MINISTERIO DA EDUCACAO Has }-
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE v
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA ot

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRICULTURA E BIODIVERSIDADE

ANALISES QUIMICA, ANTIOXIDANTE E
CITOTOXICIDADE EM LINHAGENS TUMORAIS DE
GERMOPLASMA DE Eplingiella fruticosa

JESSIKA ANDREZA OLIVEIRA PINTO

2022



MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE )
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA e
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRICULTURA E BIODIVERSIDADE

JESSIKA ANDREZA OLIVEIRA PINTO

ANALISES QUIMICA, ANTIOXIDANTE E CITOTOXICIDADE EM LINHAGENS
TUMORAIS DE GERMOPLASMA DE Eplingiella fruticosa

Tese apresentada a Universidade Federal de
Sergipe, como parte das exigéncias do Curso de
Doutorado em Agricultura e Biodiversidade,
area de concentracdo em Agricultura e
Biodiversidade, para obtencdo do titulo de
“Doutora em Ciéncias”.

Orientador
Profa. Dra. Maria de Fatima Arrigoni-Blank

SAO CRISTOVAO
SERGIPE — BRASIL
2022



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA CENTRAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

P659a

Pinto, Jéssika Andreza Oliveira

Analises quimica, antioxidante e e citotoxicidade em linhagens tumorais de
germoplasma de Eplingiella fruticosa/ Jéssika Andreza Oliveira Pinto. — S&o
Cristovao, 2022.

54f. il

Tese (Doutorado em Agricultura e Biodiversidade) — Programa de Pos-
Graduacdo em Agricultura e Biodiversidade,Universidade Federal de Sergipe,
2022.

Orientador: Prof. Dra. Maria de Fatima Arrigoni-Blank

1. Eplingiella fruticosa. 2. 6leo essencial. 3. extratos. 4. atividade bioldgica. I.
Analises quimica, antioxidante e citotoxica de germoplasma de Eplingiella fruticosa

CDU: 665.52/.54




JESSIKA ANDREZA OLIVEIRA PINTO

ANALISES QUIMICA, ANTIOXIDANTE E CITOTOXICIDADE EM LINHAGENS
TUMORAIS DE GERMOPLASMA DE Eplingiella fruticosa

Tese apresentada a Universidade Federal de
Sergipe, como parte das exigéncias do Curso de
Doutorado em Agricultura e Biodiversidade,
area de concentracdo em Agricultura e
Biodiversidade, para obtencdo do titulo de
“Doutora em Ciéncias”.

APROVADA em 28 de janeiro de 2022.

Profa. Dra. Maria das Gracas Cardoso  Profa. Dra. Rejane Rodrigues da Costa e Carvalho

UFLA UFRPE
Prof. Dr. Arie Fitzgerald Blank Profa. Dra. Cristiane Bani Corréa
UFS UFS

™\

) _ ~
\’%ﬂ Lo
Profa. Dra. Maria de Fatima Arrigoni-Blank

UFS
(Orientadora)

SAO CRISTOVAO
SERGIPE — BRASIL



A minha familia, em especial, aos meus pais
por todo apoio, carinho e amor.
Dedico



AGRADECIMENTOS

A Deus, em primeiro lugar, sempre, pela oportunidade da vida, pela forga, satde,
coragem e sabedoria.

A Universidade Federal de Sergipe (UFS) e ao Programa de Poés-Graduagdo em
Agricultura e Biodiversidade (PPGAGRI) pela minha formacdo académica ao longo desses
anos.

Aos meus pais, Rubem e Magnolia, a quem devo tudo, sio meus maiores exemplos de
amor, carinho, coragem, dedicacdo e profissionalismo. Os mais profundos agradecimentos
pelas horas que estiveram ao meu lado, pela amizade, paciéncia, compreensao € apoio
incondicional na superagcdo dos obstaculos que surgiram ao longo da vida. Pelas palavras de
carinho e conforto quando as coisas pareciam dificeis demais, pelas oragdes e ensinamentos
que sempre me acompanharam.

Aos meus irmaos, Romulo, Rodrigo e Romario, pela amizade, carinho e amor de
sempre.

A minha orientadora, Profa. Dra. Maria de Fatima Arrigoni-Blank, meus sinceros
agradecimentos pela amizade, carinho, respeito e confianga no meu trabalho, contribuindo
como referéncia para a minha formagao profissional e académica.

Ao Prof. Dr. Arie Fitzgerald Blank, agradecendo a paciéncia, ensinamentos e a enorme
experiéncia adquirida nesses anos. Foi uma imensa alegria e satisfagao trabalhar com o senhor.

Aos colegas do Laboratério de Cultura de Tecidos e Melhoramento Vegetal (LCTMV)
pela amizade, companheirismo e auxilio mutuo, em especial a Andrea, Carol, Itamara, Sara,
Cris, Thays e Milenna.

Ao Grupo de Plantas Medicinais Aromaticas, Condimentares e Olericolas (GPMACO),
em especial aos amigos Dani, Luis, Carlos, Willian e Vanderson, por todo auxilio durante a
conducao da pesquisa, assim como a todos os funcionarios do Campus Rural da UFS.

Ao Laboratorio de Biologia e Imunologia do Céancer e Leishmania da UFS, em
particular a Profa. Dra. Cristiane Bani Corréa e Willian, pela ajuda na condugdao dos
experimentos.

Ao Laboratorio de Bromatologia da UFS, em particular a Profa. Dra. Ana Mara de
Oliveira e Silva e Anne, pela confianga e auxilio na conducdo dos experimentos.

Ao Laboratorio de Pesquisa em Quimica Organica de Sergipe da UFS, em particular a
Profa. Dra. Valéria Regina de Souza Morais, Prof. Dr. Paulo Cesar de Lima Nogueira, Raphael
e Vilma, pelo acompanhamento e orientacdo nos experimentos.

A Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (Capes) pela
concessdo de bolsa de Doutorado.

Enfim, a todos que contribuiram direta ou indiretamente na realizagao desse trabalho.
Obrigada!



SUMARIO

Pégina
LISTA DE FIGURAS ..ottt e e e e eeaaeeeens 1
LISTA DE TABELAS ...ttt e e e s eenaneeeens 11
LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS......c.oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen. 111
| D] 611 [ 2RO v
ABSTRACT ..o e et e et e e e et e e e e eeataeeeeetaeeeeeennaeeeans %
1. INTRODUGCAO GERAL ..ot 1
2. REVISAO DE LITERATURA ..ottt ettt ene e 3
3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o 13
4. ARTIGO 1: QLEOS ESSENCIAIS DE POPULAQC)ES DE Eplingiella fruticosa: 24
ANALISE QUIMICA, ANTIOXIDANTE E CITOTOXICA .....ccveeiiiieeieeeeeeeee e
RESUITIO ...ttt e e e e e e e e e e e e e aranaaaeeees 24
YN 0115 ¢ Tt ARSI 25
4.1, INEFOAUGAOD ..vvveeiiieeciee ettt ettt e et e e et e et e e e e e e eteeeeaaaeesaseeesabeeennreeenreas 25
4.2. Material € MELOAOS ...ooooviviieiiiieiiiee et e e e e e e s 26
4.3, RESUIAAOS ..o e e e e e e et e e e e aree e e ennes 28
R B 1Yo 111 L T ORI 32
4.5, CONCIUSAD ..ottt et ee e e e et e e e e et e e e eaaeeeeeetaeeeeeetareeeeennes 33
4.6, RETCICICIAS ...ttt e e e e et e e e e e e e e asraaeeeeeeas 33
5. ARTIGO 2: PERFIL QUIMICO DE EXTRATOS AQUOSOS E ETANOLICOS DE
Eplingiella fruticosa, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E CITOTOXICIDADE EM 38
LINHAGENS TUMORALIS ...t eeaae e
RESUIMIO ...ttt aastaaaesesaaasasssssssssssssssssssssssssnssssssnnnsnnns 38
ADSETACE ... e e e e et e e e earaeeeeanes 39
5.1 INErOAUGAOD .. e et e e e et a e e earaeaeaan 39
5.2. Material € MELOAOS ......ccuvviiiieieiee ettt e e e eeaaee e 40
5.3, RESUILAOS covvveiiiiiiiecee e e 43
5.4, DISCUSSAOD ....ccuvveieeeeieeeeeeeteeeeeeeee e e e eeteeeeeeetaeeeeeeaaeeeeeetaeeeeeesseeeeeareaeeeeeaseeeeenrseeeaans 48
T T 00 s Te] 1 1Y o TSRO 49
5.6. RETETENCIAS ....uvveeeeiiieie et e et e e e e e e e eetaaeeeeearaeeeens 49
6. CONSIDERACOES FINAIS ..ot 54

ANEXO oo 55



Figura

LISTA DE FIGURAS

Planta de E. fruticosa em campo (A), detalhes da folha (B) e variagdo da
INFIOTESCENCIA (C)..nvviiiiiiieeiieeeee ettt et ve e e ree e

2 Uma visdo simplificada das vias de produgdo de trés grupos principais de
compostos bioativos de plantas e suas inter-relagdes com o metabolismo
PIIMATIO. c.ttteeiiieeeiiee ettt eeteeeeteeeeiteeestteeetbeessaeessseeessseeensseeesseeensseeansseesnsseesnseeens

3 Esquema simplificado da sintese de mono e sesquiterpenos pelas vias MEV e
IMEEP ...ttt et b et ettt e eneeneeneas

4  Exemplos de classes e compostos extraidos do metabolismo secundario de
Plantas MEAICINALS.......cccviieeiieeeiieeciteeeite et e et e et e e eaeeeaeeeetaeesbaeeeseeesnseeenns

5  Desequilibrio entre os radicais livres e os sistemas antioxidantes induz lesio
celular com consequentes PatOZENESES. .......evuverveereerierieriieieeeeeeeeeeeeeseeeeeeneens

6  Plantas como fonte de moléculas antiCANCETr...........coeevuereenieinienieneeieneenieen,

ARTIGO 1
Figura

1 Dendrograma bidimensional que representa a similaridade de populacdes de
E. fruticosa com a composicao quimica dos 0leos essenciais...........ccccveeeneen.

2 Distribui¢ao dos constituintes quimicos do 6leo essencial de plantas de E.
fruticosa em relagao aos dois componentes principais por meio da analise de

componente Principal (ACP)......cccooviiiiiiiiie e

3 Médias dos principais constituintes quimicos dos 6leos essenciais das plantas
de E. fruticosa, SrupoS 1 € 2.....cceeiiiiiiiieieeiieeie ettt

4 Grau de inibi¢do do crescimento em A549, B16F10 e C6 apos o tratamento
com o 6leo essencial de populagdes de E. fruticosa. Valores médios + desvio
padrao de pelo menos trés experimentos independentes. Médias seguidas pela
mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). A
doxorrubicina 10 uM foi usada como controle positivo................

ARTIGO 2
Figura

1 Triagem das classes de compostos (A), cromatogramas correspondentes aos
extratos aquosos (B), etandlicos (C) e etanolicos hidrodestilado (D) de seis
populagdes de E. fruticosa. SC-Sao Cristovao, Pi-Pirambu, MB-Moita Bonita,
MdB-Malhada dos Bois, Ja-Japaratuba e It-Itaporanga d’Ajuda..........

2 Cromatogramas correspondentes a plotagem dos extratos aquosos (preto),
etanolicos (vermelho) e etandlicos hidrodestilado (azul) das populagdes de
Japaratuba (A), Pirambu (B), Sao Cristovao (C), Itaporanga d’Ajuda (D),
Moita Bonita (E) e Malhada dos Bois (F) de E. fruticosa..............cccccueeune....

3 Cromatogramas correspondentes a sobreposi¢ao entre o cromatograma do
extrato etanolico de E. fruticosa (preto) e a coinjecdo do quercitrina
(VErmMEI0) (PICO 3)..uuiiiiiiieeiieecie ettt et e ae e e aae e e e es

4 Espectros UV-s do pico 3 (A) do extrato etandlico de E. fruticosa e do padrao
QUETCILTING (B).viiiiiiieeiiie e

5 Grau de inibicdo do crescimento em B16F10, A549 e C6 apds o tratamento

com extratos aquosos (A), etanolicos (B) e etanolicos hidrodestilados (C) de
E. fruticosa. Valores médios + desvio padrao de pelo menos trés experimentos
independentes. Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). A doxorrubicina 10 uM foi usada como
CONLIOIE POSTEIVO....uiieeiiieeiiieeiieeeiee ettt e e e

Pégina

11

Péagina

30

30

31

32

Pégina

43

43

44

44

46



il
LISTA DE TABELAS

Tabela Pégina
1 Atividade antioxidante in vitro de metabdlitos secundarios de plantas
INEAICTNAIS . c..eveeteeite ittt ettt ettt ettt st sbe et eatesbe e e seeens 11

ARTIGO 1
Tabela Péagina
1 Teores (%) dos principais compostos quimicos encontrados no 6leo essencial
de populagdes de E. frUtiCOSA........cccuueeeuieaciiieeiieeeiieeeiee et eeee e eaeeeevee e ens 29
2 Atividade antioxidante dos o6leos essenciais de E. fruticosa segundo os
métodos de Captura dos Radicais (DPPH e ABTS); B-caroteno/acido linoleico
€ 1edUCA0 dO fOITO......eiiiiiiieiieeceece e 31

ARTIGO 2
Tabela Péagina
1  Capacidade antioxidante dos extratos aquosos, etanolicos e etandlicos
hidrodestilados (Et Hidro) in vitro de E. fruticosa segundo os métodos de
Captura dos Radicais (DPPH ¢ ABTS"), B-caroteno/acido linoleico e redugdo
dO TEITO (FRAP). ..ottt e e 45



UFS
CG/EM-DIC

CLAE
DPPH
FRAP
ABTS
SRB
OMS
DNA
IPP
DMAPP
MEV
MEP
GPP
FPP
ERO
ERN
FDA
uM/mL
pL/mL
mL/min
mg/mL
mol/L
nm

mM
TPTZ
DMEM
FBS
U/mL
DMSO
TRIS
ANAVA
ACP
nHg
SPE
HPLC
v/v
PVDF
uv
EtOH HD

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

Universidade Federal de Sergipe

il

Cromatografia Gasosa acoplada a um Espectrometro de Massa e a um

Detector de Ionizagdo em Chama
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
2,2-difenil-1-picril-hidrazila
Ferric Reducing Ability Power
2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)
Sulforodamina B

Organizacdo Mundial da Saude
Acido Desoxirribonucleico
Isopentenil Disfosfato
Dimetilalil Difosfato

Acido Mevalénico

Metileritritol fosfato

Geranil difosfato

Farnesil difosfato

Espécies Reativas de Oxigénio
Espécies Reativas de Nitrogénio
Food and Drug Administration
micromolar por mililitro
microlitros por mililitro

mililitro por minuto

miligrama por mililitro
molaridade por litro

nandmetro
milimolar

Tripiridiltriazina

Meio de Eagle modificado por Dulbeccos
Soro fetal bovino

unidade por mililitro

Dimetilsulfoxido

Hidroximetil Aminometano

Analise de Variancia

Analise de Componente Principal

microns de mercurio

Extra¢do em Fase Solida

High Performance Liquid Cromatography
volume por volume

Membrana Hidrofilica de Fluoreto de Polivinilideno

Ultravioleta

Extrato Etanolico Hidrodestilado



v

RESUMO

PINTO, Jéssika Andreza Oliveira. Analises quimica, antioxidante e citotoxicidade em
linhagens tumorais de germoplasma de Eplingiella fruticosa. Sao Cristovao: UFS, 2022.
54p. (Tese — Doutorado em Agricultura e Biodiversidade).*

A Eplingiella fruticosa ¢ uma planta aromatica da familia Lamiaceae conhecida como “alecrim-
de-vaqueiro”. Seu uso popular tem despertado interesse da comunidade cientifica quanto as
possiveis propriedades farmacoldgicas envolvidas, e os efeitos anti-hiperalgésico,
antinociceptivo, anti-inflamatorio, vasodilatador e contra doencas neurodegenerativas ja foram
atribuidos ao seu 6leo essencial e extratos. O primeiro artigo investigou as variagdes nos perfis
quimicos e atividades bioldgicas (antioxidante e citotoxicidade) de Eplingiella fruticosa do
estado de Sergipe. Os 0leos essenciais de seis populagdes foram extraidos por hidrodestilagao
e analisados por Cromatografia Gasosa acoplada a um Espectrometro de Massa e a um Detector
de Ionizacdo em Chama (CG/EM-DIC). A atividade antioxidante dos oOleos essenciais foi
testada por diferentes ensaios (DPPH, ABTS, B-caroteno e FRAP) e a atividade citotdxica foi
feita pelo ensaio SRB. Os compostos encontrados em maiores quantidades foram: a-pineno, -
pineno, 1,8-cineol, canfora, borneol, d-elemeno, a-cubebeno, a-ylangeno, (E)-cariofileno,
germacreno D, biciclogermacreno, trans-calameneno, espatulenol, 6xido de cariofileno e
viridiflorol. Esses compostos definiram a forma¢do de dois grupos. O primeiro grupo foi
constituido pelas populacdes de Sao Cristovao, Itaporanga, Japaratuba e Malhada dos Bois e
caracterizou-se pela presenga do monoterpeno canfora (8,39-11,27%) como composto de maior
teor em relagdo aos demais municipios. O segundo grupo foi constituido pelas populagdes de
Moita Bonita e Pirambu e se caracterizou pela presenca majoritaria do sesquiterpeno
biciclogermacreno (7,45% e 10,98%). As plantas apresentaram efeitos fracos em termos de
atividade antioxidante, porém o Oleo essencial mostrou toxicidade significativa para as
linhagens A549 (51,00% da viabilidade celular) na populacdo de Japaratuba e B16F10
(64,94,6% da viabilidade celular) em Malhada dos Bois. O segundo artigo analisou o perfil
quimico, a atividade antioxidante e citotoxicidade de extratos aquosos e etandlicos das
populagdes de E. fruticosa. Os extratos foram analisados por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE). A atividade antioxidante e a atividade citotoxica foram testadas do mesmo
modo do primeiro artigo. O flavonoide quercitrina foi identificado no extrato etandlico. Os
extratos aquosos apresentaram maior atividade antioxidante em relagdo aos demais extratos. Os
radicais DPPH e ABTS variaram de 84,89-75,62% e 85,21-64,04%, respectivamente, nos
extratos aquosos. Os extratos etanolicos das populagdes de Japaratuba, Sao Cristovao e
Itaporanga d’Ajuda apresentaram as maiores atividades inibitorias com 90,63%, 90,53% e
88,47% para a linhagem C6 e o extrato etandlico hidrodestilado da populacdo de Japaratuba
apresentou alta inibi¢cdo de crescimento em A549 (87,17% da viabilidade celular) e C6 (72,83%
da viabilidade celular). As observagdes destes estudos mostram que E. fruticosa pode ser uma
fonte significativa de compostos naturais importantes do ponto de vista medicinal.

Palavras-chave: alecrim-de-vaqueiro, oOleo essencial, extratos, atividade biologica,
antitumoral.

* Comité Orientador: Maria de Fatima Arrigoni-Blank — UFS (Orientadora), Cristiane Bani Corréa — UFS.



ABSTRACT

PINTO, Jéssika Andreza Oliveira. Chemical, antioxidant and cytotoxicity analyzis in
Eplingiella fruticosa germplasm tumor lines. Sdo Cristovao: UFS, 2022. 54p. (Thesis -
Doctor of Science in Agriculture and Biodiversity).*

Eplingiella fruticosa is an aromatic plant of the Lamiaceae family known as “alecrim-de-
vaqueiro”. Its popular use has aroused the interest of the scientific community regarding the
possible pharmacological properties involved, and the anti-hyperalgesic, antinociceptive, anti-
inflammatory, vasodilatory and anti-neurodegenerative effects have already been attributed to
its essential oil and extracts. The first article investigated the variations in the chemical profiles
and biological activities (antioxidant and cytotoxicity) of Eplingiella fruticosa from the State of
Sergipe. The essential oils of six populations were extracted by hydrodistillation and analyzed
by Gas Chromatography coupled to a Mass Spectrometer and a Flame Ionization Detector
(GC/EM-DIC). The antioxidant activity of the essential oils was tested by different assays
(DPPH, ABTS, B-carotene and FRAP) and the cytotoxic activity was determined by the SRB
assay. The compounds found in greater amounts were: a-pinene, B-pinene, 1,8-cineole,
camphor, borneol, d-elemene, a-cubebene, a-ylangeno, (E)-caryophyllene, germacrene D,
bicyclogermacrene, trans -calamenene, spathulenol, caryophyllene oxide and viridiflorol.
These compounds defined the formation of two groups. The first group consisted of the
populations of Sao Cristovao, Itaporanga, Japaratuba and Malhada dos Bois and was
characterized by the presence of camphor monoterpene (8.39-11.27%) as the highest content
compound in relation to the other municipalities. The second group consisted of the populations
of Moita Bonita and Pirambu and was characterized by the majority presence of
bicyclogermacrene sesquiterpene (7.45% and 10.98%). The plants showed weak effects in
terms of antioxidant activity, but the essential oil showed significant toxicity for the A549
strains (51.00% cell viability) in the population of Japaratuba and B16F10 (64.94.6% of cell
viability) in Malhada of the Oxen. The second article analyzed the chemical profile, antioxidant
activity and cytotoxicity of aqueous and ethanolic extracts from populations of E. fruticosa. The
extracts were analyzed by High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Antioxidant
activity and cytotoxic activity were tested in the same way as in the first article. The flavonoid
quercitrin was identified in the ethanol extract. The aqueous extracts showed higher antioxidant
activity in relation to the other extracts. The DPPH and ABTS radicals range from 84.89-
75.62% and 85.21-64.04%, respectively, in the aqueous extracts. The ethanol extracts from the
populations of Japaratuba, Sao Cristovao and Itaporanga d'Ajuda showed the highest inhibitory
activities with 90.63%, 90.53% and 88.47% for the C6 strain and the hydrodistilled ethanol
extract from the Japaratuba population showed high growth inhibition at A549 (87.17% cell
viability) and C6 (72.83% cell viability). The observations from these studies show that E.
fruticosa can be a significant source of medicinally important natural compounds.

Keywords: “alecrim-de-vaqueiro”, essential oil, extracts, biological activity, antitumor.

* Supervising Committee: Maria de Fatima Arrigoni-Blank — UFS (Orientadora), Cristiane Bani Corréa — UFS.



1. INTRODUCAO GERAL

As plantas medicinais sempre foram utilizadas como remédio para a prevencao ¢
tratamento de diversas doengas. De acordo com a Organizagao Mundial da Saude (OMS), mais
de 80% da populagdo mundial usa rotineiramente medicamentos oriundos da medicina
tradicional para atender as necessidades de saude primaria (WHO, 2019). O uso desses recursos
vegetais ¢ relatado ao longo da historia, ¢ seu conhecimento empirico beneficia a industria
farmaceéutica a desenvolver novos farmacos no tratamento de varias doengas, o que t€m atraido
a atencdo para pesquisas em todo o mundo devido aos seus baixos efeitos colaterais e efeitos
positivos na saude humana (AYE et al., 2019; HARDY, 2021).

As plantas produzem uma enorme variedade de metabdlitos que ndo sdo essenciais para
0s processos centrais de crescimento e desenvolvimento. Chamados de metabdlitos
secundarios, metabolitos especializados ou produtos naturais, essas estruturas sdo especificas
de espécies ou grupos de espécies. Os diferentes constituintes quimicos fabricados pelas plantas
medicinais, tanto a partir de extratos vegetais quanto Oleos essenciais, possuem atividades
biologicas que podem melhorar a saude humana (REVUTSKA et al., 2021). Estudos
farmacoldgicos com plantas medicinais sdo necessdrios visando sua utilizacdo no exercicio
fitoterapico, de forma a identificar suas capacidades bioativas e provavel desenvolvimento de
medicamentos (SHOKER, 2020).

Espécies da familia Lamiaceae t€ém sido utilizadas na medicina tradicional para o
tratamento de diversos males, como depressdao, dor de cabega, asma ¢ estresse (ROUHI-
BOROUIJENI et al., 2016; ABBASI-MALEKI et al., 2017; CAPUTO et al., 2018; SIM et al.,
2019). Atualmente, existem 32 géneros e cerca de 496 espécies nativas do Brasil (HARLEY et
al.,2012; APG 1V, 2016; Ll et al., 2016). O género Hyptis, representante com o maior nimero
de espécies ocorrentes no Brasil, teve modificagdes taxonOmicas apos revisao recente da
subtribo Hyptidinae, quando boa parte de suas espécies foram redistribuidas em onze géneros,
entre eles o género Eplingiella (HARLEY e PASTORE, 2012).

Eplingiella fruticosa (Salzm. ex Benth) Harley & J.F.B. Pastore, ex Hyptis fruticosa
Salzm. ex Benth, conhecida vulgarmente como alecrim-de-vaqueiro, ¢ uma planta medicinal e
aromatica nativa do Brasil. Distribuida na costa do nordeste brasileiro, ¢ popularmente utilizada
como anti-inflamatorio a partir da infusdo de suas folhas. Alguns estudos demonstraram que
metabolitos secundarios, presentes no oleo essencial, e o extrato de folhas de E. fruticosa
apresentam efeitos analgésico, antinociceptivo, vasodilatador, anti-inflamatorio, antioxidante e
anti-hiperalgésico (SILVA et al., 2008; ANDRADE et al., 2010; LIMA et al., 2013; DE
OLIVEIRA MELO et al., 2020).

O estresse oxidativo ¢ um desequilibrio entre a producdo de radicais e sistema
antioxidante. Esses radicais gerados prejudicam as biomoléculas essenciais na célula, oxidando
os lipidios da membrana, enzimas, carboidratos, proteinas celulares € DNA. Os antioxidantes
sdo compostos quimicos de fontes naturais ou sintéticas que evitam danos oxidativos e podem
ser responsaveis por efeitos preventivos em varias doengas degenerativas, incluindo o cancer.
As plantas aromaticas s3o amplamente utilizadas também como fonte de antioxidantes naturais.
Devido as crescentes preocupagdes de seguranga envolvidas com o consumo de antioxidantes
sintéticos, a exploracdo de fontes mais baratas e seguras de antioxidantes de origens naturais, e
especialmente de plantas, ¢ de grande interesse (SINGH et al., 2016; XU et al., 2017).

Desde muito tempo, o tratamento do cancer baseou-se principalmente na quimioterapia
e radioterapia. No entanto, esses tratamentos nao seletivos causam efeitos colaterais muitas
vezes perigosos. Nesse contexto, novas moléculas anticancerigenas naturais apresentam
oportunidades promissoras no manejo de pacientes com cancer. Assim, moléculas extraidas de
plantas medicinais sdo uma importante fonte para o desenvolvimento de drogas anticancer
(KAUSHIK et al., 2018; BOUYAHYA et al., 2020). Entretanto, apesar do potencial bioativo
ja identificado em E. fruticosa, até o0 momento, ndo se tem relatos de sua atividade citotoxica
em linhagens tumorais.
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Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi investigar as variagdes nos perfis quimicos e
atividades antioxidante e citotoxicidade de Oleos essenciais e extratos (aquoso, etandlico e
etandlico hidrodestilado) de germoplasma de E. fruticosa.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Origem, botanica e usos de Eplingiella fruticosa

Dentre as familias botanicas, a Lamiaceae pode ser considerada uma das mais ricas em
espécies medicinais. Relata-se que as espécies dessa familia apresentam uma ampla gama de
atividades biologicas devido a diversidade de fitoquimicos. Os Oleos essenciais, acidos
hidroxicinamicos e flavonoides sdo identificados como os principais constituintes bioativos, e
diferenciam as espécies dessa familia, a exemplo do tomilho, alecrim, menta, salvia, erva-
cidreira ¢ orégano (VLADIMIR-KNEZEVIC et al., 2014). A familia Lamiaceae ¢ a sexta maior
familia de plantas, com mais de 200 géneros e 7.000 espécies. Muitas plantas desta familia
possuem propriedades aromaticas e picantes que as tornam importantes para as industrias
farmaceéutica, alimenticia e cosmética, e podem ser facilmente cultivadas (RAJA, 2012). Além
disso, essas plantas apresentam efeitos antioxidantes, antialérgicos, antibactericida,
antimicrobiana, anticarcinogénicos, anti-inflamatérios e antivirais (BEKUT et al., 2018;
COCAN et al., 2018; CELIK et al., 2021).

O género Eplingiella ¢ formado por trés espécies, E. fruticosa (Salzm. ex Benth) Harley
& J.F.B. Pastore, E. cuniloides (Epling) Harley & J.F.B. Pastore e E. brightoniae Harley. Esse
género foi originado a partir de uma recente modificagdo do género Hyptis, baseada em
marcadores moleculares (HARLEY e PASTORE, 2012; HARLEY, 2014). E. fruticosa ¢
conhecida no nordeste brasileiro como "alecrim-de-vaqueiro", de ocorréncia nos estados da
Bahia, Sergipe, Pernambuco, Paraiba, Ceara e Rio Grande do Norte, em solos arenosos de
caatingas, tabuleiros e restingas, principalmente a margem das estradas e em locais antropizados
(HARLEY, 2014; SILVA et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2021).

As plantas de E. fruticosa (Figura 1) apresentam porte arbustivo, com pequenas folhas
xeromorficas e aromaticas. Suas flores (2-18) estdo dispostas em inflorescéncia cimosa
pedunculada, de coloracao lilds ou branca, zigomorfas, 16bulos subulados nao clavados e
abertura da corola nao pilosa. O gineceu ¢ desprovido de estilopodio, com estilete capitado ou
estigmas muito curtos. Possui o fruto seco e indeiscente, classificado como artrocarpaceo e
composto por dois carcerulidios com formato elipsoide e superficie castanho-escuro (HARLEY
e PASTORE, 2012).

A CEREIRA LT B . o L
Figura 1. Planta de E. fruticosa em campo (A), detalhes da folha (B) e variacdo da
inflorescéncia (C).

A espécie € popularmente utilizada no tratamento de dores, a partir da infusdo de suas
folhas. Relatos na literatura constam de diversas atividades biologicas do seu 6leo essencial e
extratos das folhas (SILVA et al., 2006; SANTOS et al., 2007; ANDRADE et al., 2010;
MOREIRA et al., 2010; FRANCO et al., 2011; LIMA et al., 2013). Moreno et al. (2005),
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realizando uma andlise fitoquimica preliminar do seu extrato, observaram a presenga de
alcaloides, saponinas, flavonoides, terpenos e esteroides. Franco ef al. (2011) observaram que
o efeito antinociceptivo do oleo essencial de E. fruticosa pode estar relacionado com a maior
porcentagem dos compostos a-pineno e B-pineno presentes nas flores dessa espécie.

2.2 Metabdlitos secundarios de plantas

Metabdlitos secundérios sdo uma ampla gama de compostos ativos biossinteticamente
derivados de metabolitos primérios (Figura 2). Esses metabodlitos, ndo essenciais para o
crescimento e desenvolvimento das plantas, permitem as plantas comunicarem e interagirem
com diferentes organismos, atraindo-os ou repelindo-os, além de possuirem agdo protetora as
condigdes ambientais, deste modo, esses metabdlitos sdo sintetizados de acordo com uma
necessidade especifica da planta (VERMA e SHUKLA, 2015; JAIN et al., 2019). Cada familia
de plantas, género ou espécie produz um determinado conjunto de compostos quimicos, muitas
vezes usados como marcadores taxonomicos na classificacdo botanica da planta. Alguns
metabolitos secundéarios sdo universalmente encontrados na planta, enquanto outros sao
especificos de um determinado 6rgio ou tecido (ZAYNAB et al., 2018; POPOVIC et al., 2021).
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Figura 2. Uma visdo simplificada das vias de produg¢ao de trés grupos principais de compostos
bioativos de plantas e suas inter-relacdes com o metabolismo primario. Adaptado de Taiz e
Zeiger (2006).

Existem trés grupos principais de metabolitos secunddrios em plantas com base em sua
via biossintética: compostos nitrogenados (alcaloides), compostos fenolicos e terpenos
(ASHRAF et al., 2018). Tais metabolitos sdo constituidos de diversas classes de compostos
volateis ou fixos. Os terpenoides sao o maior grupo de metabolitos especializados (secundarios)
em plantas. Esses compostos quimicos de ocorréncia natural sdo diversos na sua estrutura
quimica, e sao subdivididos de acordo com o nimero de unidades de cinco carbonos em seus
esqueletos, ou seja, hemi- (Cs ), mono- (Cio ) sesqui- (Cis), di- (Cao), sester- (Cas), tri- (C3o) €
tetra- (Cao:carotenoides) terpenoides (YAZAKI et al., 2017).

Os monoterpenoides e os sesquiterpenoides sdo os constituintes mais comuns de
compostos organicos volateis nas plantas (ABBAS et al., 2017). Para a biossintese desses
terpenoides (Figura 3), uma unidade simples isopentenil disfosfato (IPP) ou seu isdmero
dimetilalil difosfato (DMAPP) servem como substrato inicial. IPP € o precursor mais frequente
de todos os terpenoides, sintetizado por duas vias compartimentadas separadas e independentes,
as vias do acido mevalonico (MEV) e do metileritritol fosfato (MEP). Pela via do MEV,



localizada no citosol, ocorre a jun¢do de trés moléculas de acetil-CoA para a formagao do acido
mevalonico, este ¢ fosforilado, descarboxilado e desidratado para produzir IPP ou DMAPP. Ja
na via do MEP, localizada nos plastideos, o IPP ¢ formado pela unido do gliceraldeido-3-fosfato
e dois atomos de carbono derivados do piruvato. O IPP ¢ o DMAPP sdo as unidades
pentacarbonadas ativas na biossintese dos terpenos que se unem para formar moléculas maiores.
A ligagao do IPP e DMAPP forma o geranil difosfato (GPP), a partir da qual sdo formados os
monoterpenos. O GPP pode se ligar a outra molécula de IPP, o farnesil difosfato (FPP),
precursor da maioria dos sesquiterpenos (TAIZ e ZEIGER, 2017).
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\ ( \ \

Acido Mevalénico Metileritritol Fosfato
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Figura 3. Esquema simplificado da sintese de mono e sesquiterpenos pelas vias MEV e MEP.
Adaptado de Abbas et al. (2017).

O ¢6leo essencial ¢ uma mistura complexa heterogénea composta de hidrocarbonetos de
todos os tipos, mono e sesquiterpenoides, aromadticos (benzenoides e fenilpropanoides),
compostos contendo oxigénio, compostos alifaticos, aldeidos aromaticos, cetonas, alcoois,
ésteres, éteres, lactonas, 0xidos e peroxidos complexos. O aroma forte e a natureza volatil
distinguem os oOleos essenciais dos Oleos graxos. Localizam-se em estruturas secretoras
especializadas, como pelos glandulares (tricomas), células parenquimaticas diferenciadas,
canais oleiferos ou ainda em bolsas lisigenas ou esquizolisigenas, € podem ocorrer em apenas
um orgao vegetal ou em toda a planta (ZACHARIAH e LEELA, 2018). A composi¢ao ¢ o
rendimento do 6leo essencial dependem de varios fatores, bidticos e abiodticos, sendo os mais
importantes a genética vegetal e alguns fatores ambientais, como estresse hidrico e a
sazonalidade (SADEH et al., 2019; MIRZAIE et al., 2020).

Além de desempenharem papéis importantes nas interagdes planta-ambiente, os 6leos
essenciais também possuem grande valor comercial por apresentarem diversas atividades
biologicas. Essa bioatividade ¢ devido aos seus constituintes que atuam de forma sinérgica ou
antagdnica. Devido a sua ampla variabilidade quimica, os 6leos essenciais tém, ao longo dos
anos, se destacado como importantes ingredientes terapéuticos (JUGREET etz al., 2020). Ja esta
bem documentada em diversos estudos a versatilidade de suas atividades bioldgicas, como
agentes antimicrobianos, antifngicos, imunomoduladoras, antioxidante e citotdxica
(NAZZARO et al., 2017; STRINGARO et al., 2018; VALERIO et al., 2021).

Além dos 0leos essenciais, as plantas produzem diversos compostos fixos que podem
ser obtidos de diferentes formas. Os extratos de plantas, obtidos na forma de macerados de
varias partes de vegetais, com a utilizagdo de diferentes solventes, representam a forma
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preliminar de obten¢do de compostos. Para a extracdo de compostos bioativos, os extratos
vegetais sao preparados a partir de amostras frescas ou secas usando solventes aquosos e/ou
organicos. Os extratos de plantas podem ser obtidos com diferentes solventes (etanol, metanol,
acetona, agua) e, desta maneira, podem ser carreados diversos metabolitos secundarios a partir
das diferentes polaridades dos solventes (ABARCA-VARGAS et al., 2016).

Os solventes usados durante o processo de extracao tém influéncia na natureza e na
quantidade de metabolitos secundarios extraidos de plantas medicinais. Por exemplo, solventes
polares sdo usados para extrair compostos fendlicos, seus glicosideos, saponinas, € solventes
apolares sdo usados para a extracdo de acidos graxos e esteroides. Os solventes mais usados
para extracdo de compostos fenolicos sao metanol e a mistura metanol-agua, porém alguns
autores recomendam o uso do etanol para a extragdo desses compostos por ele ndo ser toxico
(FRANCO et al., 2008; PREDESCU et al., 2016).

Extratos brutos vegetais sdo, normalmente, misturas complexas constituidas quase
sempre por diversas classes de produtos naturais, contendo diferentes grupos funcionais (Figura
4). O processo de separacao desses produtos ativos deve ser avaliado quanto a eficiéncia, a
estabilidade das substancias extraidas, a disponibilidade dos meios e ao custo do processo
escolhido, considerando a finalidade do extrato que se quer preparar. As técnicas de extragdo
também tém efeito perceptivel no contetido fitoquimico. Existem diferentes técnicas de
laboratério para extragdo de materiais vegetais, que sdo principalmente categorizados em
métodos de extragdo convencionais (por exemplo, maceragao, percolacao, infusao) e métodos
de extrag¢do ndo convencionais ou avancados (por exemplo, extragdo assistida por micro-ondas,
extracdo assistida por ultrassom, extracdes de fluidos supercritico). Assim, a escolha do
solvente de extracdo e da técnica de extracdo adequados ¢ determinante para a atividade
farmacologica desejada desses extratos (AZMIR et al., 2013; BELWAL et al., 2018; DIRAR
etal., 2019).
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Figura 4. Exemplos de classes e compostos extraidos do metabolismo secundério de plantas
medicinais.

A obtengdo de extratos, seguido da avaliagdo da atividade bioldgica, representa uma
forma eficiente para a prospec¢do de espécies de interesse farmacoldgico. Tais complexos de
substancias oferecem oportunidades ilimitadas para novas descobertas de drogas por causa da
sua diversidade quimica. Muitas atividades biologicas benéficas, como anticancer,
antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatoria e analgésica foram relatadas (ABARCA-
VARGAS et al., 2016; MOHAMMADHOSSEINI et al., 2017).

2.3 Propriedades medicinais de metabdlitos secundarios de plantas



O uso de medicamentos modernos como drogas sintéticas e antibidticos ¢ algo
relativamente recente na histéria do homem. Anteriormente, para combater distarbios de satde,
o ser humano utilizava diversas espécies de plantas medicinais. Esses vegetais ndo eram
placebo, mas formados por principios ativos de grande diversidade estrutural e baixo peso
molecular, chamados de metabolitos secundérios. Os produtos naturais tém propriedades
biologicas e sdo caracterizados por seus diferentes usos e aplicagdes, como medicamentos,
inseticidas, herbicidas, perfumes, corantes, entre outros. A biossintese de metabolitos
secundarios ¢ geralmente restrita a estagios especificos de desenvolvimento da planta e periodos
de estresse. Esses fitoquimicos sdo importantes nas interagcdes da planta com o meio ambiente
(protecao contra predadores, patdgenos ou estresse ambiental) ou relacionado a algum
mecanismo reprodutivo da planta (atragdo de insetos para a promog¢ao da polinizacao) (WINK,
2015; MENDOZA e SILVA, 2018).

Em 2017, o valor de mercado global estimado para medicamentos fitoterapicos e
suplementos fitoterapicos era da ordem de US$ 107 bilhdes. Os medicamentos fitoterapicos
incluem ervas, materiais a base de ervas, preparacdes a base de ervas e produtos a base de ervas
acabados que contém, como ingredientes ativos, partes de plantas, outros materiais vegetais ou
combinag¢des dos mesmos (YAO et al., 2019). Os fitoquimicos giram em torno do setor de
pesquisa e desenvolvimento das industrias farmacéuticas como uma fonte de novas moléculas
que levam ao desenvolvimento de novos medicamentos (NEWMAN e CRAGG, 2016). Os
produtos naturais fornecem cerca de 50% dos medicamentos modernos (BOUCHER et al.,
2017). Por exemplo, no setor de oncologia, as plantas contribuiram com mais de 60% dos
medicamentos anticancer, direta ou indiretamente (DUTRA et al., 2016).

O reconhecimento das propriedades bioldgicas de milhares dessas moléculas aumentou
o interesse neste campo para pesquisas de novos medicamentos, antibidticos, inseticidas,
fungicidas e herbicidas. Os terpenos (gomas, resinas, carotenoides etc.), os fenois (lignina,
flavonas, antocianinas, taninos etc.), assim como os alcaloides, sdo apenas algumas das
substancias utilizadas atualmente em diferentes campos de aplicacdo, despertando uma
crescente atengao mundial devido ao seu uso generalizado e a preservacao simultanea da saude
humana e do meio ambiente (LELARIO et al., 2018). As plantas podem fornecer uma enorme
variedade de compostos complexos e estruturalmente diversos que funcionam sinergicamente
ou individualmente para exibir uma determinada atividade bioldgica. Recentemente, muitos
pesquisadores se concentraram na investigacao desses compostos em extratos vegetais e 0leos
essenciais, ou nos proprios metabolitos secundarios puros, para a identificacdo de suas
atividades bioldgicas, como antimicrobiana, anti-inflamatéria, antioxidante e anticancer.
(MANDAL e MANDAL, 2015; BALOUIRI et al., 2016).

De fato, ha uma maior demanda por bioativos vegetais seguros e eficazes como
alternativa aos antimicrobianos sintéticos, pois seu uso disseminado e continuo tem levado a
modificagdo de microbios que se tornaram resistentes, reduzindo assim o efeito terapéutico
desses medicamentos. Os 6leos essenciais t€ém sido propostos e testados na medicina como
produtos antimicrobianos e suas atividades estao relacionadas a natureza lipofilica do esqueleto
do hidrocarboneto e dos grupos funcionais dos bioativos. As propriedades hidrofobicas dos
bioativos facilitam sua interacdo com as bactérias e a entrada na célula, onde podem exercer
seu efeito terapéutico (GOKHALE ¢ WADHWANI, 2015; KHORSHIDIAN et al., 2018,
OTHMAN et al., 2019). A atividade antimicrobiana de 6leos essenciais obtidos de folhas e
flores de Salvia hydrangea foi investigada e os resultados demonstraram que ambos os 6leos
mostraram um efeito inibitério e letal significativo sobre as bactérias Gram-negativas
Pseudomonas aeruginosa, Shigella dysenteriae e Klebsiella pneumoniae (GHAVAM et al.,
2020).

A inflamagao ¢ a resposta natural do corpo a estimulos prejudiciais que surgem no tecido
em resposta a lesdo traumatica, infecciosa, pos-isquémica, toxica ou autoimune. Durante as
ultimas décadas, estudos in vitro e in vivo, levaram a identificagdo de varios extratos de plantas
com efeitos anti-inflamatoérios, e estudos fitoquimicos e biologicos levaram a identificagdao de



uma variedade de compostos ativos (MOHAMMED et al., 2014; PUSHPANGADAN et al.,
2015). Recentemente, uma publicacdo de Abate er al. (2021) avaliou a atividade anti-
inflamatoria de extratos etanolicos das folhas de Artemisia annua e identificou e associou a
acdo protetora para o estimulo pro-inflamatoérios a presenga do composto artemisinina.

As atividades anti-inflamatoéria e antioxidante estdo intimamente relacionadas, uma vez
que quando se tem uma resposta inflamatoéria a agentes estranhos, ocorre a produgao de radicais
livres (espécies reativas de oxigénio-ERO e espécies reativas de nitrogénio-ERN). Os 6leos
essenciais e extratos de plantas também tém sido estudados quanto as suas potenciais
capacidades antioxidantes que podem ser atribuidas a presenca de terpenos, além dos
compostos fendlicos que contribuem para a atividade de eliminagdo de radicais livres, e sdo
conhecidos por serem principalmente acidos fenolicos e flavonoides (BENABDERRAHIM et
al.,2019). A pesquisa nesta area tem sido conduzida por varios ramos da industria em busca de
compostos naturais de protecdo. A atividade antioxidante das plantas medicinais depende de
cada planta (variedade, condigdes ambientais), composi¢do ¢ concentracdo dos compostos
antioxidantes (SKROVANKOVA et al., 2012).

Propriedades farmacoldgicas, como efeitos quimiopreventivos e citotoxicos do cancer
de plantas medicinais, sdo atribuidas a varios compostos fitoquimicos, como flavonoides,
alcaloides e terpenos presentes em seus metabolitos (KUMAR et al., 2014). Os componentes
polifenodis e flavonoides estao entre os fitoquimicos mais amplamente encontrados que possuem
propriedades antioxidantes. Varios estudos demonstraram suas atividades anticarcinogénicas
ou anticancer por sua capacidade de induzir apoptose em numerosas linhagens de células
cancerosas devido ao seu efeito antioxidante e antiproliferativo (PROCHAZKOVA et al., 2011;
GHALI et al., 2013; TAUCHEN et al., 2015; TALBAOUI et al., 2016).

Viérios estudos cientificos tém investigado o potencial biologico de espécies da familia
Lamiaceae, tais como o Ocimum tenuiflorum (PARASURAMAN et al., 2015); Mentha
suaveolens (BOZOVIC et al., 2015), Origanum vulgare MECHERGUI et al., 2016). A Salvia
officinalis foi estudada por Garcia et al. (2016) quanto ao seu potencial antioxidante e
antitumoral. Os autores caracterizaram os extratos hidroalcodlico e aquoso e verificaram sua
atividade antioxidante e antitumoral sobre as linhagens tumorais Hep-2, HeLa, A-549, HT-29
e A-37, e nao tumorais HEK-293 e MRC-5. Os ensaios mostraram seletividade para linhagens
de células tumorais e os autores concluiram que essa espécie pode proteger o organismo contra
doencas onde o estresse oxidativo estd envolvido, como distarbios neurodegenerativos,
inflamacdo e cancer.

2.4 Atividade antioxidante

Os radicais livres sdo intermedidrios com elétrons desemparelhados que sao altamente
instaveis e ativos para reagdes quimicas com outras moléculas. A formagdo desses radicais
(ERO, ERN) ¢ crucial para a manutencao da homeostase celular. Em determinadas condi¢des,
os radicais livres passam a ser produzidos em excesso, processo denominado de estresse
oxidativo, que corresponde ao resultado de um desequilibrio entre a produ¢cdo de ERO e as
defesas antioxidantes do organismo, levando a oxida¢do e modificagdo das macromoléculas
biologicas (como danos no acido desoxirribonucleico (DNA), modificagdes oxidativas de
proteinas), lesdo de tecido e morte celular acelerada responsaveis por diversas patologias,
incluindo doengas cardiovasculares e cancer (Figura 5) (APAK et al., 2016).

Um antioxidante ¢ uma molécula capaz de inibir ou retardar a oxidacdo de outras
moléculas indesejadas. A oxidagdo ¢ uma reagdo quimica que transfere elétrons de uma
substancia a um agente oxidante. As reacdes de oxidagdo podem produzir radicais livres, que
iniciam rea¢des em cadeia que danificam células. Os antioxidantes encerram essas reagdoes em
cadeias através da remog¢do de intermedidrios de radicais livres e inibem outras reagdes de
oxidagdo ao serem eles mesmos oxidados (HAMID et al., 2010). Os antioxidantes podem ser
enddgenos, quando produzidos pelo préprio organismo, sdo classificados em enzimaticos
(superoxidos dismutases citoplasmatica e mitocondrial, catalase, glutationaperoxidase,
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glutationaredutase) e ndo enzimadticos (glutationa, acido lipoico, albumina, ubiquinona,
metalotioneinas, transferrina, ceruloplasmina); e exdgenos ou dietéticos, quando sao adquiridos
por meio da ingestdo alimentar (acido ascorbico, tocoferol, carotenoides, compostos fendlicos
e demais metabolitos secundarios vegetais, zinco, cobre, selénio e magnésio) (PEREIRA e
CARDOSO, 2012).

Antioxidantes

Radicais
livres

Modificacao oxidativade
lipideos, carboidratos,

— acidos nucleicos e
proteinas
Diabetese___ l ___~Cancer
Disfuncao/dano
. celular
Obesidade —Doencas renais
Doencas . .
cardiovasculares Hipertensio

Figura 5. Desequilibrio entre os radicais livres e os sistemas antioxidantes induz lesdo celular
com consequentes patogéneses. Fonte: Pellegrino et al. (2019).

Vérios métodos de teste in vitro sao realizados para avaliar as atividades antioxidantes
com amostras de interesse. Dessa forma, levando-se em conta os pontos fortes, pontos fracos e
aplicabilidade de cada tipo de ensaio, atualmente preconiza-se a utilizacdo de duas ou mais
técnicas, ja que nenhum ensaio usado isoladamente para determinar a capacidade antioxidante
ird refletir exatamente a “capacidade antioxidante total” de uma amostra. Os métodos que
avaliam a capacidade de remoc¢do de radical organico DPPH (2,2-difenil-1-picrylhydrazil),
ABTS (2,20-azino-bis (acido 3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonico), a capacidade de reducdo de
férrica — FRAP e a quantificagdo de produtos formados durante a peroxidagdo de lipideos — -
caroteno/acido linoleico, sdo os mais utilizados para determinar a capacidade antioxidante in
vitro de compostos naturais (SUCUPIRA et al., 2012).

Desde os tempos antigos, ervas e especiarias sao adicionadas aos alimentos para real¢ar
o sabor e melhorar suas propriedades organolépticas, assim como também tém sido amplamente
utilizadas como conservantes ¢ medicamentos (YASHIN et al., 2017). Os antioxidantes
naturais contidos nas plantas ajudam a reduzir o estresse oxidativo. Suas propriedades
antioxidantes estdo intimamente ligadas as suas estruturas quimicas estaveis, tornando-os
capazes de neutralizar ERO, inibir a peroxidacao lipidica e at¢ mesmo prevenir a producdo de
radicais livres (SOUSA et al., 2007; AL-SNAFI, 2015). O interesse em encontrar antioxidantes
naturais para uso em alimentos, medicamentos ou produtos cosméticos tem aumentado no que
diz respeito a substituicdo de antioxidantes sintéticos devido aos seus possiveis efeitos toxicos
indesejaveis em humanos (NICOLAI et al., 2016).

Como mostrado, a suplementacao de antioxidantes externos ou o aumento das defesas
antioxidantes enddgenas do corpo sdo conhecidos por ser um método promissor para melhorar
a fisiopatologia das doengas ligadas aos radicais livres. Os antioxidantes vegetais, como o acido
ascorbico e os flavonoides, demonstraram ser os melhores antioxidantes exogenos. Na verdade,
esses compostos ndo apenas restringem a producao de ERO eliminando os radicais livres, mas
também ajudam a aumentar as defesas antioxidantes enddgenas do corpo (KASOTE et al.,
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2015). A acdo antioxidante da maioria dessas substiancias naturais se deve a presenga de
hidroxilas fenolicas e as suas propriedades de oxirreducdo, pois eles agem como agentes
redutores, doadores de hidrogénio. Os antioxidantes vegetais sdo de natureza muito variada,
mas os compostos fenolicos t€ém sido apontados como responsaveis por maior capacidade
antioxidante, sendo representados pelos flavonoides e isoflavonoides, taninos, lignanas,
xantonas e outros (VUOLO et al., 2019; COSME et al., 2020). Além desses metabolitos, varios
outros com atividade antioxidante tém sido isolados de diversas espécies de plantas medicinais
e testados por varios métodos (Tabela 1).

Tabela 1. Atividade antioxidante in vitro de metabolitos secundarios de plantas medicinais.

Espécie Metabdlito(s) Método(s) Autor(es)
secundario(s) antioxidante
Aniba rosaeodora linalol ABTS Teles et al., 2021
Amphiblemma dimetil 4,4 ', 5,5 ', 6,6'-hexahidroxibifenil-2,2'- DPPH Nzogong et al.,
monticola dicarboxilato FRAP 2018
Agquilaria crassna [-cariofileno DPPH Dahham et al., 2015
FRAP
Coronopus didymus flavona, DPPH Noreen et al., 2017
acido ascorbico ABTS
FRAP
Croton growioides eugenol, metil eugenol e metil chavicol DPPH Oliveira et al., 2021
FRAP
ABTS
B-caroteno/acido
linoleico
Dodonaea viscosa 3,347, 5,7-pentahidroxiflavano, 4- DPPH Al Habsi e Hossain,
metoxistigmasterol 2018
Glycyrrhiza glabra licoflavanona DPPH Frattaruolo et al.,
ABTS 2019
Ocimum basilicum eugenol DPPH Couto et al., 2019
FRAP
ABTS
B-caroteno/acido
linoleico
Origanum 5,6,3"-Triidroxi-7,8,4'-trimetoxiflavona, DPPH Erenler et al., 2016
majorana hesperetina, hidroquinona, arbutina e 4cido ABTS
rosmarinico
Origanum 4cido 3,4-diidroxibenzoico, eriodictiol, DPPH Elmastas et al.,
minutiflorum luteolina, acido rosmarinico ABTS 2018
Origanum globoidana A, vitexina, acido rosmarinico DPPH Erenler et al., 2017
rotundifolium ABTS
FRAP
Origanum vulgare carvacrol DPPH Gavaric et al., 2015
Pistacia quercetina, pirogalol DPPH Zahoor et al., 2018
integerrima ABTS
Plantago asiatica aesculetina, apigenina DPPH Dong et al., 2020
Psidium guineense espatulenol DPPH Nascimento et al.,
ABTS 2018
Polygonum B-sitosterol DPPH Ayaz et al., 2017
hydropiper ABTS
Rosa damascena quercetina-3-O-glicosideo, kaempferol-3-O- DPPH Yassa et al., 2015
ramnosideo, kaempferol-3-O-arabinosideo
Smilax glabra (-) - epicatequina, astilbina, neoastilbina, DPPH Zhao et al., 2020
isoastilbina, neoisoastilbina ABTS
FRAP
Thymus vulgaris timol DPPH Gavaric et al., 2015

2.5 Atividade antitumoral

O cancer ¢ um conjunto de doencas desencadeadas pela proliferacdo descontrolada de
c¢lulas malignas em tecidos formando um tumor, que pode potencialmente se expandir para um
orgdo inteiro ou para outros tecidos, podendo levar a morte do individuo (VALENT et al.,
2012). A abordagem de tratamento convencional do cancer comumente envolve quimioterapia,
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radioterapia e cirurgia. No entanto, esses tratamentos (quimioterapia, radioterapia) nao
discriminam entre células normais e cancerosas, sua aplicagdo ¢ associada a certos efeitos
colaterais, que vao desde alteragdes gastrointestinais leves e nduseas a disfungdo severa da
mucosa intestinal, toxicidade cardiovascular ou distirbios da imunidade (NURGALI et al.,
2018). Portanto, ¢ necessario desenvolver um método alternativo que inclua drogas
anticancerigenas menos toxicas € mais potentes em comparagao com as drogas disponiveis no
mercado. Varios estudos foram feitos em compostos naturais conhecidos por possuirem efeitos
de citotoxicidade, pois apresentam potencial para destruir células cancerigenas. Devido a essas
vantagens das plantas medicinais, elas estdo em alta demanda e diversas espécies de plantas
medicinais t€ém sido investigadas e selecionadas para a preparacao de medicamentos contra o
cancer (ROY et al., 2017).

O surgimento de importantes agentes anticancerigenos de origem natural requer mais
pesquisas para desenvolver mais drogas para tratar esta doenga. Varios novos metabdlitos
secundarios (Figura 6) sdo isolados a partir de plantas a cada ano e constituem uma fonte de
novas possibilidades para combater doencas cancerigenas. Esses compostos bioativos sdo os
principais responsaveis pela prosperidade antioxidante das plantas medicinais. Nas ultimas
décadas, uma grande variedade de agentes citotoxicos foi descoberta a partir de plantas, mas
muito poucos conseguiram alcancgar o uso clinico apds executar com €xito todo o processo
longo, seletivo, caro e burocratico, desde a identificagdo quimica até a eficcia na terapéutica.
(CHOUDHARI et al., 2020).
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Figura 6. Plantas como fonte de moléculas anticancer.

Pesquisas mostram que as plantas desempenham um papel indispensavel no combate a
diferentes tipos de tumores, como linhas celulares de cancer de mama, estobmago, oral, cdlon,
pulmao, figado, colo do tutero e sangue (KHAN et al., 2020). Recentemente, estudos in vitro
com plantas das Lamiaceae (SITAREK et al., 2020) demonstraram consideravel eficacia na
inibicao do crescimento de células tumorais através de efeitos sinérgicos. Extratos de muitas
espécies demonstram propriedades citotoxicas contra diversas linhagens tumorais e seus
mecanismos de acdo se baseiam principalmente na indugao da apoptose em células tumorais,
como no extrato aquoso das folhas de Rosmarinus officinalis contra a linhagem MCF-7 de
cancer de mama devido a presenga de compostos fendlicos (HOSHYAR et al., 2015).
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Dentre as neoplasias, o cancer de mama ¢ a mais frequente entre as mulheres em todo
mundo, no Brasil, no ano de 2016, foram registrados em torno de 57.000 novos casos, a cada
100.000 mulheres (MELO et al., 2017). Os extratos metandlicos de Cassia occidentalis,
Callistemon viminalis, Cleome viscosa ¢ Mimosa hamata foram avaliados quanto as suas
propriedades citotoxicas contra uma linha de células de cancer de mama humano MCF-7. A
triagem preliminar de extratos vegetais metandlicos revelaram a presenca de diferentes
fitoconstituintes como alcaloides, taninos, terpenoides e saponinas, e efeito citotéxico em todos
os extratos de plantas estudados (KAMBLE ¢ GACCHE, 2019).

O cancer de pulmao ¢ uma das principais causas de mortalidade relacionada ao cancer
em todo o mundo. Embora a quimioterapia seja atualmente considerada uma estratégia de
tratamento valiosa para a terapia do cancer, a eficicia dela em pacientes com cancer de pulmao
avangado ¢ extremamente limitada devido a resisténcia e toxicidade aos medicamentos (RECK
et al., 2013). Liu et al. (2018) investigaram a atividade antitumoral da curcumina, um tipo de
pigmento polifenol lipossoluvel extraido do rizoma da circuma, e seu mecanismo de acdo em
células de carcinoma de pulmao NSCLC A549 sugeriu que a curcumina inibe potentemente o
crescimento celular por meio da indugdo de apoptose.

O melanoma ¢ uma doenga maligna da pele que estd aumentando dramaticamente em
todo o mundo. Embora o melanoma seja menos comum do que outros canceres de pele, ¢
considerado o mais mortal, causando aproximadamente 73% das mortes relacionadas ao cancer
de pele (GERSHENWALD e GUY, 2016). A plumbagina ¢ uma hidroxil-naftoquinona simples
que foi extraida pela primeira vez das raizes do género de plantas Plumbago. Em trabalho de
Oh et al. (2017), baixas concentracdes de plumbagina inibiram efetivamente a sintese de
melanina e a atividade da tirosinase (enzima chave na biossintese de melanina), mas nao
causaram toxicidade em queratindcitos (tipo celular mais comum da pele), células epiteliais do
cristalino e células de melanoma de camundongo B16F 10, sugerindo que a plumbagina ¢ segura
para aplicacdo cutanea.

As plantas fornecem um suprimento infinito de metabdlitos secundarios ou fitoquimicos
que sdo cada vez mais explorados contra varios tipos de cancer. Foram documentados que
varios 6leos essenciais possuem efeitos anticancer por meio de mecanismos como atividade
antimutagénica, aumento da desintoxicagdo, atividade antioxidante e indugdo de apoptose
(BLOWMAN et al., 2018). Pesquisas sobre flavonoides mostraram grandes desenvolvimentos
nas descobertas de drogas anticancer com efeito citotoxico em linhagens tumorais. Os
mecanismos de acdo molecular anticancerigeno dos flavonoides relatados enfocam a alteragao
de EROS, produg¢do de EROS/efeito antioxidante, parada do ciclo celular e efeitos
antiproliferacdo (HUSSAIN et al., 2012; FERNANDO e RUPASINGHE, 2013; PATIL e
MASAND, 2018). Assim, dada a importancia social desta doenca, mas também seu impacto
econdmico no sistema de satde, novas alternativas terapéuticas estdo sendo continuamente
investigadas a partir de plantas medicinais em diversos tipos de cancer.
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4. ARTIGO 1 N
OLEOS ESSENCIAIS DE POPULACOES DE Eplingiella fruticosa: ANALISE
QUIMICA, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E CITOTOXICA

Artigo publicado no periodico Research, Society, and Development (Qualis A3)
RESUMO

Este estudo investiga as variacdes nos perfis quimicos e atividades bioldgicas (antioxidante e
citotoxicidade) de Eplingiella fruticosa do estado de Sergipe, uma espécie endémica da regido
Nordeste do Brasil. Os 6leos essenciais de seis populagdes foram extraidos por hidrodestilacao
e analisados por CG/EM-DIC. Com os dados dos constituintes dos 6leos essenciais foi realizada
uma analise de agrupamento e, posteriormente, foi construida uma matriz de dissimilaridade,
baseada nas distancias euclidiana, ¢ um dendograma, através do método de agrupamento de
Ward. A atividade antioxidante dos 6leos essenciais foi testada por diferentes ensaios (DPPH,
ABTS, B-caroteno e FRAP) e a atividade citotoxica foi feita pelo ensaio SRB. Os compostos
encontrados em maiores quantidades foram: a-pineno, B-pineno, 1,8-cineol, canfora, borneol,
d-elemeno, a-cubebeno, a-ylangeno, (E)-cariofileno, germacreno D, biciclogermacreno, trans-
calameneno, espatulenol, 6xido de cariofileno e viridiflorol. Esses compostos definiram a
formacao de dois grupos. O primeiro grupo foi constituido pelas populacdes de Sao Cristovao,
Itaporanga, Japaratuba e Malhada dos Bois e caracterizou-se pela presenga do monoterpeno
canfora (8,39-11,27%) como composto de maior teor em relacdo aos demais municipios. O
segundo grupo foi constituido pelas populacdes de Moita Bonita e Pirambu e se caracterizou
pela presenga majoritaria do sesquiterpeno biciclogermacreno (7,45% e 10,98%). As plantas
apresentaram efeitos fracos em termos de atividade antioxidante, porém o Oleo essencial
mostrou toxicidade significativa para as linhagens A549 (51,00% da viabilidade celular) na
populacao de Japaratuba e B16F10 (64,94,6% da viabilidade celular) em Malhada dos Bois. As
observagoes deste estudo podem abrir caminho para otimizar o uso das populagdes de E.
fruticosa em relagdo as suas propriedades citotoxicas.

Palavras-chave: composi¢do quimica, alecrim-de-vaqueiro, atividades bioldgicas.
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ESSENTIAL OILS OF Eplingiella fruticosa POPULATIONS: CHEMICAL ANALYSIS
AND ANTIOXIDANT AND CYTOTOXIC ACTIVITIES.

ABSTRACT

This study investigates the variations in chemical profiles and biological activities (antioxidant
and cytotoxicity) of Eplingiella fruticosa from Sergipe state, an endemic species from
northeastern Brazil. Essential oils from six populations were extracted by hydrodistillation and
analyzed by GC/EM-DIC. With the data of the constituents of essential oils, a cluster analysis
was performed, and later, a dissimilarity matrix was built, based on Euclidean distances, and a
dendrogram, using the Ward cluster method. The antioxidant activity of essential oils was tested
by different assays (DPPH, ABTS, B-carotene and FRAP) and the cytotoxic activity was
performed by the SRB assay. The compounds found in larger quantities were: a-pinene, -
pinene, 1,8-cineole, camphor, borneol, 6-elemene, a-cubeben, a-ylangen, (E)-caryophyllene,
germacrene D, bicyclogermacrene, trans -calamenene, spathulenol, caryophyllene oxide and
viridiflorol. These compounds defined the formation of two groups. The first group was
constituted by the populations of Sao Cristdévao, Itaporanga, Japaratuba and Malhada dos Bois
and was characterized by the presence of the monoterpene camphor (8.39-11.27%) as a
compound with higher content in relation to the other municipalities. The second group
consisted of the populations of Moita Bonita and Pirambu and was characterized by the majority
presence of bicyclogermacrene sesquiterpene (7.45% and 10.98%). The plants showed weak
effects in terms of antioxidant activity, but the essential oil showed significant toxicity to the
lines A549 (51.00% cell viability) in the population of Japaratuba and B16F10 (64.94.6% cell
viability) in Malhada of the Oxen. The observations of this study may open the way to optimize
the use of E. fruticosa populations in relation to their cytotoxic properties.

Keywords: chemical composition, “alecrim-de-vaqueiro”, biological activities.

4.1. Introducao

Ha milhares de anos as plantas s3o uma importante fonte no tratamento de enfermidades.
De acordo com a Organiza¢dao Mundial da Satde (OMS), 80% da populagdo mundial depende
da medicina popular para suas necessidades basicas de satde. A consciéncia dos conhecimentos
tradicionais e das plantas medicinais pode desempenhar um papel fundamental na exploracao e
descoberta dos recursos naturais das plantas. Esse conhecimento empirico ajuda a inddstria
farmacéutica a desenvolver novos farmacos que serdao usados no tratamento de varias doengas
(Sivakumar e Balasubramanian, 2020; Jamshidi-Kia et al., 2018).

A Lamiaceae, com cerca de 250 géneros e mais de 7.000 espécies distribuidas em todo
o mundo, estd entre as maiores familias de plantas. A familia ¢ considerada uma fonte
importante de Oleos essenciais com propriedades analgésicas, antioxidantes e anticancer
(Mesquita et al., 2019; Uritu et al., 2018; Nieto, 2017). O género Hyptis, representante com o
maior niumero de espécies ocorrentes no Brasil, teve modificagdes taxondmicas apds revisao
recente da subtribo Hyptidinae, quando boa parte de suas espécies foram redistribuidas em onze
géneros, entre eles o género Eplingiella (Harley e Pastore, 2012).

Eplingiella fruticosa, conhecida vulgarmente como ‘“alecrim-de-vaqueiro”, ¢ uma
planta medicinal e aromatica que se encontra distribuida ao longo da costa nordeste do Brasil.
A espécie ¢ utilizada na medicina popular no tratamento de dores, a partir da infusdo de suas
folhas. Alguns estudos demonstraram que seu Oleo essencial apresenta efeitos anti-
hiperalgésico e contra doencas neurodegenerativas (Oliveira Melo et al., 2020; Beserra-Filho
etal., 2019).
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Os 0leos essenciais sdo misturas de compostos volateis obtidos de plantas medicinais e
aromaticas, os quais exibem diversas atividades, a exemplo da antioxidante, realizada por
constituintes quimicos que evitam danos oxidativos e podem ser responsaveis por efeitos
preventivos em varias doengas degenerativas, incluindo o cancer (Jemli et al., 2016; Sousa et
al., 2013). O cancer ¢ um importante problema de satide e uma das principais causas de morte
em todo o mundo. Apesar dos avangos, nao ha drogas eficazes para curar a maioria dos E.
fruticosa canceres. Isso exige o desenvolvimento de novas drogas com alta eficiéncia, baixa
toxicidade, sem grande impacto ambiental ¢ de baixo custo. H4 um interesse em identificar
metabolitos de plantas medicinais com o objetivo de desenvolver fitoterapicos anticancer ou
adjuvantes para terapias convencionais (Tariq et al., 2017; Bray et al., 2013). Diante disso, o
objetivo desse trabalho foi caracterizar o 6leo essencial de populacdes nativas de E. fruticosa
encontradas no estado de Sergipe, e investigar seu efeito antioxidante e citotoxico.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. Coleta vegetal

Foram coletadas plantas de seis populacdes nos seguintes municipios do estado de
Sergipe: Japaratuba (10°30'49.2"S; 36°56'49.5"W), Malhada dos Bois (10°21'36.5"S;
36°54'27.7"W), Pirambu (10°36'56.3"S; 36°51'35.4"W), Itaporanga d’Ajuda (10°59'15.9"S
37°22'19.2"W), Moita Bonita (10°33'50.0"S 37°2225.7"W) e Sao Cristévao (10°57'43.9"S
37°09'49.8"W). Essas coletas foram realizadas de acordo com os resultados encontrados por
Silva et al. (2017; 2018).

4.2.2. Extracio e identificacdo da composicdo quimica dos 6leos essenciais

As folhas coletadas foram conduzidas ao Departamento de Engenharia Agrondmica da
Universidade Federal de Sergipe (UFS), onde o material foi seco em estufa com circulagao
forcada de ar, a 40°C por cinco dias. O dleo essencial foi extraido por hidrodestilacdo em
aparelho Clevenger modificado (Guenther, 1972). Amostras de 70 g de folhas secas foram
destiladas por 140 minutos (Ehlert et al., 2006). Os 6leos essenciais foram coletados e estocados
em frascos ambar a -20°C até analise da composi¢ao quimica.

As analises dos componentes dos oOleos essenciais foram realizadas utilizando CG-
EM/CG-DIC (GC-2010 Plus; GCMS-QP2010 Ultra, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao)
equipado com um amostrador automatico AOC-20i (Shimadzu). As separagdes foram
realizadas usando uma coluna capilar de silica fundida Rtx®-5MS Restek (polissiloxano 5%-
difenil-95%-dimetil) de 30 m x 0,25 mm de didmetro interno (d.i.), 0,25-pm de espessura de
filme, em um fluxo constante de hélio (99,999%) com taxa de 1,2 mL/min. Foi utilizado um
volume de inje¢do de 0,5 pL (5 mg/mL), com uma razdo de split de 1:10. A programacao de
temperatura do forno foi a partir de 50°C (isoterma durante 1,5 min), com um aumento de
4°C/min, a 200°C, em seguida, a 10°C/min até 250°C, terminando com uma isoterma de 5 min
a250°C.

Os dados de CG-EM e CG-DIC foram simultaneamente adquiridos empregando um
sistema de separagdo de detector; a razao de separacao de escoamento foi de 4:1 (EM: DIC).
Um tubo restritor de 0,62 m x 0,15 milimetros d.i. (coluna capilar) foi utilizado para ligar o
divisor para o detector do EM; um tubo restritor de 0,74 m x 0,22 mm d.i. foi usado para ligar
o divisor para o detector do DIC. A temperatura do injetor foi de 250°C e a temperatura da fonte
de ions de 200°C. Os ions foram gerados a 70 eV, a uma velocidade de varredura de 0,3
fragmentos (scans) s-1 detectados no intervalo de 40-350 Da. A temperatura do DIC foi ajustada
para 250°C, e os suprimentos de gas para o DIC foram ar sintético, hidrogénio, hélio em taxas
de fluxo de 30, 300 e 30 mL/min, respectivamente.

A 1identificagdo dos constituintes dos oleos essenciais foi realizada com base na
comparac¢do dos indices de retencdo da literatura (Adams, 2017). Para o indice de retengdo foi
utilizada a equagao de Van Den Dool e Kratz (1963) em relagcdo a uma série homologa de n-
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alcanos (nC9 - nC18). Também foram utilizadas trés bibliotecas do equipamento WILEYS,
NIST107 e NIST21 que permite a comparagao dos dados dos espectros com aqueles constantes
das bibliotecas utilizando um indice de similaridade de 80%.

4.2.3. Atividade antioxidante

Para avaliacdo da capacidade antioxidante de E. fruticosa, foram preparadas solucdes
estoque de 1 pL/mL de 6leo essencial, diluidas em etanol e testadas por diferentes ensaios. Os
ensaios foram conduzidos no Laboratério de Bromatologia da UFS.

4.2.3.1. DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila)

Os 6leos essenciais de E. fruticosa foram avaliados pelo ensaio de varredura do radical
DPPH adaptado de Brand-Willians et al. (1995). Uma concentragao de 50 uLL de amostra foi
adicionada a 150 pL de solucdo etandlica de DPPH a 6x10-5 mol/L onde foram dispostas em
microplacas. Os testes foram acompanhados por um controle (meio reacional sem o 6leo). Apos
30 minutos de repouso em ambiente escuro, a reducdo do radical DPPH foi medida em
comprimento de onda de 515 nm em um leitor de placas (Sinergy Mx, marca Biotek). A reducao
nos valores de absorbancia das amostras foi correlacionada com a do controle e foi estabelecido
o percentual de varredura do radical DPPH expresso pela equacgdo: % de varredura =
[(Abscontrole — Absamostra) / Abscontrole] x 100). Os resultados de inibi¢ao do radical DPPH
foram expressos em percentual de varredura do radical DPPH.

4.2.3.2. ABTS [2,2-azinobis-(3-etilbenzoatiazolina-6-acido-sulfonico)]

Para o ensaio antioxidante contra o radical ABTS foi utilizada a metodologia descrita
por Re et al. (1999) com adaptagdes. O cation radical ABTS foi preparado a partir da reagao de
5 mL de uma solu¢do de ABTS 7 mM em 88 puL de uma solugdo 140 mM de persulfato de
potassio (K2S208), encubada na auséncia de luz durante 16 horas. Apos este tempo, a solugao
de ABTS foi diluida em etanol até alcangar uma solu¢ao com absorbancia de 0,70 nm + 0,05
nm a 734 nm. Em microplaca, 30 pLL da amostra foram adicionadas a 300 pL da solugdo do
radical ABTS. As determinagdes foram acompanhadas de um controle (meio reacional sem
0leo). A reducao nos valores de absorbancia das amostras foi correlacionada com a do controle
e foi estabelecido o percentual de varredura do radical ABTS expresso pela equagdo: % de
varredura = [(Abscontrole — Absamostra) / Abscontrole] x 100). Os resultados de inibi¢ao do
radical ABTS foram expressos em percentual de varredura do radical ABTS.

4.2.3.3. B-caroteno/acido linoleico

O método de cooxidagao do B-caroteno/acido linoleico foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Miller (1971) com algumas modificac¢des. Para o preparo da emulsao,
10 pL de acido linoleico, 200 pL solucao de B-caroteno (2 mg/mL) e 50 uL. de Tween 20 foram
dissolvidos em 500 pL de cloroférmio. A solugdo foi colocada na capela de exaustdo de gases
até a completa evaporagao do cloroféormio, e em seguida foram adicionados 25 mL de agua
destilada, previamente saturada com oxigénio por 30 min. Foram pipetados na placa 35 pL da
amostra e 250 pL da solucao emulsificante. O mesmo procedimento experimental foi realizado
com 4dlcool etilico como controle. A leitura na absorbancia foi realizada a 470 nm em
espectrofotometro no tempo Oh, em seguida a placa foi encubada no escuro a 50°C por 2 horas,
apos esse procedimento foi realizada uma nova leitura no mesmo comprimento de onda. O
decaimento da densidade 6tica do controle (Absinicial — Absfinal) foi considerado como 100%
de oxidacdo. A partir desta relagdo, o decréscimo na leitura da absorbancia das amostras foi
correlacionado com o controle, estabelecendo desta forma, o percentual de protecao da
oxidacdo das amostras pela equacdo: % de protecdo da oxidagdao = 100 — [(Abs amostra x 100)
/ Abs controle].

4.2.3.4. FRAP



28

Para a determinag¢do da capacidade de redugdo férrica dos Oleos essenciais de E.
fruticosa foi utilizada a metodologia descrita por Singhal et al. (2014). Uma aliquota de 9 pL
da amostra foi pipetada em microplaca, em seguida adicionou-se 27 pL de dgua destilada e 270
uL do reagente FRAP. O reagente FRAP ¢ preparado na hora pouco antes do teste, misturando
10 mL de tampao acetato 0,3 M, 10% (1mL) de uma solu¢do de TPTZ (Tripiridiltriazina) 10
mM e 1 mL (10%) de uma solucdo aquosa de cloreto férrico 20 mM. A placa foi encubada a
37°C durante 30 minutos e a leitura realizada a 595 nm. O mesmo procedimento experimental
foi realizado com 4alcool etilico como controle. Foi preparada uma curva de sulfato ferroso
(FeSO4) em concentragdes de 125-1500 uM, exposta as mesmas condi¢des da amostra. Os
resultados foram expressos em uM de equivalentes de sulfato ferroso/mL.

4.2 4. Citotoxicidade

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Biologia e Imunologia do Céncer e
Leishmania da UFS. As linhagens de carcinoma de pulmao (A549), melanoma (B16F10) e
glioma (C6) foram adquiridas na Universidade Federal do Rio de Janeiro. As células foram
cultivadas em uma incubadora umidificada a 37°C em 5% de CO em meio de Eagle modificado
por Dulbeccos (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de antibiotico
(10.000 U/mL de penicilina; 10.000 mg/mL estreptomicina).

A atividade citotoéxica dos Oleos essenciais de E. fruticosa foi feita pelo ensaio
Sulforhodamina B (SRB), seguindo um protocolo adaptado de Kasinski et al. (2015) e Orellana
& Kasinski (2016). As linhagens A549, BI6F10 e C6 foram semeadas em 200 pL de meio (10*
células/ml) em placas de cultura de 96 pocos. Apods 24 h, as células foram tratadas com os 6leos
a uma concentracdo de 50 uM por 72 h. Dimetilsulféoxido (DMSO, 0,05%) foi usado como
controle de veiculo e Cloridrato de Doxorrubicina 10 pM foi usado como controle positivo.

Ap6s o tratamento, o sobrenadante foi descartado e as células foram fixadas com 100
pL de écido tricloroacético 30% por 1 h a 4°C e coradas com 100 pL de SRB (0,057% p / v)
por 30 min. A placa foi lavada com éacido acético a 1% por trés vezes para retirar o excesso de
corante, ¢ o corante intracelular foi dissolvido em 200 puL de TRIS (10 mM; pH 10,5) por 30
min. A absorbancia foi lida em leitor de microplacas a 510 nm. A absorbancia foi convertida
em inibi¢ao de crescimento pela seguinte equagao:

Abs (células tratadas) — Abs (controle negativo)

% Inibicio d imento =
% Inibigdo de crescimento Abs (controle positivo) — Abs (controle negativo)

4.2.5. Analise estatistica
Os dados da caracterizagdo quimica foram submetidos a analise de variancia (ANAVA

versdo 5.6) e as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05) (Ferreira, 2011).
A partir dos dados dos constituintes dos 6leos essenciais foram realizadas duas analises
multivariadas, analise do componente principal e de agrupamento, usando software Statistica®.
Graficos com as médias dos teores dos constituintes quimicos e desvios padrdo para cada grupo
quimico foram obtidos com o software Graph Pad Prism®.

Os dados das andlises atividade antioxidante e citotoxicidade foram submetidos a
ANAVA (Ferreira, 2011). Os dados foram expressos em média + SE (erro padrao) e o teste de
Tukey (p<0,05). Todos os testes foram realizados em triplicata.

4.3. Resultados

4.3.1. Analise quimica dos 6leos essenciais

Os teores dos principais compostos do 6leo essencial variaram significativamente entre
as populacdes de E. fruticosa (Tabela 1). Entre as populacdes foram encontrados 51 compostos:
a-pineno, B-pineno, 1,8-cineol, canfora, borneol, d-elemeno, a-cubebeno, a-ylangeno, (E)-
cariofileno, germacreno D, biciclogermacreno, trans-calameneno, espatulenol, oxido de
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cariofileno e viridiflorol foram detectados em maiores quantidades. Esses compostos definiram
a formagao de dois grupos (Figura 1). O primeiro grupo foi formado pelas populagdes de Sao
Cristovao, Itaporanga d’Ajuda, Japaratuba e Malhada dos Bois e caracterizou-se pela presenca
do monoterpeno canfora (8,39-11,27%) como composto de maior teor em relacdo aos demais
municipios (Figura 2). O segundo grupo foi constituido pelas populagcdes de Moita Bonita e
Pirambu e se caracterizou pela presenga majoritdria do sesquiterpeno biciclogermacreno
(7,45% e 10,98%) (Figura 2).

De acordo com a andlise de componente principal (Figura 3), o componente principal
primario representou 60,95% da variagdo total e foi relacionado positivamente com os
compostos o-pineno, PB-pineno, 1,8-cineol, trans-calameneno e Oxido de cariofileno e
negativamente com 9J-elemeno, (E)-cariofileno, germacreno D e biciclogermacreno. O
componente principal secundario representou 17,22% da variacdo total e foi relacionado
positivamente com os compostos a-cubebeno e viridiflorol e negativamente com os compostos
canfora e borneol.

Tabela 1. Teores (%) dos principais compostos quimicos encontrados no 6leo essencial de
populagdes de E. fruticosa.

Compostos Populagdes/Municipios
Sao . Moita Malhada dos Itaporanga

[RRo  IRRI Cristovdo Pirambu Bonita Bois Japaratuba d&judag
a-Pineno 934 932 3,40c¢ 1,69 £ 1,78 ¢ 5,28 a 4,32b 2,85d
B-Pineno 977 974 2,34 ¢ 1,63 £ 2,63 ¢ 4,80 a 4,36 b 2,49d
1,8-Cineol 1033 1026 17,78 a 9,72 d 15,09b 13,57 ¢ 17,70 a 15,13 b
Canfora 1146 1141 1127 a 3,34d 2,82 ¢ 9,35b 8,39 ¢ 9,58 b
Borneol 1167 1165 3,13¢ 0,88 ¢ 1,24d 3,60 a 336b 3,65a
§-Elemeno 1340 1335 1,72d 481a 2,63b 1,30 e 0,85 f 2,04 ¢
a-Cubebeno 1352 1348 1,70d 22l a 1,93 b 1,54 ¢ 1,85¢ 1,25 f
a-Ylangeno 1380 1373 4,06 a 348 ¢ 324d 3,00 ¢ 3,61b 251 f
(E)-cariofileno 1427 1417 5,76 ¢ 13,28 a 8,79b 7,24d 543 f 7,57 ¢
Germacreno D 1487 1480 1,38 d 393 a 2,30b 0,87 ¢ 0,53 f 1,57 ¢
Biciclogermacreno 1504 1500 4,96 ¢ 10,98 a 745b 3,55d 2,46 ¢ 5,05¢
trans-Calameneno 1529 1521 4,78 d 433 ¢ 5,44 ¢ 5,60 b 5,93 a 423 ¢
Espatulenol 1587 1577 14,61 b 10,00 d 18,89 a 12,61 ¢ 15,61b 1493 b
Oxido de cariofileno 1597 1582 4,77 ¢ 3,90d 545b 6,68 a 591b 5,76 b
Viridiflorol 1601 1592 1,62 d 228b 350 a 125 f 191 ¢ 1,48 ¢

Médias seguidas das mesmas letras mintisculas na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). IRRo: Relative Retention
Index - observed; IRRI: Relative Retention Index- literature (Adams, 2017).
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Figura 1. Dendrograma bidimensional que representa a similaridade de populac¢des de E.
fruticosa com a composi¢ao quimica dos 6leos essenciais.
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Figura 2. Distribuicao dos constituintes quimicos do 6leo essencial de plantas de E. fruticosa
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Figura 3. Médias dos principais constituintes quimicos dos 6leos essenciais das plantas de E.
fruticosa, grupos 1 e 2.
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4.3.2. Capacidade antioxidante dos oleos essenciais de E. fruticosa

Os resultados da atividade antioxidante (DPPH, ABTS, B-caroteno ¢ FRAP) foram
relatados na Tabela 2. A amostra de Itaporanga d’Ajuda exibiu a maior atividade sequestrante
de radicais (6,96%) no teste DPPH. Por outro lado, para o teste do cation radical ABTS+, as
populacdes de Moita Bonita (3,84%), Japaratuba (3,40%) e Pirambu (3,29%) apresentaram
atividade superior das demais.

No teste de protecdo da oxidacdo com o B-caroteno, as populagdes de Pirambu, Sao
Cristovao e Malhada dos Bois demonstraram as maiores capacidades de inibir a peroxidagao
lipidica com 10,16%, 9,50% e 9,27%, respectivamente. A capacidade de induzir a reducao do
ion ferro, medida com o teste FRAP, foi maior para a amostra de Malhada dos Bois com valor
de 206,00 uM/mL (Tabela 2).

Tabela 2. Atividade antioxidante dos oleos essenciais de E. fruticosa segundo os métodos de
Captura dos Radicais (DPPH e ABTS); -caroteno/4cido linoleico e redugdo do ferro.

Populagdes DPPH ABTS B-caroteno FRAP
(% inibigao) (% inibic¢ao) (% inibic¢ao) (UM/mL)

Sao Cristovao 4,16 £ 0,48° 1,57 £ 0,28° 9,50 £ 0,08* 195,86 + 0,14°
Pirambu 6,20 = 0,31% 3,29 +0,37* 10,16 £ 0,03? 110,44 + 1,11¢
Moita Bonita 3,29 £ 0,26° 3,84+ 0,17% 8,10+0,11° 203,36 + 0,69°
Malhada dos Bois 6,09 +£0,25%  2.40+0,14° 9,27 +0,89* 206,00 + 0,83
Japaratuba 5,55+0,19° 3,40 £ 0,35% 5,38 £ 0,09° 108,78 + 1,114
Itaporanga d’Ajuda 6,95 £ 0,29% 1,57 £0,10° 7,49 +0,25° 201,42 +0,42°
CV (%) 5,99 8,88 4,69 0,50

Valores médios + desvio padrio de pelo menos trés experimentos independentes apds tratamentos com o 6leo
essencial de E. fruticosa. Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p=<0,05).

4.3.3. Efeito da citotoxicidade dos oleos essenciais de E. fruticosa

Os dleos essenciais de E. fruticosa (Figura 4) foram avaliados quanto ao seu efeito na
redu¢do do crescimento celular de trés linhagens tumorais, A549, B16F10 e C6. A
doxorrubicina (controle positivo) mostrou uma alta inibi¢do do crescimento nas trés linhagens
de tumorais avaliadas (87,14-94,63%). Entre os 6leos essenciais, para a linhagem A549 a
populacao de Japaratuba apresentou maior citotoxicidade em relacdo as demais populagdes,
com inibicdo celular de 51,00%. Na linhagem B16F10, o maior grau de inibi¢do (64,94%) foi
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observado para o 6leo essencial da populagcdo de Malhada dos Bois. Nao houve diferenca entre
as populagdes em C6 e o grau de inibi¢do variou de 30,62% (Malhada dos Bois) a 49,40%
(Japaratuba) (Figura 4).

Figura 4. Grau de inibicao do crescimento em A549, BI6F10 e C6 ap6s o tratamento com o
Oleo essencial de E. fruticosa. Valores médios + desvio padrao de pelo menos trés experimentos
independentes. Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (p<0,05). A doxorrubicina 10 uM foi usada como controle positivo.
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4.4. Discussao

Os oleos essenciais de E. fruticosa sao caracterizados por apresentarem variabilidade
em seus componentes (Silva et al., 2018). Este polimorfismo quimico resulta de diversos
fatores, incluindo efeitos genéticos e ambientais que influenciam, em combinacdo ou
independentemente, a sua composicdo e propriedades quantitativas e qualitativas. As
localidades onde foram coletadas as populagcdes de alecrim-de-vaqueiro apresentam
caracteristicas semelhantes de relevo, solo e temperatura média anual (Silva et al., 2018).
Recentemente, um estudo ecogeografico de E. fruticosa descreveu um ambiente comum de
crescimento da espécie, com solos arenosos, de baixa fertilidade e elevada concentracdo e teor
de aluminio (A1*®) (Oliveira et al., 2021). A pouca variagio observada na composi¢io dos dleos
essenciais, entre as populacdes de E. fruticosa, pode ser parcialmente atribuida a baixa
plasticidade fenotipica das plantas para se adaptar as diferentes condi¢cdes ambientais. A baixa
distribui¢do geografica desta erva medicinal pode ser um motivo significativo de estabilidade
quimica (Silva et al., 2018). Assim, ela produz o que ¢ necessario para a adaptagao no ambiente
que ela ocorre. Se o ambiente ndo varia, em resposta ao ambiente ela ndo sofre “pressdo” para
produzir outros compostos.

No presente estudo, os terpenoides canfora e biciclogermacreno foram os compostos
mais representativos entre os grupos formados com as populacdes. Oliveira Melo et al. (2020)
identificou 26 compostos no o6leo essencial de E. fruticosa, entre sesquiterpenos (65,7%) e
monoterpenos (33,23%), e os principais compostos encontrados foram: (E)-cariofileno
(14,16%), biciclogermacreno (12,68%), 1,8-cineol (11,03%), a-pineno (6,79%) e B-pineno
(5,10%). Os compostos 1,8-cineol, espatulenol, a-pineno, B-pineno foram os constituintes
principais encontrados em outro estudo analisando a composi¢do e variabilidade do 6leo
essencial de E. fruticosa (Franco et al., 2011). Os monoterpenoides (C10) e os
sesquiterpenoides (C15) estdo amplamente distribuidos nas plantas e sdo os constituintes mais
comuns de compostos volateis em flores, frutas, caules e folhas. Além de desempenharem
papéis importantes nas interagcdes planta-ambiente, muitos deles também possuem grande valor
comercial por apresentarem diversas atividades biologicas (Anulika et al., 2016).
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Todas as populagdes em estudo exibiram baixas habilidades antioxidantes nos diferentes
testes. A atividade antioxidante de um o6leo essencial depende de sua composicao quimica. Um
bom comportamento antioxidante pode ser esperado de Oleos essenciais com um grande
conteudo em fendlicos € um contetido modesto em terpenos insaturados (Amorati et al., 2013;
Miguel, 2010). Os compostos fenolicos possuem propriedades redox e, portanto, desempenham
um papel importante na neutraliza¢do dos radicais livres (Dhifi et al., 2016). Portanto, a fraca
atividade antioxidante dos oleos de E. fruticosa pode ser atribuida por ndo apresentarem
componentes fenolicos na sua composicdo. Em estudo com 6leos essenciais de populagdes de
Ocimum kilimandscharicum foi identificada uma maior atividade antioxidante nas plantas com
a presenca de fenilpropanoides (eugenol, metil chavicol) quando comparado com populacdes
predominadas com terpenos, como a canfora (Chaturvedi et al., 2018). A mesma caracteristica
foi observada em Ocimum basilicum onde as cultivares com melhor desempenho antioxidante
foi caracterizado com o6leos essenciais ricos em eugenol (Couto et al., 2019).

Esse ¢ o primeiro estudo sobre as atividades antioxidante e citotoxicidade do oleo
essencial de E. fruticosa. As populagdes de Japaratuba e Malhada dos Bois se destacaram com
os maiores graus de inibigdo em A549 e B16F10, respectivamente. Seus 6leos se encontram no
grupo 1, no qual a canfora se destacou como composto de maior teor em relagdo as populagdes
do grupo 2. Atualmente a atividade anticancer de varios compostos naturais derivados de
plantas, como os 6leos essenciais, tem sido testada (Kaushik; DeBerardinis, 2018). Oleos
essenciais de Chiliadenus antiatlanticus, que apresentam a canfora como componente
majoritario em sua constituicdo, mostraram toxicidade significativa para linhas de células
tumorais de figado HepG2 (55,80% de inibi¢cdo celular) e melanoma B164A5 (41,60% de
inibicao celular) a 100 pg/mL (El Yaagoubi et al., 2021). Coté et al. (2017), avaliando a
atividade citotoxica do oleo essencial de Tanacetum vulgare e seus principais compostos,
identificaram o efeito citotoxico contra carcinoma de pulmdo A549 com concentragdes
superiores a 200 pg/mL do 6leo essencial, enquanto os principais constituintes da canfora,
borneol e 1,8-cineol foram todos inativos em concentragdes superiores a 200 pug/mL.

Os mecanismos envolvidos na atividade antiproliferativa mediada por 6leos essenciais
incluem parada do ciclo celular, apoptose e mecanismos de reparo do DNA. Os 6leos essenciais
também atuam na redug¢do de tumores, inibindo metastases ¢ como moléculas
antimultirresisténcia a medicamentos (Mesquita et al., 2019). No entanto, a grande variacdo no
perfil quimico dos 6leos essenciais significa uma grande diversidade nos mecanismos de acao
e alvos moleculares. Além disso, como esses 6leos consistem em uma ampla variedade de
compostos, cada um deles pode modular ou alterar os efeitos dos outros.

4.5. Conclusao

Como resultado neste estudo, foi observada pouca variagdo na composi¢do dos dleos
essenciais, entre as populagdes de E. fruticosa. Cinquenta e um compostos foram encontrados,
entre os quais o-pineno, B-pineno, 1,8-cineol, canfora, borneol, d-elemeno, a-cubebeno, o-
ylangeno, (E)-cariofileno, germacreno D, biciclogermacreno, trans-calameneno, espatulenol,
oxido de cariofileno e viridiflorol, foram os metabolitos principais. As plantas apresentaram
efeitos fracos em termos de atividade antioxidante, porém as populagdes de Japaratuba e
Malhada dos Bois apresentaram citotoxicidade moderada para linhas celulares de A549 e
B16F10, o que pode estar relacionado com a presenga do monoterpeno canfora.
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5. ARTIGO 2
PERFIL QUIMICO DE EXTRATOS AQUOSOS E ETANOLICOS DE Eplingiella
fruticosa, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E CITOTOXICIDADE EM LINHAGENS
TUMORAIS

RESUMO

Eplingiella fruticosa, comumente conhecida por alecrim-de-vaqueiro, ¢ uma planta aromatica
que possui potencial farmacologico devido as propriedades medicinais associadas aos seus
metabolitos secundarios. Esse estudo analisa o perfil quimico, a atividade antioxidante e
citotoxicidade de extratos aquosos e etandlicos de seis populagdes de E. fruticosa. Os extratos
foram analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. A atividade antioxidante foi
testada por diferentes métodos (DPPH, ABTS, B-caroteno e FRAP) e a atividade citotoxica foi
feita pelo ensaio Sulforodamina B. O flavonoide quercitrina foi identificado no extrato
etandlico. Os extratos aquosos apresentaram maior atividade antioxidante em relagdo aos
demais extratos. Os radicais DPPH ¢ ABTS" variaram de 84,89-75,62% e 85,21-64,04%,
respectivamente, nos extratos aquosos. Os extratos etanolicos das populagdes de Japaratuba,
Sao Cristovao e Itaporanga d’Ajuda apresentaram as maiores atividades inibitorias com
90,63%, 90,53% e 88,47% para a linhagem C6 e o extrato etanélico hidrodestilado da populacao
de Japaratuba apresentou alta inibicao de crescimento em A549 (87,17% da viabilidade celular)
e C6 (72,83% da viabilidade celular). Os resultados indicam que a espécie possui bom potencial
de uso na éarea farmacologica.

Palavras-chave: Lamiaceae, flavonoide, atividade de eliminacao radical, cancer.
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CHEMICAL PROFILE OF AQUEOUS AND ETHANOL EXTRACTS OF Eplingiella
Sfruticosa, ANTIOXIDANT ACTIVITY AND CYTOTOXICITY IN TUMOR LINES

ABSTRACT

Eplingiella fruticosa, commonly known as cowboy rosemary, is an aromatic plant that has
pharmacological potential, due to the medicinal properties associated with its secondary
metabolites. This study analyzes the chemical profile, antioxidant activity and cytotoxicity of
aqueous and ethanol extracts from six populations of E. fruticosa. The extracts were analyzed
by High Performance Liquid Chromatography. The antioxidant activity was tested by different
methods (DPPH, ABTS, B-carotene and FRAP) and the cytotoxic activity was performed by
the Sulforodamine B assay. The flavonoid quercitrin was identified in the ethanol extract. The
aqueous extracts showed greater antioxidant activity compared to the other extracts. DPPH and
ABTS+ radicals range from 84.89-75.62% and 85.21-64.04%, respectively, in aqueous extracts.
The ethanol extracts from the populations of Japaratuba, Sdo Cristovao and Itaporanga d'Ajuda
showed the highest inhibitory activities with 90.63%, 90.53% and 88.47% for the C6 lineage
and the hydrodistilled ethanol extract from the population of Japaratuba showed high growth
inhibition in A549 (87.17% cell viability) and C6 (72.83% cell viability). The results indicate
that the species has good potential for use in the pharmacological area.

Keywords: Lamiaceae, flavonoid, radical scavenging activity, cancer.
5.1. Introducao

Na tentativa de aliviar a dor e curar inimeras enfermidades, o homem sempre recorreu
instintivamente a produtos naturais, especialmente espécies vegetais. Com o grande avango
cientifico e tecnologico ao longo dos séculos, as razdes para o uso empirico de certas plantas
passaram a ser explicadas cientificamente. Assim, tem-se observado nos ultimos anos um
relevante avanco na quantidade de pesquisas cientificas que utilizam espécies de plantas
medicinais como objeto de estudo, esclarecendo seu uso (Chanda, 2014; Kabera et al., 2014;
Baharvand-Ahmadi et al., 2016).

A Lamiaceae ¢ uma das familias de plantas mais diversas e conhecida por sua riqueza
de espécies com propriedades medicinais e aromaticas associadas. Foi demonstrado que os
compostos presentes nesta familia possuem efeitos antibacterianos, antioxidantes, antifingicos
e antitumorais, o que sugere que eles podem ser alternativas viaveis aos produtos sintéticos no
tratamento de varias doencas (Hajimehdipoor et al., 2014; Cocan et al., 2018; Sytar et al., 2018).

O género Eplingiella (Lamiaceae) ¢ formado por trés espécies: E. fruticosa (Salzm. ex
Benth) Harley & J.F.B. Pastore, E. cuniloides (Epling) Harley & J.F.B. Pastore e E. brightoniae
Harley. Esse género foi originado a partir de uma modificacdo do género Hyptis, baseada em
marcadores moleculares (Harley e Pastore, 2012; Harley, 2014). A espécie E. fruticosa ¢
conhecida no nordeste brasileiro como "alecrim-de-vaqueiro”, pode ser encontrada nos
tabuleiros costeiros e baixadas do Nordeste do Brasil, onde o cha das suas folhas ¢ utilizado
pela populagdo local para tratamento analgésico (Silva et al., 2018; de Oliveira Melo et al.,
2020).

As plantas produzem uma ampla gama de compostos quimicos via metabolismo
secundario. Um composto que tem efeitos farmacoldgicos ou toxicologicos sobre um
organismo vivo, tecido ou célula é geralmente conhecido como um composto bioativo. A
propriedade medicinal de uma planta pode ser determinada pela presenca de diferentes
compostos naturais e a propor¢do desses componentes pode atribuir-lhes caracteristicas
curativas ou terap€uticas (Alamgir, 2017). Os compostos fenolicos, assim como os flavonoides,
sdo bem conhecidos como importantes agentes bioativos por seus beneficios para a satde
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humana, curando e prevenindo muitas doengas (Tungmunnithum et al., 2018; Benabderrahim
etal., 2019).

O uso de antioxidantes naturais ¢ um campo de interesse crescente, principalmente na
ciéncia de alimentos e medicamentos, pois alguns antioxidantes sintéticos sao prejudiciais a
satide humana. Os antioxidantes sdo substancias que protegem as células dos danos causados
por espécies instaveis conhecidas como radicais livres, espécies reativas do oxigénio (ERO’s),
que ocorrem no metabolismo normal de todos os organismos. A producdo excessiva de ERO’s
pode levar a uma condic¢do de estresse oxidativo, e a progressao desse estresse, por sua vez,
pode causar desenvolvimento de cancer, diabetes, envelhecimento, inflamacdo, doencgas
cardiovasculares e doencas neurodegenerativas (Alfadda e Sallam, 2012). Principios ativos
antioxidantes podem ser encontrados em altas concentragdes em plantas e possuem a
capacidade de prevenir os danos causados por essa oxidagdo. (Al-Snafi, 2015; Yashin et al.,
2017).

A quimioterapia e a radioterapia, rotineiramente utilizadas para o tratamento do cancer,
ndo sdo desprovidas de seus proprios problemas intrinsecos, como a escassa seletividade em
relacdo as células cancerigenas ou o aparecimento de resisténcia aos medicamentos, exigindo
mais pesquisas e desenvolvimento de tratamentos (Nurgali et al.,, 2018). A etnobotanica
desempenha um papel importante na descoberta de medicamentos baseados em produtos
naturais, fornecendo informagdes preciosas sobre propriedades e usos das plantas, aumentando
assim as chances de individuar produtos naturais ativos com um bom perfil de seguranca.
Varios estudos tém demonstrado o papel das plantas medicinais na prevencao e tratamento do
cancer, uma das principais causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo (Roy et al.,
2017; Kaushik et al., 2018; Cappadone et al., 2020; Chojnacka et al., 2020). Dessa forma, esse
estudo tem como objetivo analisar o perfil quimico, a atividade antioxidante e citotoxicidade in
vitro de extratos aquosos e etandlicos de E. fruticosa.

5.2. Material e Métodos

5.2.1. Material vegetal

Plantas de seis populacdes de E. fruticosa foram coletadas nos seguintes municipios do
estado de Sergipe: Japaratuba (10°30'49.2"S; 36°56'49.5"W), Malhada dos Bois (10°21'36.5"S;
36°5427.7"W), Pirambu (10°36'56.3"S; 36°51'35.4"W), Itaporanga d’Ajuda (10°59'15.9"S
37°22'19.2"W), Moita Bonita (10°33'50.0"S 37°22'25.7"W) e Sao Cristévao (10°57'43.9"S
37°09'49.8"W). A escolha das populagdes para a coleta se baseou nos resultados obtidos por
Silva et al. (2017; 2018), considerando a diversidade quimica dos seus 6leos essenciais e a
genética. As folhas foram secas em estufa com circulagdo forgcada de ar a 40 °C por cinco dias
no Departamento de Engenharia Agrondomica da Universidade Federal de Sergipe (UFS).

5.2.2. Preparacdo dos extratos vegetais: etandlico, etandlico hidrodestilado e aquoso de E.
fruticosa

A obten¢do do extrato etandlico foi realizada pelo método de maceracdo, onde 100 g
das folhas secas foram deixadas em repouso por 10 dias em solugdo de etanol 90%. Em seguida,
a mistura foi filtrada em papel filtro e o solvente concentrado em evaporador rotatério sob
pressao reduzida e 60°C até a remog¢ao completa do solvente. O solvente residual existente no
extrato foi evaporado a temperatura ambiente dentro de uma capela de exaustdo de gases. Os
extratos obtidos foram acondicionados em freezer a -20°C. O mesmo procedimento foi
realizado para a obtencdo do extrato das folhas que foram submetidas ao processo de
hidrodestilacdo (denominado de extrato etandlico hidrodestilado). O extrato aquoso foi
preparado a partir do residuo liquido proveniente da hidrodestilagdo, onde amostras de 70 g de
folhas secas foram destiladas por 140 minutos. O residuo liquido foi filtrado em papel filtro,
acondicionado em freezer a -20 °C e liofilizado a -56 °C com pressdo abaixo de 200 uHg.
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5.2.3. Procedimentos para extraciao em fase solida (SPE)

A extragdo em fase sélida foi realizada em um cartucho Cisg, Stracta®, 100 mg, 55 um
APD, 70 A, seguindo um procedimento para extracdo das clorofilas (clean-up) dos extratos
etanodlicos e etanolicos hidrodestilados antes das analises por HPLC. Assim, 10 mg do extrato
foi dissolvida em 1 mL de metanol 100% (grau HPLC) e misturadas em vortice por alguns
segundos. Inicialmente, o cartucho foi condicionado com 1 mL de metanol, seguido por 1 mL
de 4agua. Posteriormente, um volume de 0,5 mL da amostra foi adicionado ao cartucho. Para a
eluicdo dos compostos presentes no cartucho, foi utilizado 1 mL de uma solugdo de metanol
90% (v/v) em agua. O processo de clean-up foi realizado para cada extrato separadamente.

5.2.4. Anilises por Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Os extratos aquosos, dissolvidos em 4gua ultrapura (5 mg.mL™') e as solugdes dos
extratos etandlico e etandlico hidrodestilado, provenientes do clean-up, foram centrifugados e
filtrados em um filtro de 25 mm (ValuPrep™; 0,45 um membrana PVDF) antes de serem
analisados por CLAE.

As amostras foram analisadas em um Cromatografo Liquido da marca Shimadzu
(Quioto, Japao), modelo Prominence, composto por: duas bombas LC-20AT, degaseificador
DGU-20A3, autoinjetor SIL-20AHT, detector espectrofotométrico UV-Vis com arranjo de
diodos SPD-M20A conectado a uma interface CBM-20A e forno de colunas CTO-20A. O
equipamento foi gerenciado pelo software LC Solution.

Os perfis cromatograficos de todos os extratos de E. fruticosa foram obtidos usando uma
coluna Phenomenex Kinetex Cig (250 x 4,6 mm, 5 um de diametro de particula) nas seguintes
condig¢des: temperatura do forno da coluna a 45 °C, volume de inje¢do de 25 uL e vazdo da fase
mével a 1 mL.min"!, formada por solugio aquosa de 4cido formico 0,5% (v/v) (A) e metanol
(B). A separagdo dos compostos presentes nos trés extratos foi realizada através do seguinte
sistema de gradiente de eluicdo: 5-46% (B) em 15 min, 46-49% (B) em 10 min, 49-52% (B) em
3 min, 52-60% (B) em 2 min, 60-70% (B) em 7 min, 70-80% (B) em 8 min, 80-86% (B) em 6
min, 86-92% (B) em 10 min, 92-100% (B) em 3 min, retornando para as condi¢des iniciais em
5 min. A coluna foi condicionada, antes de cada inje¢do, durante 35 min. Para a deteccdo dos
compostos presentes nas amostras foi utilizado o comprimento de onda de 254 nm.

Amostras de padrdes de acido benzoico, acido cafeico, catequina, 4cido cinamico, acido
clorogénico, acido o-cumarico, acido p-cumarico, acido elagico, acido trans-ferulico, acido
galico, acido gentisico, acido pirogalico, acido protocatecuico, quercetina, quercitrina, acido
quinico e 4cido vanilico foram dissolvidos em metanol 100% na concentracdo de 1 mg.mL, e
posteriormente diluidos a concentragio de 0,02 mg.mL!. A determinagdo dos compostos
presentes nos extratos foi feita através da comparagao dos espectros no Ultravioleta, registrados
entre 220 e 400 nm, e dos tempos de retencdo de cada padrdo analisado em relagdo as bandas
presentes nos cromatogramas.

Para a coinje¢@o do padrdo hidrato de quercitrina nos extratos etanolicos, foi utilizada
uma concentragio de 0,02 mg.mL".

5.2.5. Atividade antioxidante

Para avalia¢ao da capacidade antioxidante dos extratos de E. fruticosa, conduzidos no
Laboratério de Bromatologia da UFS, foram preparadas solugdes estoque de 1 pL.mL! do
extrato aquoso (diluidos em agua), etandlico e etanolico hidrodestilado (diluidos em etanol) e
testadas por diferentes ensaios em triplicata.

5.2.5.1. Ensaio DPPH

A capacidade antioxidante das soluc¢des dos extratos foi determinada pela analise de 2,2-
difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), seguindo o procedimento de Brand-Williams et al. (1995).
Uma aliquota de 50 pL de cada solucdo dos extratos foi adicionada a 150 pL de solugao
etanolica de DPPH a 6 x 107> mol.L"!. A anélise foi seguida de um tratamento controle sem os



41

extratos. A reducgao do radical DPPH foi medida em um espectrofotometro (Sinergy Mx, marca
Biotek) a 515 nm, ap6s 30 min de repouso em temperatura ambiente. A diminui¢ao nos valores
de absorbancia das amostras foi correlacionada com o do controle, e a porcentagem de
varredura do DPPH radical foi expressa pela seguinte equacgdo: % de varredura = [(Abscontrole
— Absamostra) / Abscontrole] x 100).

5.2.5.2. Ensaio ABTS

No ensaio antioxidante contra o radical ABTS" foi utilizada a metodologia descrita por
Re et al. (1999) com modificagdes. O cétion radical ABTS" foi inicialmente formado a partir
da reagdo de 5 mL de uma solugdo de ABTS" 7 mM em 88 pL de uma solucdo 2,45 mM de
persulfato de potéssio (K2S20s), incubado a temperatura ambiente, por 16 horas, no escuro.
Posteriormente, a solugdo de ABTS" foi diluida em etanol até obter uma solug¢do de 0,70 = 0,05
de absorbancia, a 734 nm. Uma amostra de 30 pL das solugdes dos extratos foi adicionada a
300 pL da solugdo do radical ABTS' em microplacas, a temperatura ambiente no escuro. As
determinagdes foram acompanhadas de um controle (meio reacional sem extrato). A reducao
nos valores de absorbancia das amostras, medidos em 734 nm, foi correlacionada com a do
controle e foi estabelecido o percentual de varredura do radical ABTS" expresso pela equagio:
% de varredura = [(Abscontrole — Absamostra) / Abscontrole] x 100). Os resultados foram
expressos em percentual de varredura do radical ABTS".

5.2.5.3. Ensaio B-caroteno/acido linoleico

O sistema B-caroteno/acido linoleico seguiu a metodologia descrita por Miller (1971)
com algumas modifica¢des. Inicialmente, agua destilada foi saturada com oxigénio por 30 min
para preparar o emulsificante solugfio, contendo 200 pL de B-caroteno (2 mg.mL™), 10 pL de
linoleico acido, 50 pL. de Tween 20 e 500 uL. de cloroférmio. Em seguida, foi cloroférmio foi
evaporado na capela de exaustdo de gases. Depois disso, foi adicionado a solugdao 25 mL de
agua saturada. Foram pipetados na placa 35 pL da amostra das solu¢des dos extratos e 250 pL
da solucao emulsificante. A leitura foi realizada a 470 nm de absorbancia no tempo 0 h. A
microplaca foi incubada no escuro, a 50 °C, por 2 h, e posteriormente, uma nova leitura foi
realizada no mesmo comprimento de onda. O mesmo procedimento experimental foi realizado
com alcool etilico como controle. O decaimento da densidade o6tica do controle (Absinicial —
Absfinal) foi considerado como 100% de oxidacdo. A partir desta relagdo, o decréscimo na
leitura da absorbancia das amostras foi correlacionado com o controle. Os resultados foram
expressos como % de protecdo da oxidacdo, pela formula: % de protecdo da oxidagdao = 100 —
[(Abs amostra x 100) / Abs controle].

5.2.5.4. Ensaio FRAP

A capacidade de reduzir ions férricos (FRAP) foi medida usando a metodologia descrita
por Singhal et al. (2014). Uma aliquota de 9 puL da amostra das solugdes dos extratos foi
pipetada em microplaca, com 27 pL de agua destilada e 270 uL do reagente FRAP preparado
pouco antes do teste, misturando 10 mL de tampao acetato 0,3 M, 10% (1 mL) de uma solucao
de TPTZ (Tripiridiltriazina) 10 mM e 1 mL (10%) de uma solucdo aquosa de cloreto férrico 20
mM. A microplaca foi mantida a 37 °C durante 30 minutos e a leitura realizada a 595 nm. O
mesmo procedimento foi realizado com alcool etilico como controle. Foi preparada uma curva
de sulfato ferroso (FeSO4) em concentracdes de 125-1500 uM, exposta as mesmas condigdes
da amostra. Os resultados foram expressos em uM de equivalentes de sulfato ferroso/mL.

5.2.6. Citotoxicidade
5.2.6.1 Cultura das células

As linhagens melanoma (B16F10), carcinoma de pulmao (A549) e glioma (C6) foram
adquiridas na Universidade Federal do Rio de Janeiro e os ensaios foram conduzidos no
Laboratorio de Biologia e Imunologia do Cancer e Leishmania da UFS. As células foram
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mantidas em meio de Eagle modificado por Dulbeccos (DMEM) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (FBS) e 1% de antibidtico (10.000 U.mL de penicilina; 10.000 mg.mL
estreptomicina), em uma incubadora umidificada a 37 °C em 5% de COs.

5.2.6.2. Ensaio SRB

As atividades citotoxicas dos extratos aquosos, etanolicos e etandlico hidrodestilado
foram avaliadas pelo ensaio SRB (Sulforodamina B), seguindo um protocolo adaptado
(Kasinski et al., 2015; Orellana; Kasinski, 2016). Aliquotas de 200 pL de suspensado de células
(10* células/ml) foram semeadas no meio DMEM em placas de 96 pogos por 24 h. Apos esse
periodo, as células foram tratadas com os extratos a uma concentracdo de 50 pg/mL.
Dimetilsulfoxido (DMSO, 0,05%) foi usado como controle de veiculo e Cloridrato de
Doxorrubicina 10 uM foi usado como controle positivo.

Apo6s 72 h de exposi¢do ao tratamento, o sobrenadante foi descartado e as células foram
fixadas com 100 pL de 4cido tricloroacético 30% por 1 ha 4 °C e coradas com 100 pL. de SRB
(0,057% p/v) por 30 min. A placa foi lavada com acido acético a 1% por trés vezes para retirar
o0 excesso de corante, e o corante intracelular foi dissolvido em 200 puL de TRIS (10 mM; pH
10,5) por 30 min. A absorbancia foi medida em leitor de microplacas (Sinergy Mx, marca
Biotek) a 510 nm. A absorbancia foi convertida em inibicdo de crescimento pela seguinte
equacdo: % inibicao de crescimento = (Abs (células tratadas) - Abs (controle negativo)) / (Abs
(controle positivo) - Abs (controle negativo)) x 100.

5.2.7. Analise estatistica

Os dados das andlises da atividade antioxidante e citotoxicidade foram submetidos a
ANAVA (Ferreira, 2011), as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05) e os resultados
expressos em média + SE (erro padrdo). Os graficos foram construidos com o software Graph
Pad Prism®. Todos os testes foram realizados em triplicata.

5.3. Resultados

5.3.1. Identificacdo do perfil quimico dos extratos

A triagem das classes de metabdlicos secundarios foi sugerida com base na detec¢ao
através dos espectros nos Ultravioletas dos compostos dos extratos em comparagdo com a
literatura (Campos e Markham, 2007). Os resultados desta andlise qualitativa indicaram a
presenca de flavonoides e acidos fenolicos (Figura 1A).

A partir das anélises de CLAE dos extratos de E. fruticosa (Figura 1B-D), ¢ possivel
perceber que nao ha diferencas quimicas significativas entre as populagdes em estudo avaliando
os extratos etanolicos (Figura 1C) e etanolicos hidrodestilados (Figura 1D) separadamente,
sendo observado somente diferencas com relacao a intensidade das bandas.

Entretanto, pode-se observar que héa diferencas entre os perfis cromatograficos ao se
comparar os diferentes métodos de extragao, sendo observado uma grande diferenga do perfil
cromatografico do extrato aquoso (Figura 1B) em relacdo aos perfis dos demais extratos. Por
se tratar do extrato mais polar em relagdo aos outros dois, no seu perfil cromatografico observa-
se a presenga de um maior nimero de bandas no inicio do cromatograma, entre 10 e 20 minutos,
confirmando tratarem-se de compostos mais polares, uma vez que a fase estacionaria € apolar.
Vale a pena mencionar ainda, que os extratos etanolicos (Figura 1C) e etanolicos
hidrodestilados (Figura 1D) apresentam, entre si, uma similaridade em relacao aos seus perfis
quimicos. A menor intensidade das bandas observadas nos cromatogramas dos extratos
etanodlicos (Figura 1C) em relagcdo as bandas dos extratos etandlicos hidrodestilados (Figura
1D) ¢ resultado da maior intensidade das bandas entre 15 ¢ 20 minutos. Assim, como elas sdo
muito intensas, as intensidades das demais bandas sdo reajustadas, pelo software, em relagcao a
elas. No entanto, quando mostramos uma aproximagao (zoom) dos cromatogramas dos extratos
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etandlicos (Figura 1C), observamos a presenca das mesmas bandas que aparecem nos extratos
etanolicos hidrodestilados (Figura 1D) com tempos de retengao entre 30 e 60 minutos.

A
Metabélitos Composicao
secundarios do residuo
Flavonoides P
Cumarinas NIP
Taninos NIP
Acidos Fenolicos P
Triterpenos NIP

IP-identificado com padrdo; NI-nio identificado com padrio
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Figura 1. Triagem das classes de compostos (A), cromatogramas correspondentes aos extratos
aquosos (B), etanolicos (C) e etanolicos hidrodestilado (D) de seis populagdes de E. fruticosa.
SC-Sao Cristoévao, Pi-Pirambu, MB-Moita Bonita, MdB-Malhada dos Bois, Ja-Japaratuba e It-

Itaporanga d’Ajuda.

No entanto, quando plotamos os cromatogramas dos trés extratos de todas as populacdes
(Figura 2), observamos o mesmo perfil para os extratos etandlicos (vermelho) e etandlicos
hidrodestilados (azul) durante todo o cromatograma, inclusive dos compostos que eluem entre
os tempos de retengdo entre 30 e 60 minutos, que ndo estdo presentes nos extratos aquosos.
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Figura 2. Cromatogramas correspondentes a plotagem dos extratos aquosos (preto), etandlicos
(vermelho) e etandlicos hidrodestilado (azul) das populacdes de Japaratuba (A), Pirambu (B),
Sao Cristovao (C), Itaporanga d’Ajuda (D), Moita Bonita (E) e Malhada dos Bois (F) de E.

fruticosa.
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Entre os padrdes comerciais testados (acido benzoico, acido cafeico, catequina, acido
cinamico, acido clorogénico, acido o-cumarico, acido p-cumadrico, acido eldgico, acido trans-
fertlico, acido galico, acido gentisico, acido pirogalico, acido protocatecuico, quercetina,
quercitrina, acido quinico e acido vanilico), apenas a quercitrina foi identificada através da
comparac¢do do seu tempo de reten¢do (18,21 min) com o tempo de reten¢do de uma das bandas
presentes no extrato etanolico, por coinje¢ao do padrao no extrato (Figura 3) e através da
comparag¢do entre seus respectivos espectros no Ultravioleta (Figura 4).
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Figura 3. Cromatogramas correspondentes a sobreposi¢ao entre o cromatograma do extrato
etandlico de E. fruticosa (preto) e a coinjecdo do quercitrina (vermelho) (Pico 3).
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Figura 4. Espectros UV-s do pico 3 (A) do extrato etandlico de E. fruticosa e do padrdo
quercitrina (B).

5.3.2. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante in vitro, testada por diferentes ensaios, variou
significativamente entre os extratos aquosos, etandlicos e etanolicos hidrodestilados de E.
fruticosa (Tabela 1). Os extratos aquosos apresentaram maior atividade antioxidante em todos
os ensaios (DPPH, ABTS, B-caroteno ¢ FRAP) em relacdo aos demais extratos. A atividade
sequestrante do radical DPPH variou 84,89% a 75,62% nos extratos aquosos, 25,42% a 11,94%
nos extratos etanolicos ¢ 17,63% a 10,46% nos extratos etanodlicos hidrodestilados entre as
populagdes de E. fruticosa. A maior capacidade de eliminar o cation ABTS" entre as populagdes
do extrato aquoso foi observada em Pirambu (85,21%) e Moita Bonita (81,87%) (Tabela 1).
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A populagdo de Sdo Cristévao do extrato aquoso exibiu maior atividade no ensaio de
protecao da oxidagdo com o P-caroteno com 53,42% de inibigdo. No mesmo ensaio, a
populacdo de Moita Bonita ndo diferiu entre os extratos aquosos, etandlico e etandlico
hidrodestilado com 50,16%, 50,16% e 54,80% de inibicao, respectivamente. O poder redutor
do ion ferro (FRAP) foi maior para a amostra de Pirambu do extrato aquoso com valor de 784,06
pM.mL! (Tabela 1).

Tabela 1. Capacidade antioxidante dos extratos aquosos, etandlicos e etandlicos
hidrodestilados (EtOH HD) in vitro de E. fruticosa segundo os métodos de Captura dos Radicais
(DPPH e ABTS"), B-caroteno/acido linoleico e redugio do ferro (FRAP).

DPPH (% inibicio)
. Sao Itaporanga Moita Malhada
Extratos Japaratuba Pirambu Cristovao d?Ajudf Bonita dos Bois
Aquoso 75,62+2,10%A 83,39+1,77beA 84,89+0,8834 81,81+0,86P4 83,85+0,97A 84,77+0,5724
Etandlico  18,99+3,23%B 18 1543,/8]1bB 12,761,198 11,9443,38%8 254243308  20,88+1,87%B
EtOHHD  1046+0,77°C  12,36+1,47%8 11,45+1,79%B 11,77+0,30B 17,6342,84%8 15,4442 20b2C
ABTS (% inibicao)
Aquoso 64,04+1,09"A 85 21+0,44%A 68,845, 79PA 70,29+0,46°%  81,87+2,60°A  70,97+1,58%A
Etandlico 11,53£1,39"8 12,801,208 10,3540,99<B 7,86+0,74<C 17,50£1,7228  13,88+2,03%8
EtOH HD 6,94+0,74<B 10,81£0,68C 7,78+0,69¢B 10,504£0,1208  12,07+0,81™C  13,78+0,16°
B-caroteno (% inibicio)
Aquoso 44.4342 33¢bA 37.11+5.74¢A 53.42+]1.1334 52,2140,77%4 50,16+3,48b4 51,802,404
Etanélico 14,342,229 23,73+0,88B 28,5620,90C 27,01£2,25C 50,163,004 40,804,488
EtOH HD  41,6048,81PA 432742 14% 42,98+3,034B 45,8042,60B  54.8043,13A 28 ,6740,44C
FRAP (uM.mL™")
Aquoso 535,91+2,80%  784,06+12.95% 644,61+8,224A 589,06+£12,29°A  742,11+5,02%4  691,56+3,76°A
Etandlico  236,56£1,27%  290,17+4.33%B  287,11£747"8  259,06+2,93® 323,315,288  291,00+4,64"8
EtOHHD 243314521  26822+5.558  25822+410,35%B  243,5045,00®  318,31+4,34%®  334,61+0,96

Valores médios + desvio padrdo de pelo menos trés experimentos independentes. Médias seguidas pelas mesmas letras
minusculas, na linha, e maitsculas entre os extratos, no diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

5.3.3. Atividade citotoxica

Os potenciais citotoxicos dos extratos de E. fruticosa foram avaliados pelo ensaio SRB
em linhas cancerosas de B16F10, A549 e C6. Os resultados (Figura 5) do ensaio mostraram
que os extratos aquosos, etanolicos e etandlicos hidrodestilados inibem o crescimento celular
nas linhagens testadas. Na Figura 5A, os extratos aquosos das populagdes de Pirambu (68,50%),
Itaporanga d’Ajuda (65,77%) e Moita Bonita (69,48%) mostraram maior citotoxicidade que as
demais em B16F10.

As populagdes de Japaratuba, Sao Cristévao e Itaporanga d’Ajuda do extrato etanolico
(Figura 5B) apresentaram as maiores atividades inibitorias com 90,63%, 90,53% e 88,47% para
a linhagem C6. O extrato etandlico hidrodestilado (Figura 5C) da populacao de Japaratuba
apresentou alta inibicdo de crescimento em A549 (87,17%) e C6 (72,83%), ndo diferindo da
doxorrubicina (controle positivo) com 87,58% e 87,14% de grau de inibigdo, respectivamente.
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5.4. Discussao

A triagem das classes indicou a presenga de flavonoides e acidos fenolicos (polifendis)
nos extratos das populacdes de E. fruticosa. Os polifenois sdo uma das principais classes de
compostos de ocorréncia natural que contém pelo menos um grupo fenodlico em sua estrutura,
0s quais estdo presentes nas plantas, incluindo vegetais, frutas, cereais e leguminosas. Esses
compostos secundarios sao biossintetizados através das vias do acido chiquimico e
fenilpropanoide, e acredita-se que sejam participativos na adaptagao das plantas em situagdo de
estresse devido a mudangas ambientais, como a radiagao ultravioleta e sao eficazes ainda contra
agressoes patogénicas (Mutha et al., 2021).

Até o momento, nao hé relatos sobre a composi¢do fitoquimica de extratos de E.
fruticosa determinada por CLAE. Com essa andlise fitoquimica foi possivel identificar a
quercitrina (flavonoide), reportada pela primeira vez para a espécie. De acordo com a literatura,
j4 sdo descritos mais de 8.000 flavonoides diferentes. Eles compreendem um grupo de
compostos polifendlicos de baixo peso molecular, que se destacam por um crescente interesse
cientifico devido ao grande nlimero evidéncias dos beneficios que proporcionam a satde (Juca
etal., 2018; Teodor et al., 2020). Entre os flavonoides, a quercetina ¢ o mais comum na natureza
e existe principalmente em formas glicosiladas, como a quercitrina (quercetina-3-O-
rhamnosideo) (Oh et al., 2021), que € conhecida por exibir efeitos biologicos, como atividades
antioxidantes, anti-inflamatodrias e antitumoral (Cincin et al., 2014; Dicastillo et al., 2017; Tang
etal., 2019; Hur et al., 2020).

O tipo de solvente tem impacto significativo nas capacidades antioxidantes dos extratos
de folhas de E. fruticosa. Os extratos aquosos apresentaram maior atividade antioxidante em
relacdo aos demais extratos. A diferenca na capacidade antioxidante entre os extratos pode ser
explicada pela existéncia de compostos polifendlicos com diferentes caracteristicas quimicas e
polaridades que podem ser solubilizados principalmente em solventes especificos. A atividade
antioxidante dos extratos vegetais contendo componentes polifenodlicos, como os flavonoides,
¢ atribuida a sua capacidade de serem doadores de 4tomos de hidrogénio ou elétrons e de
capturar os radicais livres, podendo variar dependendo da amostra, tipo de extracao e do tipo
do solvente (Mzid et al., 2017; Yakoub et al., 2018). Resultados semelhantes foram encontrados
por Duleti¢-LauSevi¢ et al. (2018) avaliando a capacidade antioxidante de extratos aquosos e
etandlicos de Origanum majorana L. (Lamiaceae), onde os extratos aquosos foram melhores
em todos os métodos (DPPH, ABTS", B-caroteno ¢ FRAP) avaliados.

Estudos epidemiologicos revelaram uma relagdo inversa entre a ingestdo de alimentos
ricos em polifendis e a ameaga de doengas cronicas humanas. O consumo de dieta rica em
polifendis protege o 4cido desoxirribonucleico (DNA) do dano oxidativo e funciona como
antioxidante. Os polifendis nao apenas protegem a célula e os componentes celulares do dano
oxidativo, mas também reduzem o risco de estresse oxidativo ligado a diferentes doencas
degenerativas (Mutha et al., 2021). Os compostos fendlicos, como os flavonoides, sao bem
conhecidos por seus beneficios para a saude humana, curando e prevenindo muitas doengas e
suas aplicacdes potenciais em aspectos farmacéuticos e médicos, especialmente para promogao
da satude, por exemplo, efeito antibacteriano, efeito antitumoral, efeitos cardioprotetores,
promoc¢do do sistema imunoldgico e efeitos anti-inflamatorios, ja foram identificadas
(Tungmunnithum et al., 2018).

Muitos pesquisadores visam as plantas medicinais como ricas fontes de novas drogas
antitumorais. A esse respeito, a identificacdo de compostos que sdo derivados de fonte vegetal,
tem fornecido pistas importantes para a descoberta de novos farmacos (Najjaa et al., 2017). As
terapias convencionais para o tratamento do cancer possuem vdrios efeitos colaterais como
neurologicos, cardiacos, renais e pulmonares, que afetam seriamente a saude da pessoa.
Portanto, ha uma necessidade urgente de encontrar novas moléculas eficazes para o tratamento
desta doenca (Roy e Bharadvaja, 2017). Esse ¢ o primeiro relato sobre a atividade citotoxica de
extratos aquosos e etanolicos de E. fruticosa, € os mesmos apresentaram efeitos inibitorios
frente as linhagens B16F10, A549 e C6. Os medicamentos a base de plantas se tornaram uma
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fonte facilmente disponivel de compostos para o tratamento do cancer (Khan et al., 2020).
Efeitos citotoxicos em linhagens tumarias de cancer de color, pulmao e pancreas foram
identificados no extrato etanolico da folha de diversas plantas medicinais, como Caralluma
fimbriata (Demir et al., 2017), Origanum vulgare (Coccimiglio et al., 2016), Convolvulus
arvensis (Saleem et al., 2014), e aquosos, como Deverra tortuosa (Selin et al., 2020) e Moringa
Oleifera (Berkovich et al., 2013).

Viarios compostos derivados de plantas demonstraram propriedades para inibir a
atividade das células tumorais, bloqueando sua proliferacdo e induzindo a morte celular por
apoptose (Murthy et al., 2012; Greenwell e Rahman, 2015; Sharifi-Rad et al., 2017). Os efeitos
antiproliferativos e apoptoticos da quercitrina foram identificados em células do cancer de
pulmado (Cincin et al., 2014). A classe dos flavonoides é bem descrita como importantes agentes
antitumorais. De acordo com a literatura, esses compostos podem atuar como quimioprotetores,
uma vez que seus diferentes componentes estruturais parecem apresentar potenciais efeitos por
meio da modulagdo das atividades da enzima sequestrante de ERO's, induzindo apoptose e
autofagia e suprimindo a proliferacdo e invasdo de células tumorais (Kopustinskiene et al.,
2020).

O uso de produtos antitumorais a partir de fontes vegetais ¢ uma ferramenta util contra
as células tumorais devido aos seus poucos ou nenhum efeito colateral. A exploragao desses
agentes precisa ser gerenciada para atender as demandas e ser sustentdvel (Greenwell e
Rahman, 2015).

5.5. Conclusao

O extrato aquoso e etandlicos das folhas de E. fruticosa pode ser uma origem promissora
de constituintes funcionais com atividades antioxidantes e antitumorais (nas linhas celulares
B16F10, A549 e C6) in vitro. O isolamento dos fitoquimicos bioativos dos extratos e estudos
mais detalhados de seus efeitos biologicos sdo recomendados em estudos posteriores.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar da pouca variagdo na composi¢ao dos dleos essenciais entre as populagdes de .
fruticosa, as plantas das populacdes de Japaratuba e Malhada dos Bois apresentaram
citotoxicidade moderada para linhas celulares de A549 e B16F10, sendo necessario identificar
se ha efeito sinérgico ou isolado entre os principais compostos para essa atividade.

A técnica de CLAE indicou a presenca do flavonoide quercitrina nos extratos etanolicos
de E.fruticosa, porém outras andlises cromatograficas sao necessarias para isolar e identificar
0s compostos presente nos extratos etandlicos e aquosos.

Os resultados obtidos mostraram que os extratos aquosos de E. fruticosa apresentaram
potencial atividade antioxidante, podendo ser considerados como promissoras fontes de
antioxidantes. Portanto, fazem-se necessarias investigacdes aprofundadas que visem identificar
qual ou quais compostos sdo responsaveis por esta bioatividade.

Haja vista que este ¢ o primeiro estudo relacionado a atividade antitumoral de extratos
etandlicos e aquosos de E. fruticosa, o presente estudo contribuiu para o conhecimento referente
ao comportamento do efeito citotdoxico nas linhagens avaliadas (A549, B16F19 e C6). Embora
os extratos tenham apresentado resultados promissores na redugdo da viabilidade celular, ¢
necessario avaliar quais alteracdes sdo geradas nas c€lulas tumorais € os mecanismos de agao
dos extratos e seus compostos in vitro, assim como uma posterior analise em modelos tumorais
in vivo.

Vale salientar que as dificuldades impostas pelo isolamento social diante da pandemia
do Coronavirus comprometeram o andamento da pesquisa devido, principalmente, a falta de
acesso aos laboratorios, a qual levou a ndo execugdo de analises anteriormente planejadas do
projeto tese. Contudo, os resultados dessa pesquisa mostraram-se promissores para utilizacao
da E. fruticosa em diversos estudos, contribuindo para melhorar o conhecimento cientifico da
espécie e seus potenciais usos medicinais.
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Abstract

This study investigates the variations in the chemical profiles and biological activities (antioxidant and cytotoxic) of
Eplingiella fruticosa from the state of Sergipe, an endemic species from the Northeast region of Brazil. The essential
oils were extracted from six populations by hydrodistillation and analyzed by GC/MS-FID. Cluster analysis was
performed with the data of the constituents of the essential oils, and then a dissimilarity matrix, based on Euclidean
distances, and a dendrogram, through the Ward clustering method, were constructed. The antioxidant activity of the
essential oils was tested by different assays (DPPH, ABTS, B-carotene, and FRAP), and cytotoxic activity was tested
by the SRB assay. The compounds found in greater amounts were a-pinene, p-pinene, 1,8-cineole, camphor, borneol,
d-elemene, a-cubebene, o-ylangene, (E)-caryophyllene, germacrene D, bicyclogermacrene, trans-calamenene,
spathulenol, caryophyllene oxide, and viridiflorol. These compounds defined the formation of two groups. The first
group was composed of the populations of Sdo Cristovdo, Itaporanga, Japaratuba, and Malhada dos Bois
municipalities and was characterized by the presence of the monoterpene camphor (8.39-11.27%) as the compound of
greatest concentration in relation to the other municipal areas. The second group was composed of the populations of
Moita Bonita and Pirambu municipalities and was characterized by the major presence of the sesquiterpene
bicyclogermacrene (7.45% and 10.98%). The plants exhibited weak effects in terms of antioxidant activity; however,
the essential oil showed significant toxicity for the lines A549 (51.00% cell viability) in the population of Japaratuba,
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