UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
INSTITUTO DE CIENCIAS EXATAS E TECNOLOGIA

MIDIA RODRIGUES DE OLIVEIRA

ATIVIDADE TRIPANOCIDA, RENDIMENTO E COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO
ESSENCIAL DE Piper marginatum

ITACOATIARA
2019



MIDIA RODRIGUES DE OLIVEIRA

ATIVIDADE TRIPANOCIDA, RENDIMENTO E COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO
ESSENCIAL DE Piper marginatum

Trabalho de Concluséo de Curso apresentado,
com o objetivo de aprovacdo no curso de
Bacharel em Farmacia, no Instituto de Ciéncias

Exatas e Tecnologia (ICET)

RENATA TAKEARA HATTORI

ITACOATIARA

2019



Ficha Catalografica

Ficha catalogréfica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Oliveira, Midia Rodrigues de
O48a Atividade tripanocida, rendimento e composi¢éo quimica do 6leo
essencial de Piper marginatum / Midia Rodrigues de Oliveira. 2019
29 f.: il. color; 31 cm.

Orientadora: Renata Takeara Hattori
Trabalho de Concluséo de Curso (Graduagdo em Farmacia) -

Universidade Federal do Amazonas

1. Piper marginatum (caapeba-cheirosa). 2. Piperaceae. 3. 6leos
essenciais. 4. composi¢do quimica. |. Hattori, Renata Takeara Il.
Universidade Federal do Amazonas lll. Atividade tripanocida,
rendimento e composi¢éo quimica do 6leo essencial de Piper

marginatum.




AGRADECIMENTOS

A Deus pela forca e cuidado constante;
A meu pai e minha méae pelo auxilio financeiro, incentivo e compreensao;
A minha orientadora pelas oportunidades e constantes instrucoes;

A equipe do laboratdrio de Produtos Naturais do Instituto pelo conhecimento
compartilhado, em especial Adriana Oliveira Castro, Regiane Goncalves e Vanessa

Farias dos Santos Ayres;

Aos meus colegas de curso pelo apoio e incentivo, em especial Luane Oliveira de

Souza e Inayra Soares da Silva;
A minha melhor amiga Roosalyn Santos da Silva por estar sempre ao meu lado;

A Professora Rosiane Morais de Souza por me incentivar a finalizar o curso quando

quis desistir;

A todos os meus professores que muito contribuiram para a minha formacéao

académica e raciocinio profissional;

A técnica do laboratorio da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto Izabel Cristina Casanova Turatti pelas analises dos 6leos em CG-
EM.
A Universidade Federal do Amazonas pela oportunidade e concess&o de bolsas de

pesquisa e auxilio estudantil.



“Na natureza nada se cria, nada se perde, tudo se transforma”

Lavoisier



RESUMO

A espécie Piper marginatum pertence a Familia Piperaceae e esta entre as
mais estudadas do género Piper por suas diversas aplicagcdes na medicina popular
tais como tbnica, carminativa e antiespasmaddica. Este trabalho tem por objetivo
avaliar rendimento, composicéo quimica e atividade tripanocida do 6leo essencial das
folhas de Piper marginatum. As folhas foram coletadas no Km 18 da estrada AM-010
e 0s Oleos essenciais foram obtidos por hidrodestilacdo do material fresco em
aparelho de Clevenger. Foram avaliados os Oleos obtidos de seis extracfes, que
apresentaram variacfes em seu rendimento. O maior rendimento foi obtido durante
o periodo chuvoso (0,20%) e o menor durante o periodo de seca (0,11%),
evidenciando-se desta forma que o teor dos 6leos essenciais desta planta € afetado
por variacbes de parametros como a temperatura e indice pluviométrico. Os
compostos majoritarios identificados foram: &-3-Careno (14,87%) e trans-B-ocimeno
(10,92%) para a amostra coletada em agosto de 2018. Para a amostra coletada em
dezembro de 2018 foram identificados 8-3-Careno (10,52%) e trans-B-ocimeno
(9,96%) como constituintes majoritarios. O 6leo demonstrou atividade frente a cepas

de Trypanosoma cruzi.

Palavras-chave: Piper marginatum (caapeba-cheirosa); Piperaceae; 06leos

essenciais; composi¢cao quimica.



ABSTRACT

The specie Piper marginatum belongs to the Piperaceae family and is among the most
studied of the genus Piper for its various applications in folk medicine such as tonic,
carminative and antispasmodic This work aims to evaluate yield, chemical
composition and trypanocidal activity of the essential oil of Piper marginatum leaves.
The leaves were collected at Km 18 of the AM-010 road and the essential oils were
obtained by hydrodistillation of the fresh material in a clevenger apparatus. The oils
obtained from six extractions, which presented variations in their yield, were
evaluated. The highest yield was obtained during the rainy season (0,20%) and the
smallest during the dry season (0,11%), evidencing this way that the essential oils
content of this plant is affected by variations in parameters such as temperature and
pluvimetric index. The major compounds identified were: 6-3-Carene (14,87%) and
trans-B-ocimene (10,92%) for the sample collected in august 2018. For the sample
collected in december 2018, d-3-Carene (10,52%) were identified and, trans-3-
ocimene (9,96%), as major constituents. The oil was effective active against strains
of Trypanosoma cruzi.

Keywords: Piper marginatum (caapeba-cheirosa); Piperaceae; essential oils;

chemical composition.
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1.0 INTRODUCAO

O metabolismo secundario das plantas € responsavel pela origem dos olec
essenciais, 0s quais tendem a sofrer alteracdes em sua composicéo e rendimento de
acordo com a situacdo em que a planta se encontra no ambiente. Fatores como
sazonalidade, indice pluviométrico, temperatura, solo e umidade relativa do ar podem
ser responsaveis por essas alteracdes (GOBO-NETTO & LOPES, 2007).

As espécies do género Piper, pertencente a familia Piperaceae, possuem em
sua composicdo diversas substancias com atividades biolégicas comprovadas.
Estudos anteriores comprovaram que os extratos das espécies de P. arboreum e P.
tuberculatum possuem atividade contra o parasita causador da Doenca de Chagas
(REGASINI et al., 2009) e que o fruto seco de P. nigrum contém grande quantidade
do alcaloide piperina que, juntamente com seus derivados sintéticos, € toxico contra
as formas amastigotas e epimastigotas do Trypanosoma cruzi (FREIRE-DE-LIMA et
al., 2008), entre outros estudos que ja evidenciaram acdo antimicrobiana
(GASPARETTO et al., 2017) e inseticida (SOUTO et al., 2012) dos 6leos essenciais
de outras espécies do género. A espécie P. marginatum vem sendo cada vez mais
estudada mostrando-se ativa contra larvas do mosquito Aedes aegypti (AUTRAN et
al., 2009), formigas (SOUTO et al., 2012) e cercarias do parasita Schistosoma
mansoni (FRISCHKORN et al., 1978).

A Doenca de Chagas (DC) € uma antropozoonose que se manifesta em duas
fases: aguda e cronica. De acordo com dados da OMS, estima-se que existam no
Brasil cerca de trés milhdes de individuos infectados. Nos ultimos anos, a ocorréncia
da doenca de Chagas na fase aguda tem sido observada em diferentes Estados,
principalmente na regido da Amazbnia Legal, especialmente por conta da
transmissao oral. Uma vez que ndo existem vacinas que previnam a doenca, é
essencial que se descubram métodos alternativos para trata-la, o que leva a busca
de substancias combatentes do protozoario na natureza (BRASIL, 2017). Varias
substancias de origem natural de diversas classes, como quinonas, alcaloides,
flavonoides, neolignanas e terpenos ja comprovaram atividade contra o Trypanosoma
cruzi, agente causador da Doenca de Chagas (GUIMARAES & FARIA, 2007).
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2.0 JUSTIFICATIVA

O parasita Trypanosoma cruzi possui um ciclo de vida complexo, exibindo
formas morfoldgicas e funcionais bastante distintas. E o agente causador da Doenca
de Chagas e representa um importante problema de saude publica em regides
endémicas (MOREL, 2000). Entre o periodo de 2012 a 2016, foram registrados 1.190
casos confirmados de doenca de Chagas aguda na maioria dos estados brasileiros,
com uma média anual de 238 casos sendo a quarta maior causa de morte no pais
entre as doencas infecto-parasitarias. Entretanto, a maior distribuicéo, cerca de 97%,
concentra-se na regido Norte (BRASIL, 2019).

A necessidade de se prevenir a transmissédo da doenca por transfusao levou a
busca por drogas que eliminem o parasita no sangue, ou seja, uma abordagem
quimioprofilatica. Esta consiste na esterilizacdo do sangue por substancias que
permitam transfundi-lo, com seguranca, entre seres humanos. Diversos estudos
realizados demostram que substancias de origem natural de diversas classes, como
quinonas, flavonoides e terpenos mostraram-se ativas contra o T. cruzi (GUIMARAES
& FARIA, 2007).

Os estudos da composi¢do quimica e atividades biolégicas de plantas da
Regido Amazonica sdo de grande importancia, visto que a Floresta Amazoénica possui
um grande potencial inexplorado. Muitas das espécies de Piper sdo usadas para fins
curativos por diversas culturas, tendo em sua constituicdo amidas insaturadas,
flavonoides, lignanas, aristolactamas, ésteres de cadeias longas e curtas, terpenos,
esteroides, fenilpropanoides e alcaloides (PARMAR et al., 1997). O estudo da
atividade tripanocida do Oleo essencial das folhas de Piper marginatum pode
contribuir fornecendo subsidios para o desenvolvimento de novos produtos com

aplicacao terapéutica.

3.0 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Avaliar rendimento, composi¢cdo quimica e atividade tripanocida do 6leo

essencial das folhas de Piper marginatum.
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3.2 Objetivos especificos
1. Avaliar o efeito da sazonalidade sobre o rendimento do 6leo essencial da
espécie;
2. Caracterizar quimicamente os 6leos essenciais por CG-EM (Cromatografia
Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas);
3. Analisar o potencial tripanocida do 6leo essencial das folhas de Piper

marginatum.

4.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 Oleos Essenciais

Os 6leos essenciais sao obtidos de plantas aromaticas, existindo cerca de 300
espécies com importancia econdmica no mundo todo, incluindo integrantes da familia
Piperaceae. S&o usados na culinaria para mascarar odores desagradaveis, como
repelentes de insetos, antimicrobianos e antioxidantes. Quanto a composi¢cao
guimica, os Oleos essenciais sdo constituidos por alcoois, terpenos, aldeidos,
cetonas, acidos, ésteres, éteres, sendo que esses Ultimos se fazem mais presentes
(COOK & LANARAS, 2016). No Brasil e no mundo, os 6leos essenciais recebem
atencdo especial do mercado de exportacdo e representam uma das principais
matérias-primas para as industrias de alimentos e perfumaria (BIZZO et al., 2009).
Na industria farmacéutica estdo presentes como coadjuvantes de medicamentos,
podendo-se destacar sua importancia devido a propriedades antimicrobianas e
antioxidantes (MIRANDA et al., 2016).

Os 0Oleos essenciais possuem em sua composicdo substancias tais como o
mentol e a mentona que inibem o crescimento das larvas de insetos (CARDOSO et
al., 2016). As espécies amazonicas destacam-se também pelas atividades larvicida
frente ao mosquito Aedes aegypti (SANTANA et al., 2015), leishmanicida (DO
CARMO et al., 2012) e bactericida (SILVA et al., 2018).

4.2 Familia Piperaceae
A familia Piperaceae abrange 5 géneros e aproximadamente 3.700 espécies
(CHRISTHENHUSZ & BYNG, 2016), existindo cerca de 284-458 espécies no Brasil
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(GUIMARAES, 2015) e s6 na Amazonia, 140-300 espécies podem ser encontradas
(ANDRADE et al., 2009).

As espécies da familia Piperaceae podem ser classificadas quanto ao porte e
ambiente como ervas terrestres, epifitas, subarbustos, arbustos ou arvores pequenas.
Seus caules apresentam-se nodosos e articulados enquanto que as folhas podem ser
alternas, opostas ou verticiladas. As espécies dessa familia sdo caracterizadas por
possuir inflorescéncias no formato de espigas ou cachos, axilares, terminais ou
opostas as folhas da planta (CARVALHO-SILVA et al., 2013). No Brasil, trés géneros
sdo os dominantes, sendo eles Manekia, Peperomia e Piper distribuidas em maior
guantidade na Mata Atlantica e Amazoénia (SAMAIN, 2010). Os Oleos essenciais
extraidos de espécies da familia sdo predominantemente compostos de
sesquiterpenos seguido dos monoterpenos e em menor quantidade os
fenilpropanoides (BENITEZ et al., 2009; SANTOS et al., 2001) e possuem
propriedades inseticida (ANDRES et al., 2017), antimicrobiana (OKOH et al., 2017) e

anti-acetilcolinesterase (KARAK et al., 2018) entre outras.

4.3 Género Piper.

O género Piper é um dos mais importantes da familia Piperaceae com
aproximadamente 290 espécies ocorrendo em todo o pais, com uma maior
representatividade na regido norte com 136 espécies registradas no estado do
Amazonas das quais 80% ndo possuem estudos quanto a sua composi¢cado quimica
(GUIMARAES, 2015).

Os estudos com espécies desse género tém revelado a presenca de alcaloides,
amidas, lignanas, neolignanas, fenilpropanoides, terpenos, esteroides, flavonoides, e
derivados de acidos benzoicos. Dentre essas espécies existem muitas que séo
biologicamente ativas com propriedades antimicrobiana, anti-helmintica (CORRAL et
al, 2018), inseticida (KANIS et al, 2018) antitumoral (VANDRESEN et al, 2017) e
tripanocida (MORAIS et al., 2019). Estas atividades podem estar relacionadas com a
presenca das substancias majoritarias tais como y-eudesmol, (E)-nerolidol e D-
germacreno (ARAUJO et al., 2018).

Silva et al.,, (2014) demonstrou através de seu estudo que substancias
presentes no 6leo essencial das espécies de Piper hispidum, Piper anonifolium e
Piper aleyreanum sdo capazes de inibir o crescimento de fungos, sequestrar radicais
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livres, inibir enzimas e matar células cancerigenas e uma vez que muitas dessas
substancias sdo marcadores taxondmicos, podem ser encontradas em outras
espécies do género.

4.4 A Espécie Piper marginatum

Popularmente conhecida como “caapeba cheirosa”, “pimenta do mato” ou
“‘malvaisco”, € um arbusto amplamente distribuido em paises como a Guatemala,
Equador, Caribe e Brasil. A espécie possui como caracteristicas marcantes folhas
em formato de coracdo e inflorescéncias em forma de espigas alongadas
(SEQUEDA-CASTANEDA et al., 2015).

Na Amazonia, informacdes etnobotanicas mostram que as folhas de P.
marginatum séo usadas sob a forma de chéa para tratar doencas do figado e vesicula,
além de ser tbnica, carminativa, ter acdo antiespasmadica e cercaricida (ANDRADE,
2009). Dentre as atividades bioldgicas desta espécie estao atividade antioxidante
(BAY-HURTADO et al, 2016), inseticida (SEQUEDA-CASTANEDA et al, 2015),
ovicida (KRINSKI et al., 2018), acaricida (RIBEIRO et al., 2016) e antimicrobiana
(GAMBOA et al., 2018; ALMEIDA et al., 2018). Em folhas de Piper marginatum
coletadas de um fragmento da floresta Atlantica localizada no campus da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), os fenilpropanoides (Z)-
asarona e (E)-asarona sao encontrados em maior quantidade e B-pineno, linalol,
isoeugenol, a-humuleno, a-terpineol, elemol e safrol sdo compostos minoritarios
(MORAES, 2014). Entretanto, Costa et al., (2010) identificou isoelemicina, apiol, &-
guaieno, valeneno e (E)-cariofileno como constituintes majoritarios do 6leo essencial
extraido de espécime coletado em Jodo Pessoa, no Estado da Paraiba.

Por ser constituido majoritariamente de substancias oxigenadas, outras
atividades frente a micro-organismos sdo atribuidas ao Oleo essencial da P.
marginatum tais como a atividade antimicrobiana devido a presenca de safrol
(SANCHEZ et al 2011) e & presenga de D-germacreno e limoneno (DUARTE, 2006).
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5.0 MATERIAIS E METODOS
5.1 Coleta do vegetal
Folhas de P. marginatum foram coletadas por volta de 7h:30min na Estrada

AM 010, Km 18, para extracdo de 6leos essenciais.

Figura 1. P. marginatum em sitio de coleta.
Fonte: Autor, 2019.

5.2 Extracdo dos 6leos essenciais

Os 6leos essenciais foram obtidos por hidrodestilagcdo do material fresco em
aparelho de Clevenger por aproximadamente seis horas. Em seguida, foram
centrifugados por 10 minutos a 3500 rpm para separacao e retirada da agua. Os 6leos
essenciais obtidos foram mantidos em tubos falcon tampados sob refrigeracdo até o
momento de serem analisados. Os rendimentos obtidos dos 6leos essenciais foram

calculados baseados no peso das folhas (v/m) de acordo com a férmula a seguir:

R (%) = Volume (mL) x 100
massa (g)

Figura 2. Hidrodestilagdo em aparelho de
Clevenger.
Fonte: Autor, 2019.
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5.3 Variacao sazonal

As coletas foram realizadas a cada dois meses para andlise da variacao
sazonal do rendimento dos 6leos essenciais no periodo de agosto de 2018 a junho
de 2019, tomando-se nota dos dados climaticos no momento da coleta e do indice
de precipitacdo do dia anterior, sendo este ultimo fornecido pelo Instituto Nacional de
Meteorologia — INMET.

5.4 Andlise dos constituintes quimicos do 6leo essencial

Os 6leos extraidos foram submetidos a analise em CG-EM em equipamento
SHIMADZU acoplado a um espectrdmetro de massas SHIMADZU QP2010. Para
cromatografia dos componentes foi empregada coluna DB-5MS, com 30 m x 0,25
mm, espessura do filme interno de 0,25 pum. A identificagdo dos constituintes foi feita
por interpretacdo de seus respectivos espectros de massas, célculo do indice de
Kovat's e por comparacdo com dados da literatura. Esta analise foi realizada
utilizando-se o equipamento da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto-USP pela técnica Izabel Cristina Casanova Turatti.

Figura 3. Equipamento CG-EM.
Fonte: Gongalves, 2013.

5.5 Teste de Atividade contra Trypanosoma cruzi
O d6leo essencial foi submetido ao ensaio colorimétrico (BUCKNER et al.,
1996), com algumas modificacdes (OLIVEIRA et al., 2006) para verificar a atividade
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tripanocida. Para este ensaio utilizou-se cepas de T. cruzi (Tulahuen) transformada
para expressar (B-galactosidase, enzima que é capaz de catalisar uma reacao
colorimétrica quando o vermelho de cloro-fenol-B-D-galactopiranosideo (CPRG) é
utilizado como substrato.

No ensaio com formas tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi provenientes
de cultura de tecido, cerca de 4.000 células L929 por poco foram semeadas em
placas de 96 pocos, seguindo incubac&o durante a noite em estufa, a 37 °C, para a
adesdo da célula a superficie. Apés incubacdo, a infeccdo foi feita com 10
tripomastigotas provenientes de cultura de tecidos/célula, durante 2 h. Apos esse
periodo, 0 meio contendo os parasitas extracelulares foi substituido por meio novo e
a placa foi novamente incubada a 37 °C durante 48 h. As amostras diluidas nas
concentracdes de 20 e 10 pg/mL foram incubadas, e apés incubacéo a 37 °C por 96
h foi adicionado o substrato CPRG aos pocos. Incubou-se novamente a placa a 37
°C e a leitura foi realizada ap6s 16-20 h em espectrofotdmetro utilizando um filtro de
570 nm. Simultaneamente, 0s seguintes controles foram utilizados: células nao
infectadas, células infectadas nao tratadas, benzonidazol a 1 pg/mL (controle
positivo) e DMSO diluido em meio a uma concentracdo final de 1% (controle
negativo). Os resultados foram expressos por porcentagem de reducdo da
absorbancia dos pocos experimentais em comparacdo com a absorbancia dos pocos
contendo células infectadas nao tratadas. Este ensaio foi realizado em parceria com
o Centro de Pesquisas René Rachou, FIOCRUZ-MG.

6.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Rendimentos
O Oleo essencial extraido apresentou coloracdo amarelada e aroma intenso.

Os resultados dos rendimentos obtidos estdo descritos na tabela 1.

O rendimento do 0leo essencial extraido das folhas de Piper marginatum
sofreu variacdes de acordo com a época de coleta, sendo observado o mais alto
rendimento no més de outubro/2018 (0,24%), enquanto que o mais baixo rendimento
foi obtido no més de fevereiro/2019 (0,10%). O maior rendimento obtido corresponde
ao periodo de seca intensa, e 0 menor rendimento foi obtido durante o periodo de

chuvas na regido.
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O menor rendimento de 6leo essencial durante o periodo de chuva pode ter
sido devido a lixiviacdo, pois de acordo com Gobbo-Neto & Lopes (2007) a chuva
continua pode resultar na perda de substancias hidrossoluveis das folhas e raizes por
lixiviacao e isto se aplica a algumas plantas produtoras de alcaloides, glicosideos e
até mesmo 0Oleos volateis.

Estudos anteriores com as folhas frescas da espécie mostraram que para
amostras coletadas na cidade de Manaus-AM o rendimento alcancado foi de 1,4%
(ANDRADE, et al 2008). Ramos et al (1986) obteve 0,7% do 6leo essencial de folhas

coletadas na mesma regido de Itacoatiara, no periodo de seca.

Tabela 1. Rendimento do 6leo essencial das folhas de P. marginatum.

indice
Més/Ano  Temperatura ] . Cddigo da Massa do Volume Rendimento
Pluviométrico!

(°C) amostra vegetal (9) OE (pL) (%)

(mm)
Agosto/18 26,5 0,0 PM-1 890,20 1524 0,17
Outubro/18 29,9 0,0 PM-2 985,36 2425 0,24
Dezembro/18 26,5 0,4 PM-3 946,88 1480 0,16
Fevereiro/19 27,0 25,2 PM-4 974,20 1010 0,10
Abril/19 31,5 11,4 PM-5 658,93 1515 0,23
Junho/19 32,0 2,0 PM-6 1041,19 1780 0,17

1: fornecido pelo Instituto Nacional de Meteorologia referente ao dia anterior a coleta.

6.2 Composic¢ado quimica

A amostra PM-1, coletada no més de agosto (periodo de seca), apresentou
em sua composicao 59 substancias que foram detectadas por CG-EM e observadas
no cromatograma, das quais 48 foram identificadas. As substancias majoritarias
identificadas foram o 6-3-Careno (14,87%) e trans-B-ocimeno (10,92%). A amostra
PM-3, coletada no més de dezembro (periodo de chuvas na Regido Amazénica)
apresentou 57 constituintes, dos quais 52 foram identificados, apresentando os
mesmos compostos majoritarios que a amostra anterior, sendo 8-3-careno (10,52%)

e trans-B-ocimeno (9,96%). Observando-se, portanto, que houve variacdo tanto do
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namero de metabdlitos produzidos quanto no percentual e classe de substancia em
funcdo da época de coleta.

Cinco substancias presentes no 6leo essencial da amostra PM-3, coletada
durante o periodo de cheia, estdo ausentes no 6leo essencial coletado durante o
periodo de seca, sendo elas: allo-aromadendreno, di-epi-4,5-aristolocheno,
viridiflorol, eudesm-7(11)-em-4-ol e 3,4-metilenodioxipropiofenona. Para a amostra
PM-1, coletada no periodo de seca, verificou-se a presenca de quatro substancias
diferentes em relacéo a PM-3, a saber: bulnesol, estragol, globulol e a-cadinol sendo
estas trés ultimas encontradas também por Andrade et al., (2008) para a mesma
espécie vegetal (tabela 2).

Autran et al., (2009) afirma que o Oleo essencial da P. marginatum contém o
fenilpropanoide (Z)-Asarona (30,4%) e o0 sesquiterpeno oxigenado alcool pathouli
(16,0%), substancias estas que nao foram identificadas durante as analises
realizadas neste trabalho. Moraes et al.,, (2014) também encontrou (Z)-Asarona
(33,80%) e alcool pathouli (17,43%), além de (E)-Asarona (16,72%) como compostos
majoritarios. No entanto, Costa et al., (2010) encontrou composicdo quimica
majoritaria diferente dos autores acima mencionados, com isoelemicina (21,7%),
apiol (20,1%) e d—guaieno (16,7%).

A composicdo quimica majoritaria das duas amostras analisadas neste
trabalho ndo apresentou diferencas entre si, somente com a literatura, variando quali
e quantitativamente em func@o da época e lugar de coleta. Gobo Netto & Lopes
(2007), afirma que, além dos parametros citados anteriormente, a temperatura, indice
pluviométrico, radiacéo ultravioleta e altitude também podem influenciar na producao

e constituicdo quimica dos 6leos essenciais.

Tabela 2. Substancias presentes no 6leo essencial de Piper marginatum

Area (%) Area (%)

A i * * a * b
Substancia RI* Adams (2017) RI* PM-1 RI* PM-3 PM-1 PM-3
a-pineno 939 932 921 2,93 2,30
canfeno 954 947 947 0,09 0,11
sabineno 975 972 972 0,10 0,08
B-pineno 979 976 977 1,94 1,50
B-mirceno 990 988 990 1,52 1,28
a-felandreno 1002 1006 1006 0,25 0,21
8-3-Careno 1011 1011 1011 14,87 10,52
p-cimeno 1024 1024 1024 0,27 0,19
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A N N a N , Area (%) Area (%)
Substancia RI* Adams (2017) RI*PM-1 RI* PM-3 PM-1 PM-3
limoneno 1029 1028 1028 0,91 0,70
cis-B-ocimeno 1037 1036 1036 6,97 6,23
trans-B-ocimeno 1050 1046 1046 10,92 9,96
terpinoleno 1088 1089 1089 0,20 0,16
Linalol 1096 1101 1101 3,63 4,91
estragol 1196 1200 - 0,17 -
safrol 1287 1289 1289 0,47 0,91
o0-elemeno 1338 1337 1337 0,83 1,33
ciclosativeno 1371 1364 1364 0,25 0,18
a-copaeno 1376 1375 1375 3,44 3,10
B-bourboneno 1388 1384 1384 0,52 0,36
B-cubebeno 1388 1384 1429 0,20 0,35
B-elemeno 1390 1392 1392 0,71 0,89
Metil-eugenol 1403 1407 1407 1,29 1,21
a-ionona 1412 1386 1386 0,31 0,42
trans-cariofileno 1419 1418 1419 6,74 9,00
aromadendreno 1441 1438 1640 0,20 1,30
a-humuleno 1454 1452 1453 0,68 0,81
allo- 1460 . 1456 . 0,24
aromadendreno
drepi-4,5- 1473 . 1469 . 0,15
aristolocheno
3,4-m§tllenod|OX| 1473 i 1535 ) 7.15
propiofenona
D-germacreno 1481 1480 1481 4,25 5,96
a-amorfeno 1484 1476 1477 0,38 0,50
B-selineno 1490 1485 1486 1,93 3,10
B'C'C'Ogirmacre” 1500 1496 1496 2,88 3,93
a-muroleno 1500 1500 1500 0,46 0,58
A-germacreno 1509 1504 1504 0,32 0,45
y-cadineno 1513 1514 1514 0,19 0,30
miristicina 1518 1511 1512 2,05 1,40
O-cadineno 1523 1523 1524 1,02 1,28
elemol 1549 1550 1550 1,65 2,21
elemicina 1557 1560 1560 1,66 1,84
trans-nerolidol 1563 1564 1565 1,00 1,31
espatulenol 1578 1577 1578 2,51 1,87
oxido de 1583 1582 1582 0,89 0,57
cariofileno
globulol 1590 1584 - 0,26 -
viridiflorol 1592 - 1594 - 0,16
y-eudesmol 1632 1632 1632 0,34 0,42
a-muurolol 1646 1647 1643 0,14 0,53
B-eudesmol 1650 - 1650 - 1,47
a-cadinol 1654 1643 - 0,42 -
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A 0 A 0
Substancia RIF Adams (2017) RFPM-12  Rirpm-gr 1€ (%) Area (%)

PM-1 PM-3
intermedeol 1666 1655 1655 1,97 2,27
bulnesol 1671 1668 - 0,16 -
eudesm-7(11)-en- 1700 . 1659 . 0,70

4-ol

*. indice de retencdo; a: 6leo essencial de Piper marginatum, coletado em agosto/2018; b: éleo essencial
de Piper marginatum, coletado em dezembro/2018.

6.3 Atividade tripanocida

Os resultados do teste de atividade tripanocida para o 6leo essencial de Piper
marginatum coletado em fevereiro de 2014 encontram-se na Tabela 3.

O oleo foi aplicado em quatro concentracfes, sendo mais eficaz na
concentragcado de 80 pg/mL, matando 60% dos parasitas. O valor de ICso do 6leo
essencial de P. marginatum sobre o parasita foi de 69,5 pg/mL, enquanto o valor de
ICs0 sobre as células hospedeiras foi quase o dobro. Isto significa que é possivel
reduzir em 50% o crescimento do T. cruzi causando danos em 25% das células
hospedeiras. Analisando-se o indice de seletividade, percebe-se que o 6leo essencial
extraido das folhas de P. marginatum é quase duas vezes mais toxico para o parasita
causador da Doenca de Chagas em relacdo ao hospedeiro.

No trabalho realizado por Monzote (2017) com o 6leo essencial da espécie
Piper aduncum, o mesmo descobriu que este possui atividade leishmanicida (ICso =
7,7 ug/mL) e tripanocida (ICso = 2,0 pg/mL). Villamizar et al (2017) encontrou para a
mesma espécie, nerolidol (25,22%) e linalol (13,42%) como constituintes majoritarios
do 6leo essencial e ao testar esses compostos isoladamente contra formas
amastigotas e tripomastigotas do T. cruzi, L. amazonensis e L. donovani, verificou
que a atividade tripanocida e leishmanicida do 6leo essencial era conferida pela
presenca dos dois compostos, que sao encontrados também neste trabalho no éleo
essencial de P. marginatum. Sugere-se que, assim como a citotoxicidade atribuida
ao Oleo de P. aduncum devia-se a presenca de nerolidol na planta, a mesma atividade
observada para o 6leo essencial de Piper marginatum (Tabelas 2 e 3), pode estar
relacionada com a presenca desta substancia, da mesma forma que a atividade
antiparasitaria de P. marginatum pode ter ligacdo com a presenca do linalol (Tabelas

2 e 3). No entanto, sdo necessarios estudos mais aprofundados para determinar

22



quais as substancias envolvidas no efeito tripanocida do 6leo essencial de P.

marginatum.

Tabela 3. Resultado do teste de atividade tripanocida do 6leo essencial de P.

marginatum.
Amostra Concentragdo  Atividade* ICs0 sobre o ICs0 sobre indice de
(ng/mL) (%) parasita?(ug/mL) células® (ug/mL) Seletividade?

< 69,5 115,6 1,7
Oleo essencial 80 60
de P. 40 22
marginatum 20 o5
10 0

Benzonidazol 1 - 1 625 625

! Porcentagem de reducéo das formas amastigotas e tripomastigotas sob a¢&o do composto;

2 Concentragdo do composto que reduz em 50% o crescimento parasitario;

3 Concentragdo do composto que induz 50% de morte celular (L929 — Fibroblasto de Pulm&o de
Camundongo);

41Cso do composto sobre as células dividido pelo ICso do composto sobre o parasita.

7.0 CONCLUSAO

O rendimento do 6leo essencial extraido das folhas de Piper marginatum varia
em funcdo da época de coleta, sendo produzido em maior quantidade durante o
periodo de seca, revelando a presenca de &-3-Careno e trans-B-ocimeno como
compostos majoritarios. Além disso o0 6leo essencial obtido das folhas de Piper
marginatum essencial foi ativo contra T. cruzi, sendo necessarios outros estudos para

comprovar quais sdo as substancias responsaveis pela atividade.
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