neste estudo foram verificadas as constituicdes quimicas e atividades bioldgicas dos
Oleos essenciais das folhas de Protium heptaphyllum, Hedyosmum brasiliense, Blepharocalyx
salicifolius, Baccharis dracunculifolia e Nectandra megapotamica, sendo algumas destas ainda
ndo descritas na literatura.

Os 6leos essenciais de H. brasiliense e B. salicifolius se mostraram promissores agentes
citotéxicos frente a células tumorais de mama triplo-negativas (MDA-MB-231) pela sua ac¢do e
seletividade aqui demonstradas. Portanto, estes 6leos sdao fontes de moléculas que podem
desempenhar um importante papel na descoberta de novas terapéuticas para o tratamento de
tumores estrégeno-negativos, que sdao mais agressivos e nao responsivos aos tratamentos
hormonais. As andlises de citometria de fluxo sugerem o mecanismo de morte celular das
células avaliadas quando tratadas, no entanto, experimentos confirmatdrios precisam ainda ser
realizados a fim de assegurar como estes 6leos levam ao efeito citotdoxico. Além disso, acdo
antifdngica dos 6leos essenciais destas espécies e de N. megapotamica sobre Paracoccidioides
brasiliensis mostraram que estes volateis tém potencial para serem incluidos como terapia
complementar no tratamento desta micose.

A pouca viabilidade do emprego destes 6leos contra L. amazonensis e a inatividade
contra as bactérias testadas foram aqui demonstradas e estes d6leos, em suas presentes
constituicdes quimicas, ndo tiveram acao relevante frente a estes microrganismos. Contudo,
experimentos de sinergismo mostraram que alguns destes éleos quando associados a
determinadas drogas antimicrobianas, podem levar estas a apresentarem seus efeitos
bactericidas a % da concentracdo de suas doses efetivas.

Os resultados obtidos sobretudo para éleos de H. brasiliense e B. salicifolius incentivam
investigacGes mais aprofundadas de suas propriedades. Nesta tese foram sugeridos alguns
compostos que podem estar relacionados aos efeitos bioldgicos encontrados e sdo sugestivos
para exploracdo pela industria farmacéutica na busca pelo desenvolvimento de novos

farmacos.
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