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RESUMO

A familia Myrtaceae é bastante conhecida devido a produc¢éo de 6leos essenciais, sendo
a espécie Syzygium cumini (L). Skeels amplamente reportada na literatura em fungéo
de suas propriedades biolégicas, conhecidas tanto pela medicina popular quanto pela
comunidade cientifica. A S. cumini é conhecida popularmente como: Azeitoneira,
Jameldo ou Jambol&o sendo uma espécie produtora de 6leos essenciais com diferentes
atividades biologicas como: Antimicrobiana, Antitumoral, Anticolinesterasica e
Antiparasitario. Os 0leos essenciais, sdo compostos volateis e tém sido alvo de varios
estudos cientificos por possuirem principios ativos de interesse industrial, constituindo
uma alternativa sustentavel a inUmeros produtos quimicos sintéticos. Porém, até o
presente momento ndo foram encontrados relatos de sua atividade alelopatica. Os
centros de pesquisa investigam a atividade de compostos bioativos por meio de
ferramentas computacionais, dentre estas destaca-se o Docking Molecular que pode ser
usado para analisar a atividade de moléculas de interesse farmacoldgico sobre enzimas
como a do processo de germinacdo de sementes. Nesse sentido o objetivo deste
trabalho foi avaliar rendimento, perfil quimico e a atividade alelopatica do 6leo essencial
das folhas de S. cumini. O Oleo essencial foi obtido a partir da extracdo por
hidrodestilacdo das folhas frescas em aparelho de Clevenger e seus compostos foram
caracterizados por meio de Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de
Massa. A triagem virtual in silico foi realizada a partir da obtencao dos ligantes utilizando
o software ChemDraw (versédo 12) e posteriormente transformados em 3D no software
Chema3D. Esses ligantes foram selecionados a partir dos compostos majoritarios do 6leo
essencial de Syzygium cumini (L.) Skeels e foram avaliados in silico por modelagem
molecular usando o software Gold da Hermes frente a proteina Apo mannanase 26 A
sob cédigo PDB (1R70). O ensaio alelopatico in vitro foi realizado em camara de
germinacgéo a 25 °C e 12 horas de fotoperiodo, utilizando as concentragdes de 0,001,
0,01; 0,1 e 1% do 6leo essencial sobre 20 sementes de cada cultura: alface, tomate e
pimenta biquinho. Foram avaliadas as variaveis: Porcentagem de germinagédo, Tempo
Médio de Germinacdo, Velocidade de Germinagdo, Iindice de Velocidade de
Germinacdo e Comprimento Médio Radicular monitoradas estatisticamente pelo
software SISVAR. O 0leo essencial apresentou rendimento de 0,25%(v/m) os
componentes majoritarios identificados foram: cis-B-ocimeno (22,4%), B-pineno (8,7%),
limoneno (8,4%), a-Terpineol (8,0%), a-pineno (6,2%), trans-cariofileno (6,2%). O teste
de atividade alelopética in silico foi confirmado por meio do célculo do desvio quadratico
médio (RMSD), cuja o valor apresentado foi de 0.36 A, e funcdo de pontuacéo
ChemScore. Os ligantes SC02, SC03 e SCO06 apesar de apresentarem funcdo de
pontuacédo préximo ao do ligante original da enzima Apo mannanase 26 A favoreceram
interagbes moleculares de interesse farmacoldgico. O 6leo essencial inibiu a
germinagdo das sementes de alface, tomate e pimenta biquinho além de ocasionarem
o retardo no tempo de germinacao assim a atividade alelopética se deve a presenca dos
constituintes quimicos do 6leo essencial de S. cumini tais como 0os monoterpenos. O
6leo essencial de S. cumini apresentou atividade alelopatica em ambos os testes sendo
necessarios estudos futuros buscando investigar o mecanismo de acdo dos
componentes deste 6leo essencial frente outras enzimas do processo de germinacdo
de sementes e o possivel desenvolvimento de formulagdes com potencial bioherbicida.

Palavras-chave: Azeitoneira, Alelopatia, Docking Molecular, Compostos volateis.



ABSTRACT

The Myrtaceae family is well known for its production of essential oils, with the
species Syzygium cumini (L.) Skeels being widely reported in the literature due
to its biological properties, known both by folk medicine and the scientific
community. S. cumini is popularly known as: Olive tree, Jameldo or Jambolao,
and is a species that produces essential oils with different biological activities
such as: Antimicrobial, Antitumor, Anticholinesterase and Antiparasitic. Essential
oils are volatile compounds and have been the subject of several scientific studies
because they contain active ingredients of industrial interest, constituting a
sustainable alternative to numerous synthetic chemical products. However, to
date, no reports of their allelopathic activity have been found. Research centers
investigate the activity of bioactive compounds using computational tools, among
which Molecular Docking stands out, which can be used to analyze the activity of
molecules of pharmacological interest on enzymes such as those in the seed
germination process. In this sense, the objective of this work was to evaluate the
yield, chemical profile and allelopathic activity of the essential oil from the leaves
of S. cumini. The essential oil was obtained from the hydrodistillation extraction
of fresh leaves in a Clevenger apparatus and its compounds were characterized
by Gas Chromatography Coupled to Mass Spectrometry. Virtual in silico
screening was performed by obtaining the ligands using the ChemDraw software
(version 12) and subsequently transformed into 3D in the Chem3D software.
These ligands were selected from the major compounds of the essential oil of
Syzygium cumini (L.) Skeels and were evaluated in silico by molecular modeling
using the Hermes Gold software against the Apo mannanase 26 A protein under
PDB code (1R70). The in vitro allelopathic assay was performed in a germination
chamber at 25 °C and 12 h of photoperiod, using concentrations of 0.001; 0.01,
0.1 and 1% of the essential oil on 20 seeds of each crop: lettuce, tomato and
biquinho pepper. The following variables were evaluated: Germination
Percentage, Average Germination Time, Germination Speed, Germination
Speed Index and Average Root Length statistically monitored by the SISVAR
software. The essential oil presented a yield of 0.25% (v/m) and the major
components identified were: cis-B-ocimene (22.4%), B-pinene (8.7%), limonene
(8.4%), a-Terpineol (8.0%), a-pinene (6.2%), trans-caryophyllene (6.2%). The in
silico allelopathic activity test was confirmed by calculating the root mean square
deviation (RMSD), whose value presented was 0.36 A, and ChemScore scoring
function. The ligands SC02, SC03 and SCO06, despite presenting a scoring
function close to that of the original ligand of the enzyme Apo mannanase 26 A,
favored molecular interactions of pharmacological interest. The essential oil
inhibited the germination of lettuce, tomato and biquinho pepper seeds, in
addition to causing a delay in germination time. Thus, the allelopathic activity is
due to the presence of chemical constituents of the essential oil of S. cumini, such
as monoterpenes. The essential oil of S. cumini presented allelopathic activity in
both tests, and future studies are necessary to investigate the mechanism of
action of the components of this essential oil against other enzymes of the seed
germination process and the possible development of formulations with
bioherbicidal potential.

Keywords: Olive tree, Allelopathy, Molecular Docking, Volatile compounds.
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1. INTRODUCAO

Desde os tempos imemoriais 0 ser humano utiliza a flora medicinal para
o tratamento de diversas doengas, contudo nos ultimos anos o estudo de plantas
com diferentes atividades terapéuticas intensificou-se ainda mais (Newman &
Cragg., 2020). Por meio do metabolismo secundario, as plantas sdo capazes de
produzir diversas classes de substancias que podem atuar em sua protecao,
como os 6leos essenciais, que podem ser obtidos por meio da técnica de arraste
a vapor e pela prensagem dos pericarpos de frutos citricos (Simdes., 2017).

Os o6leos essenciais podem apresentar diversas atividades biologicas
como: antifungica (Natu; Takte, 2019; Tariqg et al, 2019), antibacteriana, antiviral
(TARIQ et al.,2019) inseticida (Souza et al., 2019; Chellappandian et al., 2018;
Pavela; Benelli.,2016) e alelopéatica (IQBAL et al.,2017). Dentre as familias
botanicas sintetizadoras destes compostos, destaca-se a familia Myrtaceae, que
representa cerca de 1,32 % da populacédo das angiospermas ja catalogadas, com
cerca de 140 géneros e 3600 espécies (Angiosperm Phylogeny Group Ill, 2009).

Uma das espécies da familia Myrtaceae ja investigada cientificamente é
a Syzygium cumini (L.) Skeels, conhecida popularmente como azeitona-preta,
jamel&o e entre outros nomes. E uma arvore de grande porte que atinge de 7 a
10 metros de altura, com folhas simples e frutos pequenos (2 a 3 cm) de cor
roxo—escura, forma oval e coloracdo que varia de vermelho a preto quando
maduros, apresentam ainda uma uUnica semente coberta de polpa comestivel
(Migliato et al., 2006). Entre as atividades biologicas que ja foram atribuidas a S.
cumini, destaca-se a inibicdo de acetilcolinesterase (Acthe) (Petrachaianan et
al.,2019) acao antimicrobiana (Muhammad, et al.,2020) antioxidante e inibic&o
enzimatica (Nishandhini et al.,2015).

Atualmente as grandes industrias vém desenvolvendo diversos produtos
usando insumos vegetais e uma das propriedades biologicas de interesse € o
efeito alelopatico, uma vez que os 06leos essenciais e extratos de diversas
plantas tém atuado como importantes inibidores da germinacédo de sementes e
do desenvolvimento de diferentes espécies de plantas, evidenciando assim a
acao herbicida, que pode reduzir o uso de agroquimicos que causam danos aos
plantios e aos diferentes ecossistemas (Radhakrishnan et al.,2018; Day et
al.,2020).
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Uma das formas pelas quais a industria farmacéutica explora a interagédo
de uma substancia com um alvo é por meio dos estudos in silico (Docking
molecular). Trata-se de um método de predicdo e simulacdo da interacao de uma
molécula bioativa com um sitio ativo de uma proteina/enzima que utiliza
softwares especificos (Braga et al.,2015; Braga et al., 2017; Rim.,2020). Wang
et al., (2023) avaliaram o efeito herbicida de oito compostos ativos isolados de
Brassica oleracea L. comprovando o potencial alelopatico in silico e in vitro da
espécie frente sementes de alface (Lactuca sativa).

Até o presente momento, ainda ndo foram encontrados relatos na
literatura acerca da atividade alelopatica in silico e in vitro do 6leo essencial das
folhas de S. cumini. Visto isso, o0 objetivo deste trabalho é avaliar a composicéo
quimica e o potencial alelopatico in silico e in vitro do 6leo essencial extraido das
folhas de S. cumini (L.) Skeels, a fim de fornecer subsidios a agricultura para o
desenvolvimento de produtos que possam causar menos impacto ao

ecossistema.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae é uma das maiores familias botanicas da flora
brasileira, e abriga filogeneticamente cerca de 3600 espécies e 140 géneros
nativos (Apg.,2009). Esta familia botanica possui uma ampla distribuicdo no
hemisfério Sul, além de apresentar uma ampla diversidade de espécies
eudicotiledbneas de aspecto lenhoso e 0s seus caracteres cripticos séo
considerados um grande desafio para a classificacdo e taxonomia das espécies
que fazem parte desta familia (Balbinott et al., 2022).

As espécies que fazem parte da familia Myrtaceae possuem
caracteristicas morfoldgicas especificas como: folhas simples e opostas, nervura
intramarginal, limbo com glandulas taniferas, canais oleiferos, ritidoma do tipo
laminado, flores pequenas e hermafroditas as quais podem apresentar variacdes
de estames e frutos carnosos (Martins et al., 2014).

A familia Myrtaceae também abriga espécies que possuem glandulas
pellcidas as quais sao secretoras de Oleos essenciais (Apg Ill, 2009). Existem
espécies desta familia que, apresentam inflorescéncias axilares, caulifloras ou

uniflorais assim como podem existir espécies com flores bisexuais ou
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unissexuais, calice polilobular no caso das espécies que possuem de 4 a 5
I6bulos, estames e a presenca de pistilo e estigma (Sanchez-Chavez; Zamudio.,
2017).

Algumas espécies da familia Myrtaceae sdo muito importantes para o
setor econdmico pela praticidade no desenvolvimento de alimentos como: doces,
compotas, geleias, sucos, gelatinas, assim como estas sao difundidas pelo fato
de apresentarem diferentes atividades farmacoldgicas pela quantidade de
classes de metabdlitos secundarios que apresentam como: fendis, taninos,
terpenos, alcaloides, flavonoides e entre outras (Bfg., 2015).

A familia Myrtaceae é produtora de diversos produtos como: extratos,
Oleos essenciais e resinas além de diferentes atividades biolégicas como:
antioxidante Franco et al., (2021); anti-inflamatoria e anti-nociceptiva Basting et
al., (2014), inseticida (Souza et al., 2019; Chellappandian et al., 2018; Pavela;
Benelli.,2016) e alelopatica (Igbal et al.,2017).

2.2 Género Syzygium

O género Syzygium é muito conhecido pela sua distribuicdo mundial e
pelo fato de ser um género nativo dos tropicos (Ayyanar; Subash-Babu, 2012).
Para este género até o presente momento foram catalogadas aproximadamente
3600 espécies as quais possuem uma prevaléncia abundante em areas tropicais
e subtropicais e de grande produtividade (Nacata.,2017; Apg Ill.,2009).

As espécies pertencentes ao género Syzygium vem sendo amplamente
estudadas por conta de suas propriedades terapéuticas e medicinais assim
como apresentam grande importancia econémica. O género abriga espécies
produtoras de frutos carnosos como a goiaba, o jambo, a azeitona preta e outras
espécies da flora brasileira (Camacho-Romero et al.,2016; Mariselvam et al.,
2017).

Algumas espécies botanicas pertencentes ao género Syzygium como o
cravo da india vém sendo estudadas pela indUstria farmacéutica com o objetivo
de investigar diferentes propriedades bioldgicas para o género principalmente
por conta das substancias quimicas encontradas nas espécies. Dentre as
principais atividades biolégicas das espécies deste género pode-se citar:

antioxidante, antitumoral e anti-inflamatoria (Batista et al.,2016), antidiabética
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(Santos et al., 2023); anti-inflamatério (Camacho-Romeiro et al., 2016), prote¢cédo
gastrointestinal (Melo et al., 2009; Nacata., 2017).

No quadro 1 sdo apresentadas algumas espécies do género Syzygium e
as substancias encontradas com potencial farmacolégico.

Quadro 1: Substancias quimicas ja identificadas em espécies do género Syzygium.

Espécie Composicédo quimica Referéncia.

S. aqueum p-hidroxibenzaldeido, miricetina-3-O- (Manaharan et al., 2012).
raminosideo, e mirigalona-B.

S. malaccense | Acido benzoico, catequinas, quercetina e (Batista et al., 2016).
rutina (+) -alfa pineno, (-) beta pineno, p-
cimeno e (-) -beta-cariofileno

S. cumini B-guaieno, trans-cariofileno, B-pineno e (Camacho-Romero et al.,
p-cimeno. 2017).
Taninos e flavonoides. (Cartaxo- Furtado et al.,
2015)
S. aromaticum. trans-cariofileno, acetato de eugenila, (Paoli et al.,2007)

humuleno, vanilina e eugenol

Fonte: O autor (2024).

2.3 Espécie Syzygium cumini

Syzygium cumini conhecida popularmente por: jambolao, jamelao, guapé
e azeitona-preta. E uma planta frutifera, ornamental, pertencente a familia
Myrtaceae e que possui origem Asiatica, encontrada em diversas regifes, tendo
seu registro j& comprovado nas regides nordeste, norte e sudeste do Brasil
(PINHEIRO; HORNES.,2021).

A espécie possui porte arbéreo alto, robusto chegando a atingir cerca de
10 metros de altura, possui folhas verdes, aromaticas e lisas, seus frutos séo
pequenos (2 a 3 cm) de cor roxo—escura, forma oval e coloracdo que varia de
vermelho a preto quando maduros, apresentam ainda uma Unica semente
coberta de polpa comestivel (Pinheiro; Hornes.,2021). O caule é lenhoso e reto
com alto teor de substancia adstringentes (Pinheiro; Hornes.,2021).

O periodo de janeiro a maio é o periodo de frutificagdo da espécie que

iniciam com a coloracdo branca e estes vdo mudando conforme o grau de
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maturacdo, onde ocorre a mudanca da cor para tons avermelhados, e quando
atinge o alto pico de maturacdo, apresenta coloracdo roxa intensa (BRASIL,
2015).

Entre as principais atividades biologicas que j& foram atribuidas a S.
cumini, destaca-se a inibicdo de acetilcolinesterase (Petrachaianan.,2019)
atividade antimicrobiana (Muhammad, et al., 2020), antioxidante (Nishandhini et
al.,2015) e antidiabética (Santos et al.,2023).

2.4 Alelopatia

O termo “alelopatia” é derivado do grego allelon, palavra utilizada para se
referir a efeito 'mutuo’ ou 'entre si', e pathos, que quer dizer 'sofrimento’. Este
termo foi utilizado pela primeira vez no ano de 1937 pelo fisiologista vegetal
austriaco Hans Molisch afim de explicar o efeito inibitério ou estimulante de uma
planta sobre outra (Willis.,2007).

No ano de 1984 o termo alelopatia foi definido por Rice como a acédo de
uma determinada planta sobre outra, em virtude da liberagdo de substancias
quimicas no meio ambiente denominadas de aleloquimicos. Atualmente a
alelopatia foi descrita de forma especifica como a interacdo direta ou indireta na
qgual compostos aleloquimicos liberados por um organismo tendem a influenciar
nos processos fisiolégicos dos organismos vizinhos (Graeber; Nakabayashi;
Leubner-Metzger., 2017).

O interesse acerca da alelopatia surgiu com o objetivo de se estudar
acerca dos fenbmenos agronémicos como a quebra de safra e a infertilidade do
solo. Nos ecossistemas naturais, as interagbes quimicas entre as plantas
passaram a receber maior atencdo a partir do século XX. Nos ultimos anos a
alelopatia tem ganhado destaque em diversos estudos cientificos para a
fisiologia vegetal, uma vez que 0s compostos aleloguimicos apresentam
acentuado potencial para aplicacdo como herbicidas, inseticidas e nematicidas
naturais (Almeida et al., 2019).

Os aleloquimicos podem atuar de diferentes formas. Em organismos
alvos os efeitos dos aleloquimicos dependem de fatores como a permeabilidade

da membrana, absorgéo direta de dgua e nutrientes, respiracdo, fotossintese,
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sintese de proteinas e acidos nucléicos e regulacdo do crescimento (Latif;
Chiapusio; Weston.,2017; Moura et al.,2013).

Algumas espécies botanicas ja foram descritas na literatura por
apresentarem atividade alelopatica. Moura et al., (2013) relataram que os 6leos
essenciais de Syzygium aromaticum, Cinnamomum zeylanicum e Ocimum
gratissimum, inibiram o desenvolvimento da radicula e parte aérea de picéo-
preto e pimentdo. Miranda et al., (2015) descrevem que 0s 0leos essenciais de
Cymbopogon citratus, Ocimum basilicum L. e O. gratissimum foram capazes de
inibir o desenvolvimento de aquénios de alface. Melo et al., (2017) relataram que
o 6leo essencial do rizoma de Curcuma zedoaria ocasionou a queda nas taxas

de germinacao em alface e tomate.

2.5 Docking Molecular

Dentre as ferramentas computacionais utilizadas para o planejamento de
farmacos destaca-se o Docking molecular. Esta técnica utiliza a abordagem in
silico (simulagdo computacional) e fundamenta-se no acoplamento de moléculas
quimicas denominadas de ligantes nos sitios ativos de ligacdo de
macromoléculas como: proteinas, aminoacidos, DNA e entre outros (Pires.,2015;
Batool.,2019).

O docking molecular pode ser interpretado a partir da analise das
propriedades estruturais como: posi¢ao espacial ou rotacdo de moléculas, assim
como pelas analises fisico-quimicas, baseadas nas diferentes ligacfes quimicas
como: forcas eletrostéticas, interacdes hidrofobicas, interagcdes de Van der
Waals, ligagbes de hidrogénio e ligagdes covalentes, definem diretamente qual
o grau de afinidade e/ ou especificidade entre um determinado ligante e um
receptor (Batool.,2019).

Atualmente existem diversos programas usados para 0 docking
molecular. Estes softwares utilizam dois algoritmos principais: o0 algoritmo de
busca e a funcdo de pontuacdo. O algoritmo de busca apresenta diversas
solugdes denominadas “pose”, que consiste em uma orientacdo especifica de
encaixe do ligante na cavidade especifica de um receptor (Meng et al, 2011).

Dentre os principais softwares de docking molecular o programa GOLD
(Genetic Optimisation for Ligand Docking) tém apresentado excelentes
resultados na andlise de predicéo de poses corretas do ligante com o receptor
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especifico com uma precisao de 90% (Pagadala.,2017) e 6timos resultados para
triagem virtual permitindo investigar mecanismos de acdo de produtos naturais,
derivados semissintéticos e farmacos (Meng et al., 2011).

O GOLD é um software que funciona por meio da plataforma de Bases de
Dados de Estruturas Cristalinas — BDEC, é utilizada como algoritmo de busca o
AG e possui quatro funcdes de pontuacado: GoldScore, ChemScore, ChemPLP
(Piecewise Linear Potencial) e ASP (Astex Statistical Potential) (Verdonk et al.,
2003).

As funcbes de pontuacdo presentes no software GOLD, possuem
diferentes atividades algoritmicas. No quadro 2 sédo apresentas as funcdes de
pontuacdo do GOLD e suas respectivas funcionalidades.

Quadro 2: Fungdes de pontuacao utilizadas no software GOLD.

Funcdo de Funcionalidade
Pontuacéo
GoldScore Utiliza os fundamentos da mecanica molecular afim de otimizar as

melhores predicdes de poses de ligacbes quimicas do ligante analisado,
com o sitio ativo da enzima de interesse, analisa as energias de ligacdes
de hidrogénio, forgas intramoleculares do ligante e complexo proteina-
ligante, interacbes de Van der Waals existentes entre o complexo
proteina-ligante e tensdo intramolecular do ligante (Naranjo-
Montoya.,2015).

ChemScore E a func&o de score empirica coordenada por 82 complexos de afinidade
de ligacao conhecida e que possui a finalidade de avaliar mecanicamente
a variacao de energia para efetivar a ligacao entre o ligante e a proteina-
alvo analisando fatores como: ligacdo de hidrogénio, interagbes com
metal, interag@es lipofilicas, perda de entropia conformacional do ligante
(Olanda.,2016; Andricopulo.,2009).

ChemPLP Funcdo que visa analisar e tratar os ligantes por meio de forcas de
contato neutro e de repulséo através de potencial linear por partes (PLP).
O PLP é composto por uma parte atrativa e outra repulsiva analisando
nesse sentido a funcionalidade de: (doador-doador, doador de metal e
aceitador-aceitador) (Naranjo-Montoya.,2015).

ASP E uma funcéo de potencial estatistico que analisa de forma completa os
dados estruturais disponiveis em um banco de dados de complexos
proteina-ligantes por meio de reconhecimentos de algoritmos. Esta
fungéo analisa qual a frequéncia de interagdo entre atomos de ligantes e
as proteinas assim como a ocorréncia das interacfes entre pares de
atomos (Olanda.,2016).

Fonte: O autor., (2024).
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Diferentes enzimas podem ser investigadas no GOLD, dentre estas as
responsaveis pelo processo de germinacdo de sementes como as mananases.
Dentre estas enzimas destaca-se a que foi utilizada neste Trabalho de
Concluséo de Curso presente do PDB (Protein Data Bank) a Apo-mannanase 26
A, uma enzima responsavel pelo processo de germinacdo de sementes como:
alface, tomate, pimentas e entre outras hortalicas (Hogg et al.,2001).

A Apo-mannanase 26 A (figura 1) € uma enzima constituida pela Manana,
um polissacarideo de matriz principal nas paredes celulares de angiospermas,
e compreende uma estrutura de unidades de manose ligadas a -1,4 (em
glucomananas a estrutura consiste em residuos de manose e glicose), que séo
nutridos com residuos de galactose e possui como ligante original o acido-2-N-
morfolino etano sulfénico, cofator o ion sulfato e € uma proteina do tipo zinco

dependente (Bolam et al.,1996).

Figura 1: Estrutura da Apo-mannanase 26 A e seu ligante original

e

Fonte: O autor (2024).

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Avaliar o perfil quimico e a atividade alelopatica in silico e in vitro do 6leo

essencial das folhas de Syzygium cumini.
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3.2 Objetivos Especificos

a) Determinar a composicdo quimica do 6leo essencial das folhas de S.
cumini (L.) Skeels por meio da técnica de CG-EM;

b) Avaliar o potencial alelopético in vitro do éleo essencial de S. cumini (L.)
Skeels frente as espécies: alface (Lactuca sativa), tomate (Solanum
licopersicum) e pimenta-biquinho (Capsicum chinense);

c) Estudar os efeitos do 6leo essencial sobre os parametros: Porcentagem
de germinacdo (%G), Tempo Médio de Germinagédo (TMG), Velocidade
de Germinagdo (VG), indice de Velocidade de Germinagdo (IVG) e
Comprimento Médio Radicular (CRM);

d) Investigar o potencial alelopatico in silico dos compostos majoritarios do
Oleo essencial das folhas de S. cumini (L.) Skeels por meio de estudos de
Docking molecular frente o sitio ativo da enzima Apo-mannanase 26 A

responsavel pela germinacdo de sementes;

4. METODOLOGIA
4.1 Coleta do vegetal
Folhas de S. cumini foram coletadas no Horto Florestal de Itacoatiara-AM
no més de junho de 2020 para extracdo do 6leo essencial as 08 horas da
manha, sendo este periodo de transi¢cao do periodo de seca para o chuvoso. A
temperatura do local no dia da coleta era 32,1°C e a umidade 39% (figura 2).
O indice de precipitacao foi obtido por meio de dados do Instituto Nacional
de Meteorologia (INMET) no dia anterior a coleta foi de 0,0 mm. As
coordenadas geograficas do local foram: S 3°8'10,94604" e W: 58°25'55, 7562”.

Figura 2: Arvore de Syzygium cumini em local de coleta

Fonte: O autor (2024)
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4.2 Extragao do oOleo essencial

O 6leo essencial das folhas de S. cumini foi obtido por meio da técnica
de hidrodestilacdo do material fresco em aparelho de Clevenger onde foram
utilizados 800 gramas de folhas (figura 3).

Em seguida, o 6leo essencial foi centrifugado por 10 minutos a 3500
RPM para separacéao e retirada da agua. Foi obtido 2000 uL e esta amostra
recebeu o codigo de AZS-E6.

O dleo essencial obtido foi mantido em frasco ambar tampado sob
refrigeracdo até o momento de ser analisado. O rendimento obtido do Oleo
essencial foi calculado baseado no volume do 6leo essencial em mililitros pelo
peso das folhas em gramas (v/m) conforme a equacao 1 a seguir:

Equacédo 1: R (%) = volume (mL)/massa(g)* (100)

Figura 3: Extracdo do 6leo essencial de Syzygium cumini.

Jl

Fonte: O autor (2024).

4.3 Caracterizacdo quimica do 6leo essencial

O dleo essencial extraido das folhas de Syzygium cumini foi submetido
a andlise em CG-EM em equipamento SHIMADZU acoplado a um
espectrometro de massas SHIMADZU QP2010.

Para cromatografia dos componentes foi utilizada uma coluna DB-5MS,
com 30 m x 0,25 mm, espessura do filme interno de 0,25 pm. A identificac&o
dos constituintes foi realizada por meio da analise e interpretacdo de seus
espectros de massas através do calculo do indice de Kovats e pela
comparacgao com os dados da literatura (Adams., 2007).

Para realizagdo das andlises quimicas foi utilizado equipamento da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-USP conforme visto

na (figura 4)
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Figura 4: Equipamento CG-EM.

Fonte: O autor (2024).

4.4 Analise in silico

4.4.1Triagem virtual

A triagem virtual in silico foi realizada a partir da obtencdo dos ligantes
utilizando o software ChemDraw (versao 12) e posteriormente transformados em
3D no software Chem3D.

Esses ligantes foram selecionados a partir dos compostos majoritarios do
Oleo essencial de S. cumini. Cada um dos ligantes recebeu um cédigo especifico:
SCO01: Limoneno, SC02: cis-B-ocimeno, SCO03: Alfa-Terpineol, SC04: a-pineno,
SCO05: B-pineno e SCO6: Trans-cariofileno. Os arquivos foram salvos em formato
mol.1 e armazenados em uma pasta na area de trabalho. Posteriormente foi
obtido o arquivo 3D da proteina (alvo molecular) a partir do Protein Data Bank
(PDB; CODIGO: 1R70) o qual também foi armazenado na pasta mencionada.

O Alvo e os ligantes foram tratados para adicdo de cargas, retiradas de
cofatores, e otimizacdo das moléculas para posterior ancoramento (Docking

Molecular).

4.4.2 Ancoragem molecular

O Docking molecular foi realizado utilizando o software Gold. Os
parametros de docking consistiram na validacéo do alvo obtido do PDB, a fim de
obter-se valores de RMSD (Desvio quadratico médio) abaixo de 2 A. Foram
testadas diferentes funcdes de pontuacdo sendo a mais estavel a fungdo Chem
Score, e foram analisados os raios de busca dentro do sitio ativo do alvo.

Apés validacdo, o arquivo gold foi utilizado para adicionar os ligantes

desenhados e finalmente o ancoramento foi realizado.
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4.4.3 Anélise Conformacional dos Resultados

Para analise dos resultados os diferentes arquivos log de cada molécula
foram analisados e as funcfes de pontuacdo foram anotadas e os arquivos dos
resultados salvos separadamente.

Os arquivos foram analisados no software Discovery Studio para
determinacao das interacdes intermoleculares e assim predizer a afinidade dos

ligantes frente ao alvo selecionado.

4.5 Analise in vitro
4.5.1 Preparo das solucdes para ensaio alelopatico
As emulsdes contendo o 6leo essencial de S. cumini foram preparadas no
laboratorio de Farmécia, do Instituto de Ciéncias Exatas e Tecnologia, UFAM,
em lItacoatiara-AM. A partir dos 6leos essenciais foram preparadas emulsées,
com Tween 80, na proporcao de 1:1 e dissolvidas em agua destilada para a
obtencéo de solucbes com concentracdes de 1 %, 0,1%, 0,01% e 0,001% (v/v).
Foram estabelecidos dois tratamentos controles, um apenas com agua
destilada e outro contendo uma solu¢do do tensoativo a 1% (v/v), e quatro
tratamentos em delineamento inteiramente casualisados, aplicados frente trés
espécies-teste (alface, tomate e pimenta biquinho), cada tratamento com quatro

repeticoes.

4.5.2 Ensaio Alelopético

As sementes de alface (Lactuca sativa), variedade Hanson 029, tomate
(Solanum lycopersicum), variedade San Marzano 270 e Pimenta biquinho
(Capsicum chinense) 970 foram adquiridas em comércio local, cada Placa de
Petri recebeu 20 sementes Os bioensaios foram conduzidos em incubadora do
tipo B.O.D Microprocessada Biothec -BT 71 /PID com volume interno de 300
litros, controle de temperatura digital PID com sensibilidade de 0,1 °C e exatidédo
interna de 0,3°C, set point de ajuste de seguranca contra resfriamento com
desligamento programado e ocorre presenca de lampadas tipo led branca 6000
k-1P 65 de baixo consumo.

Foram colocadas na tampa e no fundo da placa de Petri duas folhas de
papel germitest autoclavadas contendo os tratamentos e foram realizadas

avaliacOes diarias e até que a germinacéao cessasse (10 dias consecutivos). Os
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resultados foram expressos conforme as diretrizes da (RAS): Regras para
Andlise de Sementes (Brasil.,2009). Considerando sementes germinadas,
aguelas que apresentassem a protrusdo da radicula de no minimo 2 mm de

comprimento (Miranda et al., 2015).

4.5.3 Analise Estatistica

O teste estatistico foi realizado conforme as equacdes propostas por
Labouriau; Valadares., 1976

As varidveis mensuradas foram porcentagem de germinacdo (%Cv),
tempo médio de germinacdo (TMG), velocidade média de germinacédo (VG),
indice de velocidade de germinacédo (IVG) e Comprimento Médio Radicular
(CRM) calculados pelas seguintes equacdes a seguir:

a) Equacdo 2: Férmula da Porcentagem de Germinacgao:
%G = (N/100) x 100.
Onde: N = numero de sementes germinadas ao final do teste;
Unidade: %.

b) Equacéo 3: Férmula do Tempo Médio de Germinacdao:
TMG = (3 niti) /> ni.
Onde: ni = nimero de sementes germinadas por dia;
ti = tempo de incubacéo;
i=1— 12 dias;
Unidade: dias;

c) Equacédo 4: Férmula da Velocidade Média de Germinacao:
VG =1/t
Onde: t = tempo médio de germinacao;
Unidade: dias-1,;

d) Equacdo 5: Formula do indice de Velocidade de Germinag&o:
IVG =3 (ni /ti)
Onde: ni = numero de sementes que germinaram no tempo i’;
ti = tempo apods instalacdo do teste;
i =1 — 12 dias. Unidade: adimensional;

e) Equacéo 6: Formula do Comprimento Médio Radicular:
CMRP =(3>c)/n
Onde: ¢ = comprimento de sementes germinadas;
n = numero de sementes germinadas; Unidade: cm.
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Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey, utilizando o programa Sisvar a 5% de
probabilidade e os dados quantitativos significativos foram submetidos a

analise de regresséo para determinacao das variaveis analisadas.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Rendimento do 6leo essencial

O ¢leo essencial extraido das folhas de S. cumini apresentou-se incolor e
com odor forte.

O teor de oleo essencial foi de 0,25% sendo superior aos resultados
obtidos por Da Silva et al., (2018) realizado no estado de Goias que obtiveram o
rendimento de 0,03% e Xavier, et al., (2021) no qual apresentou teor de 0,12%
ao utilizarem folhas secas coletadas no estado do Parana e superior aos
resultados de Saroj et al., (2015) que ao realizar a extracdo do 6leo essencial
obtiveram teor de 0,05 % durante o més de novembro, e foram proximos aos de
Petrachaianan et al., (2019) na provincia de Nakhon Nayok na Tailandia com
teor de 0,24% ao utilizar folhas frescas para a extracao do 6leo essencial no
periodo do veréo.

Desta forma foi possivel verificar que as diferencas entre os rendimentos
obtidos neste trabalho e os encontrados na literatura podem ser justificados pela
localizacdo geografica da planta e entre outros fatores como: altitude, idade da
planta, disponibilidade hidrica (Gobbo-Neto; Lopes, 2007; Matias et al.,2016).

5.2 Composicao quimica

A amostra utilizada foi identificada como AZS-E6 e apresentou em sua
composicdo 79 substancias que foram detectadas por meio da analise do
cromatograma obtido por CG-EM (tabela 1), das quais 47 foram identificadas,
correspondendo a um percentual total de 98% de area.

As substancias majoritarias identificadas na analise quimica por CG-EM
foram: cis-B-ocimeno (22,4%), B- pineno (8,7%), Limoneno (8,4%), a-Terpineol
(8,0%), a-pineno (6,2%) e trans- cariofileno (6,2%).
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Tabela 1: Substancias presentes no 6leo essencial de S. cumini

Substancia IR*Adams IR* AZSE6 Area (%)
(2017) AZSE6
cis- B-ocimeno 1032 1028 22,4
a- fencheno 945 947 0,4
Canfeno 946 949 1,4
B-pineno 974 979 8,7
Mirceno 988 989 3,92
orto-cimeno 1022 1024 1,76
Limoneno 1024 1029 8,4
a-pineno 932 939 6,2
trans-f-ocimeno 1050 1044 1,22
a pineno oxido 1099 1072 0,31
trans-ocimenone 1238 1216 0,33
2,3 epoéxi-pineno 1099 1095 0,24
2,7,7 trimeti, 1099 1100 0,63
3-Oxatriciclo (4.1.1.0) (2,4)] octano '

2- Ciclohexiletilacetato 1233 1216 0,36
fenil-B-acetato 1232 1218 0,54
allo-ocimeno 1132 1126 0,24
cis-miroxido 1135 1129 0,18
miroxido-trans 1145 1142 0,29
trans-pinocarveol 1139 1140 0,11
trans-verbenol 1144 1145 0,14
canfeno hidrato. 1149 1155 0,25
Borneol 1169 1172 0,39
para-cimen-8-ol 1182 1188 0,13
a- terpineol 1188 1197 8,0
trans p-menta-2,8-dien-1-ol 1113 1119 0,17
fenchil acetato exo 1232 1217 0,74
trans pinocarveil acetato 1298 1268 0,20
(3 trans) -2-Metil-3,5-hexadien-2-ol 1187 1198 0,32
2-metil-6-hepten-3-ol 1189 1189 0,62
2,6-Dimetil-2,6-octadien-1,8-diol diacetato 1284 1277 0,36
hotrienil acetato 1109 1113 0,25
mirtenil acetato 1290 1294 0,14
cis-verbenol 1141 1148 0,13
Mirtenol 1195 1187 0,15
Benzeno acetaldeido 1185 1189 0,16
ocimenil acetato 1261 1278 0,19
trans-cariofileno 1417 1416 6,2
a- humuleno 1452 1451 3,83
limoneno oxido trans 1142 1140 0,50
4,5-di-epi-Aristolocheno 1471 1468 0,26
cariofilenil alcool 1570 1571 0,83
Epoxicariofileno 1583 1578 6,01
- selineno 1489 1487 0,27
cis-cariofileno 1408 1412 0,37
Humulol 1609 1601 0,46
humuleno epoxido Il 1608 1605 2,33
Viridiflorol 1592 1596 0,38

Fonte: O autor (2024)

Xavier et al., (2021) relataram que o 6leo essencial das folhas de S. cumini
era abundante em a-Pineno (19,56%), trans-B-Ocimeno (4,93%), e B-Pineno

(2,4%) destes compostos apenas 0 a-Pineno foi superior ao deste trabalho de
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conclusao de curso e o composto B-pineno apresentou-se majoritariamente na
amostra AZSE-6 com valor superior aos dos autores citado anteriormente.

Muhammad et al., (2020) obtiveram como constituintes majoritarios do
Oleo essencial de S. cumini: B-farneseno (3,42%), cariofileno (3,46 %), terpinen-
4-0l (3,61 %), B-mirceno (3,90 %), y-cadineno (4,09 %), fenchol (4,22 %), cis-B-
ocimeno (4,40%) e 5-metil-1,3,6-heptatrieno (4,90 %). Desta forma foi possivel
analisar que o percentual de area do cis-B-ocimeno obtido no Paquistao foi
inferior aos obtidos nesse trabalho de concluséo de curso.

Badawy e Abdelgaleil., (2014) no Egito em seus testes apresentaram
como constituintes majoritarios do Oleo essencial de S. cumini: a-pineno
(17,26%), a-terpineol (13,88%) e B-pineno (11,28%), diferente dos resultados
apresentados por Nishandhini et al.,, (2015) que apresentaram como
constituintes majoritarios a-pineno (21.5%), trans-B-Ocimeno (6.8%) e a-
terpineol (9.5%). Saroj et al., (2015) analisaram no 6leo essencial de S. cumini a
presenca dos constituintes: a-pineno (17,2%), B-pineno (8,6%), B-mirceno
(5,4%), limoneno (4,3%), cis-B-ocimeno (10,9%), trans-p -ocimeno (9,6%) e o a-
terpineol (3,9%) estes componentes também foram encontrados neste trabalho
de concluséo de curso, contudo foram inferiores exceto o composto a-pineno
que apresentou percentual de area de 17,2% no Oleo essencial extraido por
Saroj et al., (2015).

Sobral e Souza et al., (2014) relatam que o constituinte quimico B-pineno
(8,26%) foi inferior ao obtido neste trabalho de concluséo de curso, o que permite
analisar que fatores como: a época de coleta, localidade geografica da planta,
radiacdo UV, e entre outros podem ter influenciado diretamente na variacao

desses constituintes quimicos. (Gobbo-Neto & Lopes, 2007 & Matias et al.,2016).

5.3 Atividade Alelopéticain silico

A validacao da metodologia in silico péde ser confirmada a partir do calculo
do desvio quadratico médio (RMSD), cuja o valor apresentado foi de 0.36 A, e
funcdo de pontuacdo ChemScore definindo assim os parametros do docking

molecular para a proteina selecionada (PDB: 1R70).
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Na tabela 2 sdo apresentados os valores de pontuacgéo dos ligantes do 6leo
essencial de S. cumini e a interacdo com os aminoacidos do sitio ativo da enzima

Apo-mannanase 26 A e do seu ligante original.

Tabela 2: Interagdo dos compostos majoritarios do 6leo essencial de Syzygium cumini (L.)
Skeels por meio do Docking Molecular frente os aminoacidos do sitio ativo da enzima Apo-
mannanase 26 A.

Ligante Funcéo de Interagcbes Moleculares
Pontuacéao
LIG: Acido-2-N-Morfolino 35,0966 ALA133; TYR132
etano sulfénico
SCO01:Limoneno 32,8383 ILE411; VAL414
SC02:cis-B-ocimeno 34,9803 LYS129: ALA133:TYR132; TYR415
SCO03:Alfa-Terpineol 31,6765 ASP197(H); TYR132; TYR415
SCO04: a-pineno 25,0435 TYRA415; VAL414
SCO05: B-pineno 25,7665 ILE411:ALA133:VAL414; TYR415
SCO06: Trans-cariofileno 33,391 ALA133; TYR415; TYR132

Fonte: O autor., (2024)

Apesar dos valores de pontuacdo dos compostos majoritarios do 6leo
essencial de S. cumini (L.) Skeels ndo serem superiores aos do ligante original é
possivel observar que trés derivados apresentaram valores préximos sendo estes:
SCO02, SC03 e SCO06. A figura 5 apresenta a interacdo do ligante SC01 com o sitio
ativo da enzima Apo mannanase 26 A, apresentando interacdo com apenas dois
aminoécidos do sitio ativo da enzima sendo: ILE 411 e VAL414.

Figura 5: Interagéo do ligante SC01 com os aminoacidos do sitio ativo da enzima
Apo-mannanase 26 A.

ILE
A4l

VAL
Aa1a

Interactions
Alloyl

Fonte: O autor (2024)
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O ligante SCO1 é um monoterpeno de férmula molecular CLOH16 muito
conhecido por suas propriedades farmacologicas. apresenta interacdo com
apenas dois aminoacidos do sitio ativo da enzima Apo-mannanase 26 A e esta
interac&o ocorre por meio de interacdo do tipo alquil onde o carbono (CH3) da
extremidade proxima da dupla ligacdo consegue interagir com maior
especificidade com os aminoacidos ILE414 e VAL:414 sendo sustentado pela
hibridizacao do tipo (sp3) (Cerqueira.,2015).

A figura 6 apresenta a interagao do ligante SCO02: cis-B-ocimeno com 0s
aminoacidos do sitio ativo da enzima Apo-mannanase 26 A. O ligante apresentou
interacdo com os aminodacidos: LYS129; ALA133:TYR132; TYR415.

Figura 6: Interacao do ligante SC02 com os amino&cidos do sitio ativo da enzima
Apo-mannanase 26 A.

LYs TYR
Al29 TYR AA15
ALA [
A:133 A132
Interactions
Allcyl Pi-alkyl

Fonte: O autor (2024)

O cis-pB-ocimeno em comparacdo com o ligante original da Apo-
mannanase 26 A apresentou interacdo do tipo alquil e Tr-alquil com os
aminoacidos LYS129: ALA133:TYR132; TYRA415, estes tipos de interactes
moleculares sdo de especificidade do ligante com o sitio ativo da proteina.

A estrutura do ligante apresenta ligacdes estimuladas pelos carbonos
(CH3) existentes nas extremidades com os aminoacidos TYR132, ALA133 e
TYR415 favorecidos pela hibridizacdo do tipo sp3 que permite maior tenséo
eletrdbnica e estabilidade molecular, j& as duplas ligacbes do ligante

apresentaram afinidade pelos aminoacidos LYS129 e ALA133 sendo estas
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sustentadas por meio da hibridizacéo do tipo sp2 das duplas ligacdes existentes
gue conferem estabilidade molecular (Barreiro.,2008; Cerqueira.,2015).

A figura 7 apresenta a interacdo do ligante SC03 com os aminoacidos do
sitio ativo da Apo-mannanase 26 A. O ligante desenhado apresentou as
seguintes interagdes moleculares: ASP197(H); TYR132; TYR415

Figura 7: Interacdo do ligante SC03 com os aminoé&cidos do sitio ativo da enzima
Apo-mannanase 26 A.

TYR
A:415

ASP
A197

TYR
" A:132

Interactions

Conventional Hydrogen Bond Pi-alkyl

Fonte: O autor (2024)

O ligante SC03 apresentou uma ligacdo de Hidrogénio favorecida pela
hidroxila do ligante com o aminoacido ASP197 e interagao do tipo t-alquil com
os aminoacidos TYR132 e TYR415, sendo que o carbono da extremidade (CH3)
apresentou maior especificidade com os aminoacidos TYR132 e TYR415 e as
dupla ligacdo apresentou maior afinidade com o aminoacido TYR132, isso pode
estar associado a questdo da hibridizacao do tipo sp2 que confere estabilidade
molecular.

Em termos de docking molecular a estrutura do alfa terpineol é alvo de
diversas analises, pois pelo fato de ser um composto aromatico, pode participar
também do reconhecimento de outros ligantes e de novos receptores através de
ligagbes eletrostaticas de empilhamento (Barreiro.,2008; De, Martino et
al.,2010).

Em estudos de docking molecular a ligacao de hidrogénio é a ligacdo mais
importante pelo fato de estar presente em varios sistemas biologicos e ser
essencial para a determinacdo da estrutura de proteinas e acidos nucleicos,

além de ser um importante determinante de especificidade em catélise
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enzimatica e transferéncia de informacéo bioldgica, taxa da reacdo enzimaticas,
e entre outras funcdes (Fersht et al., 1985). As ligacdes de hidrogénio do alfa
terpineol sdo estaveis e podem ser mediadas entre &tomos aceptores e doadores
de elétrons para estabilizar sistemas de complexos enzima-ligante, conferindo
estabilidade molecular.

A figura 8 apresenta a interacéo do ligante SC04 com os aminoacidos do
sitio ativo da Apo-mannanase 26 A.

Figura 8: Interacdo do ligante SC04 com os aminoécidos do sitio ativo da enzima Apo-
mannanase 26 A.

TYR
Ac415

AL
Aca14

Interactions

Alleyl Pi-Alkyl

Fonte: O autor (2024)

O ligante SC04 apresentou afinidade com os aminoécidos TYRA415;
VAL414 sendo que a dupla ligacao do ligante apresentou maior afinidade com o
aminoacido VAL414 e o carbono da extremidade (CH3) apresentou alta
especificidade com o aminoacido TYR415 sendo estas ligacdes favorecidas por
interacOes do tipo alquil e 1T-alquil sendo estabilizadas pela hibridizagéo do tipo
(sp2) com a dupla ligagéao do ligante SC04 e (sp3) da extremidade deste ligante
(Barreiro.,2008).

O alfa pineno é muito estudado em analises de modelagem molecular pelo
fato de ser uma molécula versatil e de facil interacdo com alvos terapéuticos. A
estrutura do ligante possui tensdo molecular estavel o que confere acoplamento
com sitios especificos de diferentes enzimas. Bonfim de Barros et al., (2023)
relataram o potencial bioldgico e mecanismo de agéo do alfa pineno por docking

molecular frente Candida albicans e a alta toxicidade do composto o0 que pode
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ser um indicativo para que nos testes in vitro a atividade alelopética seja
evidenciada.

Na figura 9 é possivel analisarmos a interacdo do ligante SC05 com os
aminoacidos do sitio ativo da Apo-mannanase 26 A.

Figura 9: Interacdo do ligante SC05 com os aminoé&cidos do sitio ativo da enzima
Apo-mannanase 26 A.

TYR
A:415

VAL
ALA A:414
A:133
ILE
A411

Interactions

Alkoyl Pi-Alkoyl

Fonte: O autor (2024)

O ligante SCO05 apresentou afinidade com os aminoacidos
ILE411:ALA133:TYR132; TYR415 sendo estes mantidos por meio de ligacées
do tipo alquil e mr-alquil. No docking é possivel notar que os atomos de carbono
das extremidades apresentaram interacdo com o0s aminoacidos ALA133,
TYR415 VAL414 e ILE411 sendo que os aminoacidos do ligante original da
enzima sdo: ALA133; TYR132.

As interacfes alquil e 1r-alquil em estudos de docking séo eficazes para
andlise do acoplamento proteina-ligante, assim quando existe a presenca de
interacdes deste tipo de ligacdo é possivel afirmar que existe uma interacdo da
nuvem de elétrons pi- sobre um grupo aromatico e grupo de elétrons de qualquer
grupo alquil que necessita de um doador de estabilidade para o docking
molecular (Barreiro.,2008).

Sempre que o ligante interage com a proteina, em nivel atdmico, séo os
elétrons que estdo sendo envolvidos na formacéo de ligagbes covalentes ou ndo
covalentes, isto pode ser aplicado para as ligagbes alquil e Tr-alquil
(Cerqueira.,2015).
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Na figura 10 é apresentada a interacdo do ligante SC06 os aminoacidos
do sitio ativo da enzima Apo-mannanase 26 A.

Figura 10: Interacdo do ligante SC06 com os aminoacidos do sitio ativo da enzima
Apo-mannanase 26 A.

TYR
A415

TYR
Acd132

AlA
Acdl33

Interactions

Fonte: O autor (2024)

O ligante SC06 apresenta afinidade com os aminoacidos ALA133;
TYR415; TYR132 presentes no sitio ativo da enzima. O ligante desenvolvido
apresenta ligac6es do tipo alquil e T-alquil sendo este um sesquiterpeno, no qual
as duplas ligacGes apresentaram interacdo com o0s aminodcidos TYR132 e
TYR415 e o ciclobutano da estrutura apresentou especificidade com o
aminoacido ALA133 assim como o carbono da extremidade (CH3) apresentou

afinidade com o aminoacido ALA133.

5.4 Atividade alelopética in vitro

O Bioensaio de germinagao in vitro foi realizado afim de avaliar o efeito
alelopatico do 6leo essencial de S. cumini frente a alface tomate e pimenta-
biquinho.

A resisténcia ou até mesmo a tolerancia frente ao uso de aleloquimicos
pode variar de uma espécie de planta para outra, por conta disto a escolha das
espécies L. sativa (alface), Solanum licopersicum (tomate) e Capsicum chinense
(pimenta biquinho) se deve ao fato de estas serem hortalicas consideradas
sensiveis a compostos quimicos volateis como os 6leos essenciais e por essa
razao sao frequentemente empregadas em diversos bioensaios em laboratorio.
(Alves et al., 2004).
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O Oleo essencial de S. cumini influenciou na Porcentagem de
Germinacdo, no Tempo Médio de Germinacdo, Velocidade Meédia de
Germinacéo, no Vigor pelo indice de velocidade de germinagdo e Comprimento
Médio Radicular das cultivares estudadas. A intensidade destes efeitos variou
principalmente em funcdo da concentragdo avaliada e das variaveis analisadas

conforme visto nas tabelas 3,4 e 5 a seguir.

Tabela 3: Efeito alelopatico do 6leo essencial de S. cumini sobre sementes de Alface
(Lactuca sativa).

Tratamentos Germinacao T™MG VG VG CMR

TO 93,75 a 1,77 a 14,49 c 0,58 b 32,5ad
T1 85a 3,74 ab 6,85 b 0,11 a 29,7ad
T2 26,25 b 5,02 ab 1,20 a 0,13 a 7,89ac
T3 26,25 b 3,16 ab 2,52 a 0,32 ab 7,42ac
T4 23,75 b 2,57 ab 2,12 a 0,25 ab 6,75ac
T5 11,25 b 5,68 b 0.88a 0,26 ab 4,89ac
%G 16,74 4,74 2,94 3,76 3,21

Fonte: O autor (2024)

Legenda: TO= agua, Tl= Tween 80+agua (Polissorbato), T2=1%, T3=0,1%, T4=0,01%,
T5=0,001%. TMG= Tempo médio de germinac&o, IVG=indice de velocidade de germinacao,
VG=velocidade da germinacdo. %G= porcentagem de germinacdo. CRM: Comprimento Médio
Radicular.

Tabela 4: Efeito alelopético do 6leo essencial de S cumini sobre sementes de Tomate

(Solanum licopersicum)

Tratamentos Germinacao TMG IVG VG CMR
TO 85,0a 6,47 a 2,71c 0,15a 29,5ad
T1 86,25a 6,31a 2,73b 0,16a 21,7ad
T2 15,00b 5,97 ab 0,52 a 0,16a 4,89ac
T3 23,75 b 5,63ab 0,98 a 0,16a 4,42ac
T4 21,25Db 6,01b 0,79a 0,17a 4,75ac
T5 20,00b 5,98 ab 0,90 a 0,17a 3,89ac
%G 18,72 6,06 2,17 0,32 1,64

Fonte: O autor (2024)

Legenda: TO= &agua, T1= Tween 80+agua (Polissorbato), T2=1%, T3=0,1%, T4=0,01%,
T5=0,001%. TMG= Tempo médio de germinacéo, IVG=indice de velocidade de germinacao,
VG=velocidade da germinacdo. %G= porcentagem de germina¢do. CRM: Comprimento Médio
Radicular.
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Tabela 5: Efeito alelopatico do 6leo essencial de S. cumini sobre sementes de
Pimenta biquinho Capsicum chinense

Tratamentos Germinacao T™MG VG VG CMR

TO 75,0a 8,15ab 1,88 Db 0,12a 24,5ad

T1 76,25a 7,33 ab 1,85Db 0,13a 22, 7ad

T2 26,25b 7,16 ab 0,65 a 0,14a 5,89ac

T3 30,00b 7,09 ab 0,74 a 0,14a 4,72ac

T4 23,75b 9,14 b 0,59 a 0,11a 4,95ac

T5 20,00b 8,46 ab 0,43 a 0,11a 5,89ac
%(G) 42,08 7,89 1,47 0,98 5,12

Fonte: O autor (2024)

Legenda: TO= &agua, T1l= Tween 80+agua (Polissorbato), T2=1%, T3=0,1%, T4=0,01%,
T5=0,001%. TMG= Tempo médio de germinacdo, IVG=indice de velocidade de germinacéo,
VG=velocidade da germinacéo. %G= porcentagem de germinacdo. CRM: Comprimento Médio
Radicular.

Os tratamentos controle (H20 e Tween 1%) né&o inibiram a germinacéo
das sementes de alface, tomate e pimenta biquinho. Contudo, quando estas
foram submetidas a concentracdo de 1% de 0Oleo essencial de S. cumini em
todos os testes a germinacéo foi afetada pelo fato de se apresentarem sensiveis
aos tratamentos contendo o 6leo essencial.

No teste de 1% no tratamento para a alface o 6leo essencial promoveu
uma reducdo de aproximadamente 83% nha porcentagem de germinacao e tal
reducdo também foi observada frente a germinacdo de sementes de tomate que
foi de 81%, e a de pimenta biquinho que foi de 58% podendo afirmar que em
todas as concentracdes o 6leo essencial reduziu a porcentagem de germinacao
das sementes. Além disto tais concentracdes ndo diferiram estatisticamente
entre si.

O tempo médio germinacao (TMG) corresponde ao tempo nos quais as
sementes levaram para germinar em fungdo das concentragbes dos Oleos
essenciais aos quais foram expostas. Neste sentido € possivel afirmar que todos
os tratamentos contendo o Oleo essencial para a alface apresentaram-se
estatisticamente significativos entre si. A concentracdo de 0,001% apresentou
maior tempo medio de germinacgao devido ao fato de o 6leo essencial estar em
menor quantidade na solugdo. O tempo médio da germinacao nao foi afetado

Nos ensaios para as sementes de tomate, diferindo apenas no teste para pimenta
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biquinho onde o tratamento a 0,01% diferiu parcialmente das outras ja
analisadas.

A velocidade média de germinacdo (VG) das sementes também foi
avaliada e esta analise trata-se de um parametro inversamente proporcional ao
tempo médio de germinacdo. Neste sentido foi possivel analisar que para as
sementes de alface, tomate e pimenta biquinho os tratamentos contendo o 6leo
essencial reduziu drasticamente a velocidade média de germinacdo para
aproximadamente metade dos valores observados nos tratamentos utilizados no
experimento.

O vigor das sementes foi determinado por meio do indice de velocidade
de germinacdo (IVG). A reducdo no valor dessa variavel em relacdo as
testemunhas indica menor vigor das sementes. Dessa forma, os tratamentos
com o O6leo essencial em todas as concentracBes testadas reduziram
significativamente o vigor das sementes de alface sendo as concentracdes 1%,
0,1% e 0,01% as que se apresentaram eficazes frente a reducdo do (IVG). O
mesmo também foi observado frente as sementes de tomate no qual ocorreu
uma reducéo do (IVG) frente aos tratamentos de 1%, 0,1%, 0,01% e 0,001%.
No bioensaio para as sementes de pimenta biquinho foi observada uma reducéo
no (IVG) frente aos tratamentos 1% e 0,1 %. Isto pode ser explicado pelo fato de
a pimenta biquinho ser considerada uma semente de alta sensibilidade frente
aos 6leos essenciais e ser constituida majoritariamente por compostos como a
capsaicina que pode competir frente os terpenos contra a atividade destes
compostos quimicos.

Alves et al., (2004) analisaram o efeito do 6leo essencial de Ocimum
gratissimum L sobre a germinacdo das sementes de alface e a inibicdo ocorreu
com a concentracdo de 1,0%, diferente do resultado obtido para o 6leo essencial
de S. cumini, que inibiu a germinacéo das sementes em mais de 70% em todas
as concentracdes analisadas.

A atividade do 6leo essencial de S. cumini foi superior aos resultados
obtidos por Garbim et al., (2015) que ao utilizarem o 6leo essencial de eucalipto
(Eucalyptus globulus Labill) apresentou germinacéo inibida na concentragao de
0,3% enguanto que neste projeto na concentragao de 0,1% houve uma elevada

inibicdo na germinacdo das sementes de alface.
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Almeida et al., (2019) analisaram a influéncia do 6leo essencial das folhas
de Psidium guajava sobre o IVG do tomateiro e o percentual de germinacéao (%)
0os quais foram atrasados a partir da concentracdo de 0,75% diferente dos
resultados apresentados nesse trabalho onde o 6leo essencial de S. cumini
reduziu a velocidade de germinagdo e o percentual de germinagdo partir da
concentracdo de 1%.

A inibicdo de germinacdo das sementes pelos Oleos essenciais pode
estar associada a presenca dos terpenoides, visto que eles podem alterar o
processo de permeabilidade da membrana celular o que confere uma reducao
da atividade enzimatica e tende a interferir nos processos de transcricdo de DNA
e traducdo de RNA e acaba prejudicando a germinacdo de sementes e no
crescimento de plantulas (El-Shora; Abd El-Gawad et al., 2014; Marco et
al.,2012).

Miranda et al., (2014) constatou-se que o0s 6leos essenciais possuem
classes de substancias com potencial alelopatico dentre estes: Os
monoterpenos, capazes de realizar modificacdes morfoldgicas e fisioldgicas tais
como a inibicdo da cadeia respiratoria nas mitocéndrias diminuindo o processo
de producéo de energia, inibicdo da mitose impedido a duplicacdo de células,
peroxidacdo lipidica, danos a estrutura dos microtubulos, alteracbes na
integridade das membranas das células, deterioracdo das ceras cuticulares.

O processo de interferéncia na respiracao celular causada pelos 6leos
essenciais reduz altamente a atividade fotossintética e permite a inibicdo do
crescimento radicular e consequentemente a germinacdo das sementes (Batish
et al.,, 2004). Diferentes monoterpenos ja foram descritos na literatura sendo
apontados como agentes aleloquimicos dentre os quais também foram
identificados no Oleo essencial de S. cumini: limoneno, a-pineno, B-pineno (Ismalil
et al., 2013), a-terpineol (De, Martino et al.,2010).

De acordo com Saharkhiz et al., (2010). a atividade de inibicéo alelopatica
frequentemente € caracterizada por ser uma consequéncia do efeito de um
conjunto de aleloquimicos em sinergismo com alvos terapéuticos. Sendo assim,
a bioatividade dos 0leos essenciais de S. cumini sobre as sementes de alface,
tomate e pimenta biquinho pode ser resultado do sinergismo entre 0S seus
constituintes, incluindo as classes quimicas identificadas, em especial a dos

terpendides.
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6. CONCLUSAO

O rendimento do 0leo essencial extraido das folhas de S. cumini foi de
0,25%.

Os compostos majoritarios do 6leo essencial de folhas de Syzygium
cumini (L.) Skeels foram: cis-B-ocimeno (22,4%), B-pineno (8,7%), limoneno
(8,4%), a-Terpineol (8,0%), a-pineno (6,2%), trans-cariofileno (6,2%).

O teste de atividade alelopatica in silico péde ser confirmado por meio do
calculo do desvio quadratico médio (RMSD), cuja o valor apresentado foi de
0.36A e funcdo de pontuacdo ChemScore onde trés ligantes se destacaram:
SCO02, SC03 e SCO06 pelo fato de apresentarem ligacfes quimicas como de
hidrogénio com o sitio ativo da proteina investigada.

Quanto aos ligantes do teste in silico o ligante SC03 apresentou uma
ligacdo de hidrogénios aconselha-se que estudos de modificagdo molecular
sejam realizados visando estudar novos alvos terapéuticos e investigar o
mecanismo de acdo deste ligante para a atividade alelopatica usando outras
enzimas do processo de germinacao.

Os dleos essenciais inibiram a germinacdo das sementes de alface,
tomate e pimenta biquinho, além de ocasionarem o retardo no tempo de
germinacao e comprometerem o vigor das sementes.

A atividade alelopatica pode ser devido a presenca dos terpenos do 6leo

essencial de Syzygium cumini.
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