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Herbs and plants are medicinal jewels gracing the
wood, fields and lanes, which few eyes see, and
few minds understand. Through this lack of
observation and knowledge the world suffers
immense loss.

Linnaeus (1707 — 1778)

Ervas e arbustos sdo verdadeiros tesouros da
medicina que enfeitam &rvores, os campos e
margens dos caminhos os quais poucos olhos
conseguem ver e poucas mentes chegam a
compreender. Por causa desta incapacidade de
ver e entender a natureza, 0 mundo todo vem
sofrendo imensa perda.

Traducdo realizada pelo Professor Francisco José de Abreu Matos (1924 — 2008)



RESUMO

Francisco José de Abreu Matos foi um pesquisador aclamado por suas pesquisas sobre plantas
medicinais, especialmente de espécies do Nordeste. Ao decorrer da sua carreira conduziu
diversas investigacdes fitoquimicas deixando um acervo documental Unico contendo centenas de
analises de oOleos essenciais que compdem a “Essencioteca de Matos”. Entretanto, o potencial
farmacoquimico da maioria destes derivados vegetais ndo foi totalmente elucidado. Dada a
emergéncia de cepas de microorganismos resistentes, existe uma necessidade de promover a
bioprospeccdo de produtos naturais antimicrobianos.  As simulagcdes computacionais
concatenadas as técnicas de estudo fitoquimico podem otimizar a descoberta de novos farmacos
a partir de produtos naturais. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial farmacoquimico
antimicrobiano de constituintes volateis de espécies vegetais do Nordeste presentes na
“Essencioteca de Matos” pertencentes ao género Lippia, buscando contribuir na descoberta de
novos fitofarmacos. Este trabalho foi estruturado em duas etapas principais. A primeira etapa foi
um estudo documental das fichas da Essencioteca, abrangendo catalogacdo, digitacdo e
digitalizagéo, revisdo da nomenclatura botéanica e andlise estatistica multivariada de dados
fitoquimicos das espécies por Analise de Componentes Principais (ACP) e Analise de Cluster
Hierarquico (ACH). A segunda etapa refe-se a analises in silico para a predigdo de propriedades
bioldgicas, bem como de parametros farmacocinéticos e toxicoldgicos. Foram encontradas 900
fichas de anélises de 0leos essenciais, deste total, 95 fichas do género Lippia foram incluidos
para avaliacdo abrangendo as espécies L. thymoides, L. origanoides, L. alba, L. microphylla, L.
grata e L. alnifolia. As analises quimiométricas por ACP e ACH permitiram estabelecer diversos
quimiotipos vegetais para as espécies. As analises in silico viabilizaram a predicdo de diversas
propriedades bioldgicas para os constituintes volateis das espécies, considerando um espectro de
acOes antibacterianas, antiflngicas e antivirais. O beta-farneseno apresentou o maior potencial
de acdo bioldgica (Pa=0,781) contra rinovirus e agdo inibidora da esqualeno epoxidase (Pa=0,213)
e elevado potencial como antifingico (Pa=0,607), e apesar de ser pobremente absorvido pelo
intestino de acordo com os modelos BOILED-Egg e Caco-2, foi o fitoconstituinte com melhor
permeabilidade cutdnea e ndo se demonstrou mutagénico em simulagbes do teste de Ames,
tornando-se promissor como molécula lider e/ou protétipo para a sintese de analogos candidatos
a farmacos antifngicos. A Essencioteca do Professor Francisco José de Abreu Matos pode ser

considerada uma valiosa fonte de informagdes sobre plantas aromaticas do Nordeste.

Palavras-chave: Oleos essenciais, Lippia, Quimiometria, Antimicrobianos.



ABSTRACT

Francisco Joseé de Abreu Matos was a researcher renowned for his research on medicinal plants,
especially species from the Northeast of Brazil. During his career, he conducted several
phytochemical investigations, leaving a unique documental collection containing hundreds of
analyses of essential oils that make up the "Essencioteca de Matos". However, the
pharmacochemical potential of most of these plant derivatives has not been fully elucidated.
Given the emergence of resistant strains of microorganisms, there is a need to promote the
bioprospecting of antimicrobial natural products. Computational simulations concatenated with
phytochemical study techniques can optimize the discovery of new drugs from natural products.
The objective of this study was to evaluate the antimicrobial pharmacochemical potential of
volatile constituents of Northeastern plant species present in the "Essencioteca de Matos"
belonging to the genus Lippia, seeking to contribute to the discovery of new phytochemicals.
This work was structured in two main steps. The first step was a documental study of the
Essencioteca records, including cataloguing, typing and digitalization, botanical nomenclature
review and multivariate statistical analysis of phytochemical data of the species by Principal
Component Analysis (PCA) and Hierarchical Cluster Analysis (HCA). The second step refers to
in silico analyses for the prediction of biological properties as well as pharmacokinetic and
toxicological parameters. 900 essential oil analysis sheets were found, of this total, 95 sheets
from the genus Lippia were included for evaluation covering the species L. thymoides, L.
origanoides, L. alba, L. microphylla, L. grata and L. alnifolia. Chemometric analyses by PCA
and HCA allowed establishing several plant chemotypes for the species. The in silico analyses
enabled the prediction of several biological properties for the volatile constituents of the species,
considering a spectrum of antibacterial, antifungal and antiviral actions. Beta-farnesene showed
the highest potential biological action (Pa=0.781) against rhinoviruses and inhibiting action of
squalene epoxidase (Pa=0.213) and high potential as antifungal (Pa=0.607), and despite being
poorly absorbed by the intestine according to BOILED-Egg and Caco-2 models, was the
phytoconstituent with the best skin permeability and was not shown to be mutagenic in Ames
test simulations, making it promising as a lead molecule and/or prototype for the synthesis of
analogues as antifungal drug candidates. The Essencioteca of the Professor Francisco José de
Abreu Matos can be considered a valuable source of information about aromatic plants from the

Northeast of Brazil.

Keywords: Essential oils, Lippia, Chemometrics, Antimicrobials.
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1 INTRODUCAO

Os primardios do seculo XX marcaram o inicio da era dos antimicrobianos na saude.
A era moderna da quimioterapia antimicrobiana comec¢a em 1936, segundo Brunton, Hilal-
Dandan e Knollman (2018) com a introdu¢do da sulfanilamida na pratica clinica e a penicilina
disponivel em quantidades suficientes para uso clinico em 1941, sendo desde entdo, descobertas
numerosas classes de antimicrobianos.

Na atualidade, dispomos de centenas de farmacos e cerca de 30% ou mais de todos 0s
pacientes hospitalizados no mundo sdo tratados com um ou mais recursos de antibioticoterapia
(BRUNTON; HILAL-DANDAN; KNOLLMAN, 2018). Entretanto, o sucesso da terapia
antimicrobiana apregoado no século passado, vem dando indicios preocupantes. O nimero de
microrganismos resistentes aos antimicrobianos vem aumentando substancialmente,
ocasionando graves prejuizos ao homem. A resisténcia antimicrobiana € um dos maiores
desafios da medicina moderna (CHAVEZ-JACOBO, 2020).

De acordo com Brunton, Hilal-Dandan e Knollman (2018) pode-se dizer que o frequente
uso incorreto dos antimicrobianos em decorréncia do uso empirico no tratamento de infeccdes,
sem antes identificar o microrganismo responsavel, tem resultado em alguns casos de
superinfeccdo. Segundo Chavez-Jacobo (2020), na ultima década, um grupo de seis bactérias
provou sua capacidade de “escapar” aos efeitos de quase todos os antimicrobianos disponiveis
e ser a principal causa de infec¢des hospitalares, ficando conhecido como ESKAPE. As siglas
sdo derivadas da primeira letra da categoria taxondémica do género, ou seja, do nome cientifico
de cada uma dessas bactérias (Enterococcus spp, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp.)
(CHAVEZ-JACOBO, 2020).

Candida auris é um fungo emergente frequentemente relatado como resistente a varios
medicamentos antifungicos comumente usados para tratar infec¢es por Candida (CASTRO et
al, 2019). Recentemente, noticiou-se no Brasil, o primeiro caso de infeccéo por C. auris em um
paciente da Bahia.

Além disso, a pandemia de Covid-19 segundo Acosta et al. (2020) evidencia que
impactos na natureza podem retornar rapidamente em severos prejuizos aos seres humanos.

Assim, faz-se necessario ampliar de forma transdisciplinar, os estudos cientificos
voltados para a area microbioldgica, visto que, em um mundo globalizado ndo sé o uso incorreto

de antimicrobianos na pratica clinica pode levar a emergéncia de cepas resistentes de
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microrganismos, como também o uso irracional na pecudria, na lavoura, na inddstria de
alimentos, entre outros, o que afeta a todos.

A natureza sempre foi fonte de novos farmacos, mas as maiores dificuldades com os
estudos que investigam produtos naturais sao o alto custo e a necessidade de longos periodos
de tempo para investigar, em ampla escala, a acdo farmacolégica de compostos isolados. A
descontinuidade de pesquisas académicas, contribui para a falta de conhecimento acerca do
potencial farmacoldgico total de um determinado fitocomposto (HARVEY, 2008; OLIVEIRA
et al., 2014).

Na atualidade, a tecnologia possibilita mecanismos de investigacdo cada vez mais
precisos e de menor custo. A guimica medicinal é uma area de conhecimento que apresenta
natureza multidisciplinar, integrando diversos campos de estudo, como a informatica, a
farmacologia, a quimica organica, a biologia molecular, dentre outras, empregadas na
investigacdo da farmacodindmica de moléculas com potencial de aplicacdo farmacéutico
(GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010).

Métodos de simulacdo computacional estdo se mostrando importantes na avaliacdo do
potencial de acdo biologica para moléculas organicas, constituindo assim os denominados
ensaios in silico (PALMEIRA et al., 2019). A abordagem in silico se apresenta como um novo
paradigma na investigacao e desenvolvimento de farmacos, tanto em escala industrial como na
académica (SCHMIDT; PAPIN; MUSANT, 2013).

Os ensaios in silico apresentam uma serie de vantagens, dentre elas, pode-se destacar
a reducdo do uso de animais de laboratério, reducdo do uso de reagentes, otimizacao de custos
e o fato de que ndo é necessario que os compostos a serem testados, obrigatoriamente, tenham
sido anteriormente sintetizados ou existam fisicamente no momento da analise (CRUZ et al.,
2019; EKINS; MESTRES; TESTA, 2007). Entretanto, conforme Victal et al., (2014), as
simulacB@es computacionais se tratam de métodos complementares aos testes in vitro e in vivo,
e ndo substitutivos.

Oleos essenciais sdo produtos derivados de matéria-prima vegetal, extraidos por
processos especificos como destilacao por arraste a vapor, prensagem mecénica do epicarpo de
frutos, dentre outras técnicas, e sao derivados vegetais caracterizados pela grande complexidade
de substancias quimicas volateis, de carater lipofilico e com odor caracteristico (BRASIL, 2018;
DHIFI et al., 2016).

Diversas atividades bioldgicas sdo relatadas para 6leos essenciais como, antioxidante,
antineoplasica, ansiolitica, analgésica e antimicrobiana (DENG et al., 2020; JEONG et al.,

2013; KASKOOS, 2019). Usualmente, relaciona-se a atividade terapéutica do dleo essencial a
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um componente majoritario deste, entretanto, pode ocorrer sinergismo entre fitoconstituintes
do 6leo (CUNHA; ROQUE; NOGUEIRA, 2012).

Devido a complexa mistura de constituintes quimicos presentes na composi¢do de um
Unico 6leo essencial, este pode afetar diversos alvos celulares simultaneamente, dificultando o
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia desenvolvidos por microorganismos
(BAKKALI et al., 2008; CARSON; MEE; RILEY, 2002; DAFERERA, ZIOGAS;
POLISSIOU, 2003). Estudos relatam ainda que, alguns 0leos essenciais, possuem potencial
terapéutico para aplicacdo concomitante com antimicrobianos convencionais, podendo
favorecer a eficacia destes ultimos. (NAFIS et al., 2019; SAAD et al., 2010; SALEM et al.,
2018; SILVA et al., 2011).

Sabe-se que o bioma Caatinga € Unico no mundo e o Horto de Plantas Medicinais da
Universidade Federal do Ceara é considerado um dos Unicos bancos de germoplasma de plantas
medicinais no Brasil em que as caracteristicas genéticas das espécies constantes, em sua grande
maioria provenientes da Caatinga, que estdo sendo conservadas desde a década de 1980, por
meio de reproducdo assexuada (CARDOSO, 2016). Esta colecéo é de grande relevancia para o
pais, pois consiste na agregacdo de valores de cada espécie em cultivo e possui um historico
que vai desde a selecéo inicial feita com base nas informacgdes populares sobre o0 uso medicinal,
a fidedignidade da matriz até a certificacdo boténica realizada no Herbéario Prisco Bezerra do
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara (MATQOS, 2002). As espécies
medicinais ja validadas, foram coletadas no proprio local da informagdo e vem sendo
multiplicadas para integrar as novas Farmacias Vivas a mais de 30 anos, dentre elas, espécies
de Lippia.

Além disso, o acervo cientifico conta com dados referentes as analises cromatograficas
de mais de 3 mil amostras de 6leos essenciais de aproximadamente mil espécies nativas da
Caatinga brasileira. Tais analises foram realizadas principalmente no ambito do Programa de
Plantas Medicinais e Aromaticas do Nordeste, o qual almejava identificar botanicamente as
espécies da flora nordestina e validar cientificamente os usos populares destas relatados pelas
comunidades (WADDINGTON, 2008).

O termo essencioteca, aqui utilizado, refere-se ao lugar onde se guardam colecbes de
analises de 6leos essenciais. Esclarecendo-se que existe um acervo com centenas de analises de
6leos essenciais (essencioteca), constando para cada 6leo essencial uma ficha técnica com a
descricdo do nome popular da planta, nome cientifico, parte usada, método de extracdo com 0s
dados de andlise por Cromatografia Gasosa (CG) incluindo indices Kowats, teores dos

constituintes quimicos com seus respectivos espectros de massa.
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Assim, dada a emergéncia de cepas microbianas resistentes ao arsenal terapéutico
disponivel na atualidade e partindo-se da hipdtese que as espécies medicinais da Caatinga
podem representar fonte de novos farmacos, o estudo visa avaliar, por abordagem in silico, o
potencial farmacolégico dos constituintes quimicos majoritarios dos 6leos essenciais das
espécies de Lippia sp. constantes no acervo cientifico, bem como estimar aspectos
farmacocinéticos e toxicoldgicos, contribuindo para o enriquecimento da essencioteca,
construida a partir dos relatérios tecnicos oriundos de expedicgdes cientificas pela Caatinga do

Nordeste Brasileiro, com énfase nas espécies de Lippia spp.
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2 JUSTIFICATIVA

Trés grandes projetos cientificos no &mbito de plantas medicinais do Nordeste brasileiro
podem ser destacados: Programa Flora (1978 — 1986), Programa de Oleos Essenciais e Plantas
Medicinais do Nordeste (1974 — 1983) e o Programa de Pesquisas de Plantas Medicinais —
PPPM (1982-1986) do Ministério da Salde, através da extinta CEME (Central de
Medicamentos). Durante a execucdo e a coordenacdo desses projetos foram coletadas
informac0es sobre plantas medicinais que eram registradas em relatorios técnicos-cientificos.

Estes dados fazem parte de um acervo sob guarda da Universidade Federal do Ceara.
Diante da riqueza desse acervo unico, tornou-se imprescindivel organizar, catalogar e
estruturar, com ajuda de especialistas em arquivologia, a Etnofarmacopeia (2019) e mais
recentemente a Essencioteca (2023), na qual ha um riquissimo acervo cientifico sobre plantas
aromaticas e medicinais da Caatinga.

Estudos com produtos naturais apresentam entraves recorrentes, principalmente os
elevados custos e a necessidade de longos periodos de tempo para investigar, em ampla escala,
a acao farmacoldgica de compostos isolados. A descontinuidade das pesquisas académicas
dificulta o progresso do conhecimento envolvendo o potencial terapéutico de fitocompostos.
Algumas tecnologias recentes viabilizam mecanismos de investigacdo cada vez mais precisos,
direcionados e de menor custo. A validade das técnicas de simulagdo computacional na previsao
de pardmetros farmacocinéticos, farmacodinamicos e toxicolégicos tém sido cada vez mais
reconhecida. Os softwares usados nestas analises in silico empregam algoritmos estatisticos
robustos que sdo capazes de predizer aspectos farmacoquimicos de moléculas organicas com
confianca significativa.

Os ensaios in silico apresentam diversas vantagens, dentre elas, pode-se destacar o
atendimento ao principio dos 3R 's para a reducao, substituicao e refinamento do uso de animais
de laboratério, promovendo a reducdo do consumo de insumos em pesquisas, e assim
otimizando custo-efetividade. Adicionalmente, € importante salientar o fato de que ndo é
necessario que 0s compostos a serem testados tenham sido purificados, isolados e/ou
sintetizados antes do inicio das simula¢gdes computacionais. Desta maneira, a realizacdo dos
dispendiosos procedimentos para a obtencdo de substancias purificadas apenas é prosseguida
ao alcancar-se evidéncias da capacidade de atuacao bioldgica dos fitocompostos.

E importante ressaltar que a Caatinga, bioma exclusivamente brasileiro, sempre foi
preterido por politicas de conservacdo influenciado, em parte, por uma viséo equivocada de que

0 semiarido nordestino devido sua escassez hidrica, possuisse limitada biodiversidade, pobreza
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paisagistica e baixo endemismo, caracteristicas estas adotadas por quem desconhece a riqueza
e importancia da “Mata Branca”. Recentemente tem ocorrido uma valorizagio pela comunidade
cientifica das potencialidades bioprospectivas da flora da Caatinga, associado aos importantes
avangos de metodologias que possibilitem melhoria dos estudos quimicos e farmacoldgicos tém
criado caminhos para a obtencdo de novos produtos farmacologicamente ativos a partir de
espécies vegetais desse bioma (SA-FILHO et al., 2021; SOUZA et al., 2022).

Assim, este trabalho é vidvel e pode contribuir para o desenvolvimento cientifico e
tecnoldgico do Estado do Ceara através da exploracdo da Essencioteca, valorizagdo de espécies
vegetais da Caatinga, através da aplicacdo de técnicas de investigacdo de atividade
farmacologica com excelente custo-beneficio e alta taxa de sucesso na busca de novos

fitofarmacos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial farmacoquimico antimicrobiano de constituintes volateis de

espécies vegetais do Nordeste presentes na “Essencioteca de Matos” pertencentes ao género

Lippia, buscando contribuir na descoberta de novos fitofarmacos.

3.2 Objetivos especificos

Catalogar e digitalizar relatorios técnico-cientificos de extracGes de Oleos essenciais
aromaticas da Caatinga, com énfase no género Lippia sp.;

Revisar a nomenclatura botanica das plantas medicinais e aromaticas citadas nas fichas,
em consonancia com a 42 versao do Angiosperm Phylogeny Group - APG/2016;
Analisar informag@es contidas nas fichas de anlises de 6leos essenciais pelas técnicas
quimiométricas de Analise de Componentes Principais (ACP) e Analise de Cluster
Hierarquico (ACH).

Estimar parametros farmacocinéticos, incluindo permeabilidade cutanea, ligacdo as
proteinas plasmaticas, permeabilidade em células Caco-2 (colon adenocarcinoma),
inibicdo da CYP3A4 e permeabilidade em células MDCK (Madin-Darby Canine
Kidney), permeacdo intestinal e permeacdo atraves da barreira hematoencefalica para 0s
principais fitoconstituintes volateis registrados em espécies do género Lippia constantes
na Essencioteca.

Predizer parametros toxicologicos, incluindo carcinogenicidade em ratos,
carcinogenicidade em camundongos, toxicidade aguda para algas, toxicidade aguda
para peixes medaka e minnow, teste de ames e inibicéo in vitro do human ether-a-go-
go related gene channel (hERG) para os principais fitoconstituintes volateis registrados
em especies do género Lippia constantes na Essencioteca.

Avaliar o potencial de bioprospeccdo farmacéutica antimicrobiana de substancias
volateis oriundas do género Lippia, por meio da analise dos resultados obtidos em

estudos de simulagcdo computacional.

4 REFERENCIAL TEORICO
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4.1 A importancia de fitoconstituintes para a bioprospeccao farmacéutica

A utilizacdo das plantas medicinais € uma pratica antiga que ultrapassou diversos
obstaculos durante o processo de desenvolvimento da humanidade, chegando até a atualidade,
e ainda sendo um recurso largamente usado por grande parte da populacdo mundial na busca
por melhor qualidade de vida. Estima-se que cerca de 80% da populacdo mundial recorre as
praticas tradicionais envolvendo o uso de plantas medicinais nos seus cuidados basicos em
saude (WHO, 2011). Por muito tempo, as plantas medicinais e seus derivados foram os Unicos
recursos disponiveis na medicina popular de diversas comunidades ao redor do mundo
(SIMOES et al., 2016).

A concepgdo da fitoterapia no Brasil foi fruto da combinacéo de praticas tradicionais
envolvendo plantas medicinais da sociobiodiversidade de varias comunidades, incluindo povos
originarios, europeus e africanos (ESTEVES et al., 2020). Boing et al. (2019) ao examinar 0s
dados da Pesquisa Nacional de Saide conduzida em 2013, constatou que a fitoterapia e 0 uso
das plantas medicinais se constituem como a pratica integrativa e complementar mais
empregada no Brasil.

A consolidacdo da fitoterapia moderna foi atrelada ao estabelecimento da quimica
organica como campo cientifico. A primeira molécula ativa de origem vegetal isolada foi a
morfina oriunda do 6pio (Papaver somniferum) (MIRALDI & BAINI, 2018). A partir do século
XIX, com a ampliacdo da quimica de produtos naturais e de pesquisas farmacoldgicas com
fitoconstituintes bioativos, diversos outros fitofarmacos foram elucidadas, como a atropina, a
tubocurarina e a cocaina, permitindo desvendar novas classes terapéuticas como 0s
anticolinérgicos, bloqueadores neuromusculares e anestésicos locais, respectivamente
(SIMOES et al., 2016). As vantagens em utilizar fitofarmacos (isto é, substancias de origem
vegetal individualmente isoladas) sdo a melhor compreensdo sobre o mecanismo de acdo
farmacol6gico, maior entendimento das interagdes medicamentosas e efeitos adversos, assim
como a facilidade no estudo de propriedades farmacocinéticas e toxicologicas (CARMONA &
PEREIRA, 2013).

Fitoconstituintes também podem ser quimicamente modificados para a obtencdo de
novas substancias com maior aplicabilidade farmacéutica, como no caso do acido
acetilsalicilico, um anti-inflamatério que apresenta menos efeitos adversos do que a molécula
de partida, o &cido salicilico oriundo do salgueiro (Salix alba L.) (LOPES et al., 2018).

Todavia, produtos naturais apresentam uma rica composic¢éo fitoquimica. Desta forma,

geralmente constata-se uma multiplicidade de moléculas bioativas em um anico derivado
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vegetal, sendo este conjunto denominado fitocomplexo. O fitocomplexo se trata da totalidade
dos fitoconstituintes de uma espécie medicinal, oriundos do metabolismo priméario e/ou
metabolismo secundario, 0s quais, quando associados, sdo atribuidos como 0s responsaveis
pelas propriedades bioldgicas da planta medicinal e seus derivados (ANVISA, 2021). Aponta-
se que o uso de fitocomplexos em detrimento de fitofarmacos isolados pode ser vantajoso, uma
vez que o sinergismo de metabdlitos secundarios ativos pode atuar sobre multiplos alvos
farmacologicos simultaneamente (EFFERTH & KOCH, 2011).

O Brasil detém entre 15 a 20% da biodiversidade de todo o planeta, entretanto a maior
parte das espécies da flora do pais ainda ndo foi devidamente investigada (MAGALHAES et
al., 2019; LEITE; CAMARGOS; CASTILHO etal., 2021). Apesar do alto grau de endemismo,
poucos medicamentos oriundos de plantas medicinais brasileiras foram casos de sucesso, como
aconteceu para Acheflan®, Fitoscar® e Melagrido® (SILVA et al., 2022). O desenvolvimento
industrial do setor de plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil pode contribuir para o
progresso tecnologico e industrial do pais, assim como promover o aumento da oferta de opcoes
terapéuticas para o publico em geral (LEITE; CAMARGOS; CASTILHO et al., 2021)

4.2 Oleos Essenciais

Denominam-se plantas aromaticas todas aquelas que possuem odor ou aroma,
usualmente agradaveis, gerado pela presenca de 0leos essenciais armazenados em alguma parte
do vegetal (CUNHA; ROQUE; NOGUEIRA, 2012). Os d4leos essenciais podem ser
encontrados em diversos 6rgdos das plantas, desde flores, folhas e rizomas, e até sementes,
frutas e caules (DHIFI et al., 2016). Sdo secretados por estruturas internas, como canais e bolsas,
ou externas, como osmaforos e tricomas glandulares (CHRISTAKI et al., 2012).

Do ponto de vista quimico, sdo constituidos por uma ampla diversidade de substancias,
geralmente com peso molecular inferior a 300, principalmente por terpenos funcionalizados ou
ndo, com hidrocarbonetos, alcoois, cetonas, ésteres, aldeidos, fendis, aminas e amidas
(MODZELEWSKA et al., 2005; TROMBETTA et al., 2005).

Os 6leos volateis podem apresentar alta variabilidade na composicao quimica, devido
a diversos fatores, como os relacionados & sazonalidade, idade da planta, regido geografica,
indice pluviométrico, radiacdo solar, temperatura, condicdes genéticas e fisiologicas,
tratamento  pés-colheita e método de extragdo empregado, dentre  outras
(MOHAGHEGHNIAPOUR et al., 2018; SALGUEIRO; MARTINS; CORREIA; 2010).

Dentre os métodos extrativos utilizados para a obtencdo de 6leos essenciais, podem-
se destacar: extracdo por arraste a vapor, extracdo por hidrodestilagdo, extracdo supercritica,



23

extracdo subcritica, extracdo por gés refrigerante, extragdo por extrusdo ou prensagem, extracao
a vacuo, extracdo por enfloracdo (enfleurage), extracdo por solventes e extracdo por 6leos
vegetais (WOLFFENBUTTEL, 2019).

Estes derivados vegetais possuem diversas aplicagdes tecnoldgicas, desde a industria
de alimentos como antioxidantes e/ou conservantes naturais, na perfumaria como fragrancias e
até mesmo em formulagdes cosmeéticas e farmacéuticas como ativos e/ou excipientes (BIZZO;
HOVELL; REZENDE, 2009). Ademais, observa-se crescimento industrial relevante dos 6leos
essenciais no &mbito da aromaterapia, registrando-se mais de 100 paises produtores (BASER;
BUCHBAUER, 2021).

4.3 Género Lippia sp.

A familia Verbenaceae possui 800 espécies conhecidas até 0 momento, sendo estas
distribuidas em 32 géneros, a maioria destes ocorrendo no continente americano, com apenas
alguns poucos taxons apresentando-se nos continentes da Oceania, Asia, Africa e Europa. Este
taxon é um importante elemento em regides aridas e semi-aridas das Américas (FROST et al.,
2017). Entretanto, também ocorre em florestas tropicais Umidas e secas, florestas nubladas e
pastagens altas andinas (OLMSTEAD, 2013). O Brasil abriga a maior riqueza desta familia
botéanica, contendo 290 espécies catalogadas e destas 62,75% sdo endémicas (CARDOSO et
al., 2020).

O segundo maior género de toda a familia Verbenaceae é o Lippia sp, apresentando
cerca de 200 espécies, encontradas principalmente em territérios da América do Sul e Central
(TROPICOS, 2022). O Brasil € um dos principais paises com maior diversidade de espécies do
género, com foco na caatinga e no cerrado, biomas onde estas plantas chamam atencdo pela
floracdo proeminente e intenso odor aprazivel (GOMES; NOGUEIRA; MORAES, 2011).

Existe uma grande quantidade de sinonimias boténicas para individuos idénticos de
Lippia e um significativo nimero de publicacbes cientificas envolvendo o género, o que
dificuldade a identificacdo botanica adequada para estas espécies. Neste contexto, podem
ocorrer dificuldades durante a avaliagdo de dados fitoquimicos, com vistas a estudos
quimiotaxondmicos, pois muitas espécies sdo identificadas por meio da sinonimia botanica, em
detrimento da nomenclatura binomial oficial atualizada para a referida espécie (SOARES,
2001).

Lippia L. € rico em exemplares vegetais aromaticos, ou seja, plantas produtoras de
6leos essenciais. Estes 0leos volateis sdo caracterizados como misturas heterogéneas, 0s quais
contém diferentes concentragdes de fitoquimicos (PEREZ-ZAMORA; TORRES; NUNES.,
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2018). Além da riqueza de fitoconstituintes volateis, diversos metabdlitos fixos sdo relatados
para especies de Lippia, incluindo flavonoides, iriddides, fenilpropanoides e oxilipinas
(LEYVA-JIMENEZ et al., 2019).

Dados etnoboténicos apontam que as espécies deste género sdo utilizadas
principalmente para 0 manejo de doencas gastrointestinais, respiratérias e aquelas relacionadas
ao sistema nervoso por meio do preparo de decocc¢do ou infusdo de suas partes aéreas (CAMILO
etal., 2022).

A literatura aponta evidéncias de diversas a¢Bes farmacoldgicas para 6leos essenciais
de Lippia, algumas destas corroboram com utilizagdes mencionadas pelas comunidades, como:
antibacteriana, analgésica, anti-inflamatéria, antiviral, antiprotozoaria, antifingica, dentre
outras (FONTENELLE et al., 2010; GUIMARAES et al., 2014; MENDES et al., 2010; PILAU
etal., 2011).

Dentre as espécies mais utilizadas na medicina popular da América do Sul, destacam-
se Lippia origanoides (TELES et al., 2014) e Lippia alba (HENNEBELLE et al., 2008). Estas
espécies estdo inseridas na REPLAME (Relagédo Estadual de Plantas Medicinais) do estado do
Ceara, sendo recomendadas para o emprego no ambito da fitoterapia em saude publica
(CEARA, 2012). Ambas apresentam maltiplos quimiotipos (isto €, racas quimicas), o que pode
implicar em alteragdo do perfil de aplicacéo terapéutica (LOPES et al., 2020; STASHENKO et
al., 2010).

Em funcdo de estudos quimicos, organolépticos e morfologicos, as espécies vegetais
conhecidas como “cidreira” (Lippia alba), no Nordeste, sdo classificadas em trés quimiotipos
fundamentais: quimiotipo I, com elevados valores de citral e mirceno no 6leo essencial, cujas
folhas sdo asperas e grandes; quimiotipo Il, com teores elevados de citral e limoneno, no qual
se observam folhas e ramos delicados; quimiotipo 111, cujo 0leo essencial é rico em carvona e
limoneno, sendo morfologicamente semelhante ao quimiotipo Il, mas com odor citrico
adocicado (BLANCO et al., 2013; GOMES et al., 2019; VALE et al., 1999).

Quanto a espécie Lippia origanoides, varios quimiotipos sdo relatados incluindo
carvacrol, carvacrol e timol, cinamato, a- ¢ B-felandrenos, cimeno e limoneno e o quimiotipo
para-cimeno e 1,8-cineol (SARRAZIN et al., 2015; RIBEIRO et al., 2014; STASHENKO et
al., 2010; VICUNA, STASHENKO & FUENTES, 2010). Entretanto, varios estudos apontam
que o principal quimiotipo encontrado na Caatinga é o quimiotipo timol (OLIVEIRA et al.,
2018; SANTOS et al., 2015; MONTEIRO et al., 2007).
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4.4 Métodos in silico - Simulagdes Computacionais

Em analogia aos termos classicos, in vitro e in vivo, a expressao in silico foi estabelecida
para se referir aos ensaios laboratoriais simulados em ambiente computacional. “Silico” é uma
referéncia ao elemento quimico silicio (Si), um semicondutor largamente utilizado em
microeletronica para a confeccdo de processadores e chips de dispositivos tecnoldgicos como
computadores e celulares (NOORI & SPANAGEL, 2013).

O screening in silico tem sido adotado por instituicdes de pesquisa e industrias
farmacéuticas como método auxiliar na avaliagdo da eficacia e seguranca de moléculas
candidatas a medicamentos (BRITO, 2011). Agéncias regulatorias ao redor do mundo, como a
Food and Drug Administration (FDA) e a European Chemicals Agency (ECHA) vem
fomentando a utilizacdo de tecnologias envolvendo o uso de simula¢Ges computacionais no
planejamento de farmacos (ECHA, 2016; VALERIO-JUNIOR, 2009). Existem varias
ferramentas disponiveis para a realizacdo de analises in silico, muitas destas disponiveis
gratuitamente na internet.

A triagem virtual de fitogquimicos apresenta dois principais tipos de abordagens:
Triagem Virtual Baseada no Ligante (LBVS) e Triagem Virtual Baseada em Estrutura (SBVS).
Ambas abordagens tém sido utilizadas na prospecgéo de substancias bioativas (SANTANA et
al., 2021).

Em LBVS, o pesquisador submete a molécula de interesse em um servidor virtual. A
molécula inserida é decomposta em descritores que se tratam de representacGes numeéricas
quantitativas acerca de caracteristicas moleculares relacionadas a acéo biolégica (BANEGAS-
LUNA; CERON-CARRASCO; PEREZ-SANCHEZ, 2018). Diferentes tipos de descritores sdo
relatados incluindo topoldgicos, geométricos, fisico-quimicos, eletrdnicos, termodinamicos,
constitucionais, dentre outros (KHAN et al., 2016). Os descritores extraidos de uma molécula
sdo comparados com um conjunto de dados de outras moléculas biologicamente caracterizadas
que constituem um banco de dados pré-estabelecido da ferramenta (training set). A relagdo
quantitativa de estrutura-atividade (QSAR) é calculada utilizando algoritmos de similaridade
para avaliar a relacdo entre a estrutura da molécula inserida com as pertencentes ao training set
(YANG et al., 2020). Desta forma, é possivel realizar o célculo dos pardmetros de interesse,
sejam estes farmacocinéticos, toxicoldgicos ou farmacodinamicos.

A abordagem SBVS utiliza informagdes estruturais do receptor de interesse para a
modelagem de seus potenciais ligantes bioativos (VARELA-RIAL & MAJEWSKI, 2022).

Dentre as informacdes relevantes sao consideradas a composi¢do dos residuos de aminoacidos



26

do sitio ativo do receptor, afinidade do ligante pelo receptor, mapa de interacoes
intermoleculares entre ligante e receptor, distribuicdo de cargas na superficie molecular e a
conformacao do receptor ao interagir com um outro ligante padrdao (PANTSAR & POSO, 2018;
TAO et al., 2020)

A LBVS requer menor tempo, apresenta execucdo simplificada e ndo necessita de
informacdes detalhadas sobre a estrutura dos possiveis alvos das moléculas em teste (DRWAL
& GRIFFITH, 2013). A SBVS é recomendada quando se existem poucas informacdes sobre
os ligantes de um determinado alvo, entretanto requer conhecimento sobre a estrutura proteica
do receptor (obtida por exemplo, com uso de Cristalografia de Raios X ou Ressonancia
Magnética Nuclear) e demanda maior tempo, treinamento, custo computacional e
conhecimento sobre as conformacgbes ativas do complexo receptor-ligante (DRWAL &
GRIFFITH, 2013).

A triagem virtual de fitoconstituintes pode ser dividida em uma sequéncia de etapas, a
saber: 1) Preparagdo de um banco de dados contendo as estruturas quimicas corretas e
otimizadas das substancias de interesse, sendo estas armazenados em formatos de arquivo
compativeis com os softwares de predi¢do que serdo usados; 2) Aplicacdo de técnicas in silico
para avaliagdo das substancias desejadas; 3) Utilizacdo de modelos in vitro e in vivo para a

confirmacdo experimental dos dados computacionais obtidos (SANTANA et al., 2021).

Figura 1 — Etapas sequenciais na triagem virtual de moléculas bioativas de origem natural.

==

Fonte: Santana et al. (2021) adaptado pelo autor.
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O servidor web gratuito PASS Online (Prediction of Activity Spectra for Substances)
permite estimar o perfil de provaveis atividades biologicas de moléculas organicas que possuem
baixa massa molecular. A analise € realizada através da comparagéo da estrutura dos compostos
inseridos na ferramenta pelo operador, com as moléculas que fazem parte do banco de dados
interno da ferramenta PASS (FILIMONOV, 2014). Os resultados para 0s ensaios sao
fornecidos na forma de indices. “Pa” ¢ um indice que indica a probabilidade de um determinado
composto possuir uma agao bioldgica especifica, enquanto que “Pi” indica a probabilidade que
a substancia apresenta de ser inativa para a mesma atividade (FILIMONOV et al., 2014).

As ferramentas PreADMET e SwissADME sdo plataformas de facil uso e interpretacéo
gue permitem estimar importantes aspectos farmacocinéticos e toxicoldgicos com base nas
caracteristicas de moléculas organicas de baixo peso molecular inseridas nestes softwares
(ADME, 2021; DAINA; MICHIELIN; ZOETE 2017, SWISS INSTITUTE OF
BIOINFORMATICS, 2021).

4.5 Francisco José de Abreu Matos

Francisco José de Abreu Matos (*1924 — -|-2008), graduou-se como farmacéutico-
quimico em 1945 pela Faculdade de Farmacia do Ceard, posteriormente obtendo os titulos de
doutor em Farmacognosia, professor emérito e livre-docente. O professor F.J.A Matos foi filho,
neto e bisneto de farmacéuticos, tendo sido seu bisavd, Francisco José de Mattos (1810-1876),
um cirurgido do Império, o criador das Pilulas Purgativas do Cirurgido Matos, conhecida
popularmente como “Piula-do-Mato” (SILVEIRA, 2008).

Durante sua trajetdria académica contribuiu em varios projetos cientificos envolvendo
plantas medicinais e aromaticas, como o Programa de Pesquisas de Plantas Medicinais — PPPM
(1982- 1986), Programa Flora (1978 — 1986) e o Programa de Oleos Essenciais e Plantas
Medicinais do Nordeste (1974 — 1983) (MARQUES, 2016).

A equipe do pesquisador era formada pelos seguintes integrantes: Prof Dr. Prof.
Afranio Aragdo Craveiro do Parque de Desenvolvimento Tecnologico (PADETEC); Prof. Dr.
Afranio Gomes Fernandes do Departamento de Biologia da UFC; Prof. Dr. José Wilson de
Alencar, Prof. Dr. Carlos Humberto de Souza Andrade e Profa. Dra. Maria Iracema Lacerda
Machado do Departamento de Quimica Organica e Inorganica (DQOI) da UFC, além de outros
colaboradores incluindo estudantes de graduacdo, pos-graduacdo, técnicos e pesquisadores
externos (CRAVEIRO, 2010).

Por meio de um financiamento oferecido pelo Banco do Nordeste do Brasil (BNB) no
ano de 1975, foi possivel adquirir o primeiro aparelho de Cromatografia Gasosa acoplada a
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Espectrometria de Massas (CG/EM) da regido Nordeste do Brasil, além do suporte de um
automovel adaptado para as expedicdes terrestres, estabelecendo-se entdo a primeira equipe de
cientistas com enfoque no estudo de plantas aromaticas da do bioma Caatinga (CRAVEIRO,
2010).

As espécies vegetais aromaticas obtidas nos trabalhos em campo eram encaminhadas
ao Laboratdrio de Produtos Naturais (LPN) anexo ao Horto de Plantas Medicinais da UFC para
procedimentos de beneficiamento primario seguido da extracdo dos 6leos essenciais pela
técnica de arraste a vapor d’agua (CRAVEIRO, 2010). Este sistema encontra-se em utilizacao,
com adaptac0es, até o presente momento no LPN, constando-se de uma fonte geradora de vapor
(panela de pressdo de cozinha), um frasco mariotti (contendo o material botanico), condensador
e doseador de Clevenger para a separacao do 0leo essencial do hidrolato que é armazenado em
calice de vidro (CRAVEIRO; MATOS; ALENCAR, 1976).

Figura 2 — Exemplo de ficha de registro de plantas aromaticas da Essencioteca Professor F.J.A Matos.

OBS: Coleta feita as 8:15 da mnha.

Ministério da Educacdo e Culturs N _DIRETO: F=2200

Universidode Feders! do Caard
FICHA DE REGISTRO DE PLANTAS ESTUDADAS HIDROLATO:: ¥342D1

CONVENIO BNB, UFC — CC — DQOI — SETOR DE QUIMICA ORGANICA — PRODUTOS NATURAIS
PROJETO: ESTUDO DE OLEOS ESSENCIAIS DE PLANTAS DO NORDESTE BRASILEIRO

IDENTIFICAGCAO DA PLANTA CONDICOES: DADOS SOBRE A ESSENCIA
Nome vulgar: Cldreira ne 07 (L’VBJ\ﬁ&g‘}mm [ og% | Aspecto . . ., . . Material submetido a
Espécie: Lippia geminata Em floragio 9 | o i extragdo (a vapor) ..500 . g em 03/09/94
Familla Verbenaceae Em frutificagdo o | o7 " SRR D Oleo oblido (arraste) .20 m .. amp.
DETERMINADAPOR . . . ... .00y EXSICATANO ... ..... Obs.!....... —  (ext. eter) ....... mi +. amp
PARTE: Folhas . Xioeree FOIB. s voosssssasrsssss CONSTANTES FISBICAS: N° OPERADOR DATA
Frutos e e s s ne TEHUOR, . et e fndice de refragio  ...... ol e RO NPy ) S
Caula . . cev oy Sementes., ...y Rotugiio espeoifien:  ..ovvt civiivriinaiee R SR
Parte aérea . , , . . . P.OUDLEIT. v v v b0 aa0 0000 PesOESPECIflo0 iiiir eeeeniiniiiies oS eniid e 1‘
LOCAL DA COLETA: ) ‘\
Localidade Batr. ....ouns R ESPECTRO N°  OPERADOR DATA |
Municipio: campus do Pici/ HPM Ultea vicleta  ..evvs R PP T N R PRV APTI VAT LR
Estado; Fortaleza, Ce Infravermelld = ..iihee creiesssecanns eeesf fovssfaans |
QUANTIDADE COLHIDA: ...39%....g RMUN e e C e ATTUARE
DATA: ...30/ 08../..94. GLO/MABBA  .ooo 8 iieuns sovaswwrsnvine  ssusdosnalines ;
COLETORMES) & «ossvesnssrsssorssossssraroseroransns CROMATOGRAFIA ‘
TEOR DE ESSENCIA QLCanalillco ™ ciever vssvencrndess J‘
Doseamento (analitico) ........ % GLC preparat. ..., S SGPisene  sevkilaawelseni
Rendimento (extr, vapor) ...Ll,3%% TLC  seeees RS R /.

Fonte: UFC (2021)

As experiéncias registradas em um periodo de aproximadamente 30 anos de
expedicdes cientificas no Nordeste brasileiro, contribuiram para a formacdo de um acervo de

informac@es de valor incalculavel, o qual contém relatorios técnico-cientificos sobre 6leos
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essenciais de espécies coletadas durante as investigacbes de campo realizadas por sua
equipe. Atualmente estes dados estdo armazenados fisicamente na forma de fichas na
Essencioteca do Professor Francisco José de Abreu Matos, o qual é anexo ao Laboratério de
Produtos Naturais e ao Horto de Plantas Medicinais Professor Francisco José de Abreu Matos
(MAGALHAES, 2019).

O professor Abreu Matos publicou centenas de trabalhos académicos, incluindo
artigos, livros e comunicagdes em congressos com alto impacto nacional e internacional, acerca
de estudos quimico-botanico-farmacolégicos envolvendo plantas medicinais da Caatinga
brasileira (MAGALHAES, 2019).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Natureza do estudo

De acordo com Marconi e Lakatos (2019), a primeira etapa da investigacdo proposta
pode ser classificada como um estudo documental e segunda etapa se trata de um estudo

experimental, quali-quantitativo, de natureza descritiva.

5.2 Infraestrutura

O Horto de Plantas Medicinais Professor Francisco José de Abreu Matos da
Universidade Federal integra estruturas anexas, incluindo o Laboratério de Produtos Naturais
(LPN), Espaco Professor Francisco José de Abreu Matos e uma Essencioteca (Figura 2). A
Essencioteca contém centenas de dados sobre analises de 6leos essenciais, as quais foram

examinadas para a conducdo da etapa documental deste estudo.

Figura 3 — Essencioteca Professor Francisco José de Abreu Matos

Fonte: elaborado pelo autor.

5.3 Métodos

Este trabalho foi estruturado em duas etapas principais: Etapa I: Analise documental

das fichas da Essencioteca e Etapa I1: Analises in silico.
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5.3.1 Etapa I: Andlise documental de fichas da Essencioteca
5.3.1.1 Anélise documental das fichas técnicas de extracao de 0leos essenciais

Foi realizada em diferentes subetapas: (I) catalogacdo por género e espécie das fichas
de dleos essenciais do acervo, em ordem alfabética; (I1) digitacdo das principais informacoes
descritas nas fichas de registro de 0leos essenciais em planilhas no software Microsoft® Excel
2016, a saber: nome vulgar, nome cientifico, localidade, data da coleta, quantidade de amostra
coletada, teor de umidade, quantidade de 6leo essencial obtido, método de extracdo, descricdo
qualitativa e quantitativa dos quimicos majoritarios do dleo essencial; (111) digitalizacdo e
armazenamento das fichas em nuvem sob orientacdo de museologos, bibliotecarios e
arquivistas da equipe do setor Memorial da Universidade Federal do Cear4, com fins de
preservacao da integridade deste acervo institucional sob risco de deterioramento (UFC, 2007).

As fichas da Essencioteca de Matos foram selecionadas para a analise completa de
seus dados conforme os seguintes critérios de inclusdo: fichas referentes a analises de 6leos
essenciais do género Lippia, estudos realizados com material botanico coletado no Nordeste do
Brasil, aquelas que continham a identificacdo botanica do material analisado e fichas completas.
Foram excluidas para analise de dados, as fichas referentes a analise de hidrolatos, as que
apresentavam cromatogramas ilegiveis, fichas incompletas e as aquelas que descreviam

espécies removidas do género Lippia apos reclassificagdo botanica.

5.3.1.2 Revisao da nomenclatura botanica das fichas de 6leos essenciais..

Para a revisdo da nomenclatura botanica das espécies de plantas aromaticas
encontradas, foram utilizadas as bases de dados Reflora (http://floradobrasil.jbrj.gov.br/),
Tropicos® (https://www.tropicos.org/home), Global Biodiversity Information Facility
(https://lwww.gbif.org/) e rede speciesLink (http://www.splink.org.br/), de acordo com o0s
parametros estabelecidos pela 4% versdo do Angiosperm Phylogeny Group - APG/2016.
Adicionalmente, foram realizadas visitas ao Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal
do Ceara para verificacdo in loco das exsicatas provenientes das expedi¢des referenciadas nas

fichas da Essencioteca de Matos.

5.3.1.3 Aspectos éticos do estudo.

Foi solicitada autorizagéo institucional a coordenacao do Horto de Plantas Medicinais
para a realizacdo da pesquisa documental, por meio da Termo de Autorizagdo de Fiel
Depositario (Apéndice A) e Carta de Anuéncia para a Realizacdo da Pesquisa (Apéndice B).
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5.3.1.4 Andlise estatistica multivariada

As técnicas de Andlise de Componentes Principais (ACP) e Analise de Cluster
Hierarquico (ACH) foram aplicados ao conjunto de dados relativos ao percentual de
constituintes fitoquimicos de cada 6leo essencial, com o intuito de avaliar a similaridade de
composicdo fitoquimica dentre as diferentes espécies do género Lippia registradas nas fichas
da essencioteca. Para esta finalidade, os dados organizados a partir da tabulacdo dos dados
fitoquimicos da essencioteca foram usadas. Cada linha das tabelas construidas referiu-se a uma
amostra distinta (ficha da essencioteca), enquanto as colunas representavam as variaveis
(substancias detectadas nos 6leos essenciais).

A analise por ACP utilizou matrizes de correlacdo linear, enquanto que a ACH foi
realizada mediante a construcdo de dendrograma pelo método de ligacdo simples e distancia
Euclidiana. Os fitoconstituintes com teor maior ou igual a 3,0% foram considerados como as
variaveis para a execucdo das andlises quimiométricas com os dados de 6leos essenciais,
conforme relatado em trabalhos anteriores (CATINELLA et al., 2021; MOUMNI et al., 2020;
ZHANG et al., 2022).

O software Pirouette 4.5 (Infometrix, Washington, USA) foi empregado para pré-
tratamento dos dados por autoescalamento. Por meio da ferramenta PAST 4.0 procedeu-se com

as técnicas de andlise de dados ndo supervisionadas por ACP e ACH.

5.3.2 Etapa I1: Analises in silico.
5.3.2.1 Selecdo das moléculas para analise in silico.

Os constituintes quimicos majoritarios (>10%) identificados em cada um dos
diferentes 6leos essenciais foram desenhados individualmente no software ACD/ChemSketch
(Freeware) versdo 2019.2.2, prosseguindo-se com posterior otimizagdo de cada uma das
moléculas, de acordo com parametros modificados de mecénica classica (rotacdo interna,
alongamento da ligacdo e inclinacdo dos angulos). Em seguida, cada uma das substancias
representadas foi salva no formato mol (MDL Molfile), o qual foi necessario para viabilizar as

analises de simulacdo computacional (SANTOS et al., 2018).

5.3.2.2 Avaliacéo do potencial de agéo bioldgica dos componentes majoritarios dos 6leos
essenciais.

Os arquivos no formato mol previamente gerados foram inseridos através da opcéo

“Get Prediction” no servidor online gratuito PASS Online
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(http://way2drug.com/passonline/). A plataforma disponibiliza, até o presente momento, a
possibilidade de predicdo de mais de 7.000 tipos de propriedades biologicas
(DRUZHILOVSKIY et al., 2017; WAY2DRUG.COM, 2023). Foram selecionadas as ac¢oes
bioldgicas disponiveis na ferramenta relacionadas a bioprospeccdo antimicrobiana. As
atividades bioldgicas investigadas foram as seguintes:

» Ac0es antifangicas: antifangica, antifungico contra Pneumocystis spp., inibidora da
esqueleno epoxidase, inibidora da lanosterol 14 alfa- desmetilase, inibidora da B-1,3-
glucana sintase e inibidora da quitina sintase.

» Acles antibacterianas: antibacteriana, antimicobacteriana, antimicoplasmatica,
antibacteriana oftalmica, antibiotica, inibidora da beta lactamase, inibidora da bomba
de efluxo bacteriana, inibidora da peptidoglicano glicosiltransferase.

» Ac0es antivirais: influenza, picornavirus, rinovirus, herpes, citomegalovirus (CMV),
inibidora da protease C3-Like do coronavirus humano.

A ferramenta PASS apresenta alta precisao para o processo de predi¢do do espectro
de acdo farmacoldgica de substancias, a qual é em média de 95% (MURTAZALIEVA et al.,
2017). A plataforma apenas retorna a visualizagdo dos dados para uma determinada atividade
bioldgica, caso os valores de “Pa” sejam superiores aos de “Pi” daquela propriedade,
considerando a molécula em teste (GOEL et al., 2011). “Pa” se refere a possibilidade de um
composto ser farmacologicamente ativo, enquanto “Pi” avalia a probabilidade de a molécula
ser inativa frente a determinada ag&o farmacologica (FILIMONOV, 2014).

Os valores de “Pa” ¢ “Pi” para as atividades dos constituintes fitoquimicos de cada 6leo
essencial foram organizados e tabulados no software Microsoft® Excel 2016 em planilhas

eletrénicas (*.xIs).

5.3.2.3 Predicéo de Parametros Farmacocinéticos e Toxicoldgicos
5.3.2.3.1 PreADMET

O cadigo fonte do arquivo .mol referente a estrutura tridimensional otimizada de cada
uma das moléculas foi copiado e inserido no servidor online gratuito PreADMET
(https://preadmet.webservice.bmdrc.org/). Através da utilizacdo desta aplicacdo web gratuita
foram analisados in silico parametros farmacocinéticos e toxicoldgicos de componentes
majoritarios dos 6leos essenciais. Os valores dos parametros em estudo para 0s constituintes
majoritarios de espécies de Lippia foram tabulados.

Os parametros farmacocinéticos estudados foram permeabilidade cutanea, ligacdo as

proteinas plasméticas, permeabilidade em células Caco-2 (colon adenocarcinoma), inibi¢do da
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CYP3A4 e permeabilidade em células MDCK (Madin-Darby Canine Kidney). Com rela¢do aos
parametros toxicologicos a serem analisados, estes foram: carcinogenicidade em ratos,
carcinogenicidade em camundongos, toxicidade aguda para algas, toxicidade aguda para peixes
medaka e minnow, teste de ames e inibi¢do in vitro do human ether-a-go-go related gene
channel (hERG).

5.3.2.3.2 SwissADME

Para a previsdo da absorcdo gastrointestinal passiva (HIA) e penetracdo cerebral
(BBB), foi usado o modelo BOILED-Egg (Brain Or IntestinaL EstimateD Permeation
Predictive Model) que faz parte doservidor online gratuito SwisSADME
(http://www.swissadme.ch/). O método BOILED-Egg é considerado estatisticamente robusto,
intuitivo e rapido, e permite prever a absorcao intestinal passiva e a permeacao de pequenas
moléculas através da barreira hematoencefélica (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017). Foi
elaborado um grafico BOILED-Egg abrangendo os principais compostos majoritarios relatados
nos registros cromatograficos em cada ficha.

O modelo é capaz de realizar as predi¢des por meio de calculos da correlacéo entre os
valores de Coeficiente de Particio de Wildman (WLOGP) e Area de Superficie Polar
Topoldgica (tPSA) de cada uma das substancias. Além de informagdes sobre HIA e BBB, a
ferramenta também permitiu prever se um dado composto se tratava ou ndo de um substrato da
glicoproteina de permeabilidade (P-gp) (DAINA; ZOETE, 2016).

Figura 4 — Modelo BOILED-Egg
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Fonte: DAINA; ZOETE, 2016.
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As substancias que aparecem na zona branca sdo as que possuem maior probabilidade
de serem absorvidas pelo trato gastrointestinal, enquanto que as aparecem sob a zona amarela
sdo as moléculas que além de serem absorvidas pelo sistema digestério possuem maior
probabilidade de permear-se até o tecido cerebral (Figura 3). Moléculas plotadas na &rea cinza
possuem dificuldades de absor¢cdo (DAINA; ZOETE, 2016).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Descrigédo do acervo documental da Essencioteca

O levantamento atual dos dados de 6leos essenciais da Essencioteca do acervo cientifico
do Prof. Francisco José de Abreu Matos contabiliza 69 géneros, tendo destaque o género
Croton, com 18 espécies (295 fichas).

Ao todo, as andlises catalogadas até 0 momento, apontam 900 fichas de anélises de
6leos essenciais, destacando-se os géneros Croton, Lippia, Mentha, Hyptis e Cymbopogon por

apresentarem, em ordem decrescente, as maiores quantidades de fichas catalogadas (Figura 4).

Figura 5 — Classificacdo das fichas da Essencioteca Prof. FJA Matos, de acordo com o género.
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Fonte: Autor (2022)
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Considerando os critérios de classificagdo recomendados por Pinheiro (1989), o
conjunto de relatorios técnico-cientificos de 6leos essenciais que forma o acervo cientifico,
pode ser classificado como uma “obra rara”, por possuir marcas de propriedade (anotacdes
manuscritas feitas pelos pesquisadores que auxiliam no entendimento dos registros de analises
cromatograficas) e carater de originalidade e peculiaridade, ou seja, ser considerado sui generis.
As fichas de analise de 6leos essenciais estdo armazenados no Horto de Plantas Medicinais da
Universidade Federal do Ceara, sob a curadoria da coordenacdo deste setor, vinculado a Pro-
Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduacdo da instituicéo.

Foram encontradas 189 fichas de analise de 6leo essencial para exemplares de espécies
do género Lippia, as quais foram organizadas, catalogadas, digitalizadas e armazenadas na
nuvem. O género Lippia foi escolhido para analise aprofundada dos dados devido a
disponibilidade de material botanico constante no Horto de Plantas Medicinais Professor
Francisco José de Abreu Matos para estudos fitoquimicos posteriores com fins comparativos as
fichas da Esssencioteca. A atualizacdo da nomenclatura botanica para estes registros e codigo
de deposito de exsicata foram descritos no Quadro 1.

Quadro 1 — Atualizacdo da nomenclatura botanica de espécies de Lippia e registro de
exsicatas.

N° Nomenclatura botanica Nomenclatura botanica Registros de exsicatas depositadas
registrada na Essencioteca atualizada ap06s revisao para as espécies.
do Professor Francisco José dos registros
de Abreu Matos documentais.
1 Lippia thymoides Mart. & Lippia thymoides Mart. & EAC 20010, EAC19999, EAC 19975,
Schauer Schauer EAC 3388
2 Lippia microphylla Cham. Lippia microphylla Cham. HPL 8779
3 Lippia sidoides Cham. Lippia origanoides Kunth. | EAC 17603, EAC 21926, UPCB 22798,

HUEM 5082, EAC 17439, EAC 12820,
EAC 11989, EAC 8474, EAC 3337.
4 Lippia geminata Kunth Lippia alba (Mill.) N.E.Br. | EAC 24157, EAC 21806 EAC 24156,
ex Britton & P.Wilson EAC 24158 EAC 24149, EAC 24150
EAC 24151, EAC 24152 EAC 24155,
UFP 11020, EAC 16425 EAC 16693,

EAC 3504
5 Lippia gracilis Schauer Lippia grata Schauer EAC 13907, EAC 13070, EAC 12018
6 Lippia citriodora (Lam.) Aloysia citrodora Palau =
Kunth
7 Lippia betulifolia Phyla betulifolia (Kunth) -
Greene
8 Lippia aristata Schauer Lippia aristata Schauer -
9 Lippia alnifolia Mart. & Lippia alnifolia Mart. & EAC 22067
Schauer Schauer

Fonte: Autor
Um total de 93 fichas foram removidas da analise apds aplicacdo dos critérios de
exclusdo: por serem relativas a amostras coletadas fora do Nordeste (9), analises de hidrolatos

(24), constar cromatogramas ilegiveis (8), estarem incompletas (4), por ndo conter identificacdo



38

botanica completa da espécie (44) e por terem sido desconsideradas como espécies do género
Lippia apds reclassificacao botanica (5). Um total de 95 fichas foram incluidas para anélise
dos dados: 10 fichas para a espécie Lippia thymoides, 33 para Lippia origanoides, 38 para

Lippia alba, 3 para Lippia microphylla, 9 para Lippia grata e 2 para Lippia alnifolia (Figura 5).

Figura 6 — Sequéncia de etapas para a selecdo de fichas referentes ao género Lippia da

Essencioteca.
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=
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E fichas de analise fitoquimica (n=145)
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Fonte: Elaborada pelo autor.

As anélises fitoquimicas realizadas a partir de espécies do género Lippia foram

conduzidas a partir do 6leo essencial obtido de material botanico proveniente de 19 cidades do
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Nordeste do Brasil, destas identificou-se que 8 municipios pertenciam ao Ceara (Figura 6).

Figura 7 — Municipios visitados pelo Professor FJA Matos e sua equipe para a obtencéo de
material vegetal.
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Fonte: elaborada pelo autor.

As espécies vegetais aromaticas foram oriundas principalmente de municipios

inseridos em &rea correspondente ao bioma Caatinga (73,68%, n=14) seguido de territorio
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correspondente a Mata Atlantica (21,05%) e um registro correspondente ao bioma cerrado

(5,26%) conforme dados apresentados no Quadro 2.

Quadro 2— Territorio dos biomas nos municipios citados para ocorréncias de Lippia no
Nordeste referente as fichas da Essencioteca.

Alagoinhas BA 14% 86% - INFOSANBAS, 2023a
Jodo Pessoa PB - 100% - INFOSANBAS, 2023b
Jucurutu RN 100% - - INFOSANBAS, 2023c
Lencois BA 100% - - INFOSANBAS, 2023d
Mossoro RN 100% - - INFOSANBAS, 2023e
Olindina BA 100% - - INFOSANBAS, 2023f
Piripiri Pl 100% - - INFOSANBAS, 20239
Recife PE - 100% - INFOSANBAS, 2023h
Santa Luzia PB 100% - - INFOSANBAS, 2023i
Sao Bernardo MA 20% - 80% INFOSANBAS, 2023j
Mata de S8o Jodo BA - 100% - INFOSANBAS, 2023k
Aquiraz CE 100% - - INFOSANBAS, 2023I
Caucaia CE 100% - - INFOSANBAS, 2023m
Fortaleza CE 100% - - INFOSANBAS, 2023n
Iguatu CE 100% - - INFOSANBAS, 20230
Lavras da Mangabeira CE 100% - - INFOSANBAS, 2023p
Maracanal CE 100% - - INFOSANBAS, 2023q
Sobral CE 100% - - INFOSANBAS, 2023r
Varzea Alegre CE 100% - - INFOSANBAS, 2023s

Fonte: elaborado pelo autor.

6.2 Composicgao fitoquimica das espécies de Lippia constantes na Essencioteca.

A avaliacdo das fichas de analise de 6leos essenciais encontradas para a espécie Lippia
alba (38 fichas) conforme Quadro 3, apontou como constituintes majoritarios, as seguintes
substancias: carvona (0,00-89,58%), neral (0,00-45,21%), geranial (0,00-38,58%), limoneno
(0,00-38,83%), mirceno (0,00-27,25%), linalol (0,00-31,97%), beta-cariofileno (0,00-27,38%),
beta-terpineno (0,00-12,24%), elemol (0,00-10,93%) e p-cimeno (10,63%) (Tabela 1).
Ressalta-se que as fichas 938 e 2188a destacaram-se por conter maior concentracdo de beta-
terpineno (12,24%) e nerolidol (32,63%), respectivamente, destaca-se que estes metabdlitos
ndo foram representados na Tabela 1 por ndo serem frequentes para a referida espécie.

A inspecdo dos fichas selecionados para a espécie Lippia origanoides (33 registros)
identificados no Quadro 4, identificou como predominantes nos 6leos essenciais as seguintes
substancias:  beta-cariofileno (0,00-31,61%), carvacrol (0,00-64,14) %, p-cimeno (0,00-
26,83%), timol (0,00-95,12%), acetato de timol (0,00-26,40%), gama-terpineno (0,00-13,70%)
e beta-farneseno (0,00-12.15%) (Tabela 2). Os metabdlitos acetato de timol e beta-farneseno
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(ndo representados na tabela 2) foram encontrados em maiores concentragdes apenas nas fichas
858 (26,40%) e 1239 (12,15%), respectivamente.

A Tabela 3 apresenta os teores de constituintes majoritarios para as fichas de analises
de 6leos essenciais das espécies Lippia thymoides, Lippia grata, Lippia microphylla e Lippia

alnifolia.

Quadro 3 — Descri¢do das principais informac6es acerca de fichas referentes a L. alba.

1 2518 Folhas Campus do Pici, Fortaleza, Ceara 17/09/1996 0.17
2 2511 Folhas Campus do Pici, Fortaleza, Ceara 02/09/1996 0.57
3 2448 Folhas Campus do Pici, Fortaleza, Ceara 17/04/1996 0.17
4 2383 Folhas Ceara, Fortaleza, Campus do Pici 09/01/1996 1.83
5) 2382 Folhas Ceard, Fortaleza, Campus do Pici 08/01/1996 2.1
6 2350 Folhas Ceara, Fortaleza, Campus do Pici 14/09/1995 1.47
7 2343 Folhas Ceard, Fortaleza, Campus do Pici 06/09/1995 1.05
8 2223 Folhas Ceara, Fortaleza, Campus do Pici 20/10/1994 1.99
9 2200 Folhas Ceard, Fortaleza, Campus do Pici 30/08/1994 1.37
10 2198a Folhas Ceard, Fortaleza, Campus do Pici 30/08/1994 1.56
11 2198b Folhas Ceara, Fortaleza, Campus do Pici 30/08/1994 1.56
12 2198c Folhas Ceard, Fortaleza, Campus do Pici 30/08/1994 1.56
13 2196 Folhas Ceard, Fortaleza, Campus do Pici 30/08/1994 1.54
14 2194 Folhas Ceard, Fortaleza, Campus do Pici 30/08/1994 1.36
15 2192a Folhas Ceard, Fortaleza, Campus do Pici 30/08/1994 1.19
16 2192b Folhas Ceard, Fortaleza, Campus do Pici 30/08/1994 1.19
17 2192c Folhas Ceard, Fortaleza, Campus do Pici 30/08/1994 1.19
18 2190 Folhas Ceard, Fortaleza, Campus do Pici 30/08/1994 1.17
19 2188a Folhas Ceara, Fortaleza, Campus do Pici 30/08/1994 0.54
20 2188b Folhas Ceara, Fortaleza, Campus do Pici 30/08/1994 0.54
21 2188c Folhas Ceard, Fortaleza, Campus do Pici 30/08/1994 0.54
22 2125 Folhas Ceard, Fortaleza, Campus do Pici 20/01/1994 1.8
23 2123 Folhas Ceard, Fortaleza, Campus do Pici 20/01/1994 1.8
24 2117 Folhas Ceard, Fortaleza, Campus do Pici 24/11/1993 1.5
25 1968a Folhas Cear3, Fortaleza, Campus do Pici 24/08/1993 15
26 1968hb Folhas Ceard, Fortaleza, Campus do Pici 24/08/1993 1.5
27 1968c Folhas Ceard, Fortaleza, Campus do Pici 24/08/1993 15
28 1739 Folhas Fortaleza, Ceara 24/2/1992 1.8
29 1091 Folhas Ceard, Fortaleza, Campus do Pici 27/07/1988 -
30 1043 Folhas Ceara, Fortaleza, Campus do Pici 25/11/1986 0.9
31 938 Folhas Ceard, Fortaleza, Campus do Pici 25/11/1986 0.060
32 923 Folhas Ceara, Fortaleza, Campus do Pici 19/06/1986 0.18
838 908a Folhas Ceard, Fortaleza, Campus do Pici -/01/1986 1.32
34 908b Folhas Ceara, Fortaleza, Campus do Pici -/01/1986 1.32
35 908c Folhas Ceard, Fortaleza, Campus do Pici -/01/1986 1.32
36 908d Folhas Ceard, Fortaleza, Campus do Pici -/01/1986 1.32
37 193a Folhas S&o Bernardo, Maranhéo 15/10/1977 0.98
38 193b Folhas S&o Bernardo, Maranhéo 15/10/1977 0.98

Fonte: Elaborado pelo autor.
Com relagdo as fichas de Lippia grata (2147, 1982, 1566, 903, 883a, 883b, 862, 817a e

817b), apresentadas no Quadro 5, os fitoquimicos majoritarios encontrados foram cineol (0,00-
36.33%), timol (0,00-63,36%), p-cimeno (0,00-31,72%), metil-timol (0,00-10,16%), gama-
terpineno (0,00-14,59%), carvacrol (0,00-17,00%), beta-terpineno (0,00-48,23%), beta-
cariofileno (0,00-11,09%) e alfa-terpineol (00,00-14,97%).

Quanto as andlises fitoquimicas dos 6leos essenciais de Lippia microphylla (1970, 1560
e 859 descritos no Quadro 6) identificou-se que cineol (0,00-57,43%), alfa-terpineol (0,00-
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14,48%), alfa-terpinoleno (0,00-10,27%), beta-cariofileno (3,49-18,86%) e carvacrol (0,00-
52,04%) eram 0s componentes em maiores concentracoes.

Em relacdo as fichas contendo informacg6es sobre Lippia thymoides (1980, 1976a,
1976b, 1974a, 1974b, 1974c, 1974d, 1974e, 164b e 164c) caracterizadas no Quadro 7,
observou-se que 0s constituintes majoritarios encontrados para tal espécie foram cineol (0,00-
27,91%), alfa-humuleno (1,54-14,62%), beta-cariofileno (15-39-33,53%), 6xido de cariofileno
(0,00-13,68%) e sabineno (0,00-11,02%).

Quadro 4 — Descrigéo das principais informaces acerca de fichas referentes a L. origanoides.
[ Identificacdo |  Ficha | Farmacogeno | ~  LocaldeColeta | DatadaColeta | Rendimento (%) |

1 2487 Folhas Ceard, Fortaleza, Campus do Pici 10/07/1996 3.37
2 2475 Folhas Ceara, Caucaia 10/06/1996 4.070
3 2473 Folhas Ceara, Cedefam, Fortaleza 05/06/1996 4.23
4 2470 Folhas Ceara, Fortaleza, Campus do Pici 28/05/1996 5.18
5 2457 Folhas Ceard, Fortaleza, IPREDE. 21/04/1996 4.14
6 2442 Folhas Ceara, Cedefam, Fortaleza 08/04/1996 2.97
7 2432 Folhas Ceard, Fortaleza, Campus do Pici 22/03/1996 4.22
8 2384 Folhas Pernambuco, Recife, IPA 05/01/1996 4.65
9 2380 Folhas Ceara, Maracanal, Farméacia Viva 07/12/1995 3.13
10 2352a Folhas Ceara, Aquiraz 22/09/1995 5.54
11 2352b Folhas Ceara, Aquiraz 22/09/1995 5.54
12 2341 Folhas Paraiba, Jodo Pessoa, Horto (UFPB) 31/08/1995 1.080
13 2101 Folhas Ceara, Fortaleza, Quatro Varas, Pirambu 29/10/1993 2.30
14 1591 Folhas Ceard, Fortaleza, Campus do Pici 24/07/1991 1.66
15 1564 Folhas Ceard, Sobral, Serra das Andorinhas 04/07/1991 3.83
16 1545 Folhas Ceara, Fortaleza, Campus do Pici 06/05/1991 2.4
17 1544 Folhas Ceard, Fortaleza, Campus do Pici 02/05/1991 1.47
18 1539 Folhas Ceard, Fortaleza, Campus do Pici 09/04/1991 -
19 1464 Folhas Ceard, Fortaleza, Campus do Pici 21/06/1990 15
20 1283 Folhas Ceard, Fortaleza, Campus do Pici 17/12/1989 -
21 960 Folhas Cearg, Fortaleza, Campus do Pici 24/07/1987 2
22 930a Folhas Ceara, Fortaleza, Campus do Pici 21/06/1986 2.066
23 930b Folhas Ceara, Fortaleza, Campus do Pici 21/06/1986 2.066
24 858 Folhas RN, Mossoro. 05/02/1986 1.13
25 835a Folhas RN, Mossoro. 16/04/1984 2.73
26 835b Folhas RN, Mossoro. 16/04/1984 2.73
27 835¢ Folhas RN, Mossoro. 16/04/1984 2.73
28 810a Partes Aéreas RN, Mossoro. 13/05/1983 1
29 809 Folhas RN, Mossord. 13/05/1983 1
30 591 Folhas RN, Mossorb. 09/05/1980 1.40
31 178a Folhas RN, Jucurutu 20/08/1977 25
32 178b Folhas RN, Jucurutu 20/08/1977 2.5
33 165 Partes Aéreas PB, Santa Luzia 19/07/1977 4.1

Fonte: Elaborado pelo autor.

Quadro 5 — Descrigdo das principais informac6es acerca de fichas referentes a L. grata.

1 2147 Partes Aéreas Séo Jodo, Bahia 15/01/1994 7.4
2 1566 Folhas Piripiri, Piaui -/08/1990 0.22
8] 903 Folhas Maranh&o -/11/1985 2.40
4 883a Partes Aéreas Piripiri, Piaui 07/08/1985 4

5 883b Partes Aéreas Piripiri, Piaui 07/08/1985 4

6 862 Folhas Iguatu, Ceard 30/03/1985 2.45
7 817a Folhas Lavras da Mangabeira, Ceara 24/05/1983 1.5
8 817b Folhas Lavras da Mangabeira, Ceara 24/05/1983 1.5

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Quadro 6 — Descrigéo das principais informac6es acerca de fichas referentes a L. microphylla.

1 1970 Folhas Horto de Plantas Medicinais, Fortaleza, Ceara 26/06/1995 -
2 1560 Folhas Horto de Plantas Medicinais, Fortaleza, Ceara 29/05/1991 2.22
3 859 Folhas Varzea Alegre, Ceara. -/02/1985 0.4

Fonte: Elaborado pelo autor.

Quadro 7 — Descrigéo das principais informacGes acerca de fichas referentes a L. thymoides.

1 1980 Partes Aéreas Serra Velha, Olindina, Bahia 21/08/1993 1.00
2 1976a Folhas Alagoinhas, Bahia 21/08/1993 2.1
3] 1976b Folhas Alagoinhas, Bahia 21/08/1993 2.1
4 1974a Folhas Alagoinhas, Bahia 23/08/1993 2.7
5 1974b Folhas Alagoinhas, Bahia 23/08/1993 2.7
6 1974c Folhas Alagoinhas, Bahia 23/08/1993 2.7
7 1974d Folhas Alagoinhas, Bahia 23/08/1993 2.7
8 1974e Folhas Alagoinhas, Bahia 23/08/1993 2.7
9 164b Folhas Olindina, Bahia 25/07/1977 2.35
10 164c Folhas Olindina, Bahia 25/07/1977 2.35

Fonte: Elaborado pelo autor.
Por fim, para a espécie Lippia alnifolia (2294 e 2265), a substancia volatil em maior

concentragdo encontrada foi o limoneno (82,93-93,44%).

Quadro 8 — Descri¢do das principais informacGes acerca de fichas referentes a L. alnifolia.

2294 Folhas Chapada da Diamatina, Lencois, 21/06/1995
! Bahia .
2 2275 Folhas Chapada da Diamatina, Lencois, 15/02/1995 08
Bahia )

Fonte: Elaborado pelo autor.

As substancias beta-Cariofileno, limoneno e p-cimeno foram frequentemente citadas
nas fichas de 6leos essenciais. De acordo com Okhale et al (2016) estas moléculas podem ser
consideradas marcadores quimiotaxonémicos volateis para o género Lippia.

A variabilidade fitoquimica observada nas amostras pode ser explicada devido as
diferentes condigcbes de coleta do material botanico utilizado para a obtencdo dos Oleos
essenciais. Conforme apresentado no Quadro 2, as espécies vegetais foram obtidas em
diferentes localidades, as quais poderiam ter afetado 0 metabolismo vegetal ao considerar-se a
influéncia de diversos fatores, como: temperatura, estresse hidrico, poluicdo, altitude, etc
(FIGUEIREDO et al., 2008; GOBBO-NETO & LOPES, 2007; MEHALAINE &
CHENCHOUNI, 2021).

Outra possivel explicacdo refere-se a ampla diversidade e variabilidade genetica
relatada no género Lippia, o que pode implicar na geracao de varios quimiotipos para uma dada
espécie (ALMEIDA, et al., 2018). No Brasil, sdo relatados diversos gendtipos para L. alba
(MANICA-CATTANI et al., 2009), L. gracilis (GOMES et al., 2010; MELO et al., 2013;
PENHA et al., 2021) e L. origanoides (PENHA et al., 2021; SANTOS et al., 2015; SOARES
et al., 2016).
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Informacdes detalhadas sobre a meteorologia das localidades, incluindo dados acerca
de umidade, temperatura e pluviosidade sdo escassas antes do ano 2000, o que impossibilita o
estabelecimento de relagOes causa-efeito precisas e exatas para as variagdes quimicas e de

rendimentos extrativos documentadas para as fichas da Essencioteca.
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Amostra beta-Cariofileno Carvona Elemol Geranial Limoneno Linalol Mirceno Neral p-Cimeno
2518 2.16 0,00 10,93 14,13 0,00 0,00 4,35 10,27 0,00
2511 6.17 0,00 2,28 13,86 0,00 1,36 27,25 16,91 2,35
2448 0.63 0,00 7,32 15,32 0,00 0,00 0,59 15,29 1,61
2383 0,00 0,67 0,00 24,43 15,05 0,00 0,00 33,56 3,08
2382 0,00 59,60 0,00 0,00 25,15 0,00 0,00 0,00 0,00
2350 0,00 50,89 0,00 0,00 24,70 1,16 0,00 0,00 0,00
2343 0,00 0,73 0,92 22,81 15,21 1,11 0,63 28,50 2,09
2223 0,00 68,36 0,00 0,00 13,28 0,00 0,00 0,00 0,74
2200 0.24 0,48 0,61 38,58 0,00 0,00 0,00 27,18 10,63
2198a 0,00 58,96 0,00 0,00 24,18 0,00 0,00 0,00 0,00

2198b 0.41 48,85 2,70 0,00 23,65 0,00 0,66 0,00 0,00
2198c 0,00 73,76 1,37 0,00 0,00 1,36 0,00 0,00 1,63
2196 0.48 0,00 2,63 30,93 12,24 1,15 0,57 25,84 2,66
2194 0.34 54,69 2,14 0,00 23,18 0,00 0,46 0,00 0,00
2192a 0,00 52,36 3,88 0,00 26,72 1,34 0,00 0,00 0,00
2192b 0.52 42,65 2,31 0,00 30,37 0,00 1,41 0,00 0,00
2192c 0.46 61,21 2,25 0,30 15,87 1,40 0,54 0,00 0,49
2190 0,00 0,00 0,00 27,64 21,19 0,00 0,00 23,53 5,01
2188a 0,00 0,00 0,00 0,70 0,00 1,53 0,00 0,00 0,00
2188b 4.42 0,00 1,02 31,92 1,50 0,00 10,78 23,21 9,21
2188c 5.8 0,00 1,73 23,52 0,00 1,53 26,98 18,88 0,00
2125 0,00 52,26 1,08 0,00 26,77 0,89 0,86 0,00 0,00
2123 0,00 0,00 1,84 30,82 11,20 0,00 0,00 45,21 0,00
2117 0,00 0,00 0,00 24,75 31,94 0,00 0,00 36,77 0,00
1968a 0,00 0,00 0,00 0,06 9,42 0,91 0,40 27,71 2,06
1968b 0,00 0,00 0,00 27,71 9,72 0,84 0,42 37,51 0,00
1968c 0,00 0,00 0,00 29,59 10,36 0,83 0,00 39,27 2,26
1739 0,00 0,00 0,80 33,55 22,04 1,20 0,52 27,35 0,00
1091 0,00 0,00 0,00 2151 20,28 321 1,50 31,86 3,38
1043 0.22 53,41 2,13 0,00 24,77 1,76 0,68 0,00 0,00
938 0,00 29,15 0,00 0,00 38,83 2,40 0,00 0,00 0,00
923 8.95 0,00 0,00 13,56 0,00 0,83 24,46 11,28 4,44
908a 0,00 43,78 0,98 0,00 10,69 0,00 0,93 0,00 7,56
908b 0,00 89,58 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
908c 0,00 2,23 1,48 0,00 0,00 31,97 0,00 0,00 2,71
908d 0,00 45,09 1,88 0,00 24,14 0,00 0,00 0,00 0,00
193a 27.38 0,00 0,00 4,07 0,00 0,00 3,85 4,00 8,82
193b 11.6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Fonte: Elaborado pelo autor.



Tabela 2 — Teor de constituintes majoritarios das fichas de Lippia origanoides da Essencioteca Prof. Francisco José de Abreu Matos.

Amostra beta-Cariofileno Carvacrol gama-Terpineno p-Cimeno Timol
2487 15,16 0,00 4,45 11,52 52,10
2475 31,61 1,65 9,12 18,29 0,00
2473 16,51 0,00 5,40 0,00 43,80
2470 15,37 0,00 2,58 7,12 58,86
2457 11,73 0,00 4,06 7,13 66,67
2442 8,16 1,09 1,65 6,11 76,84
2432 8,58 0,00 1,48 5,28 68,97
2384 9,32 63,14 4,19 0,00 0,00
2380 4,88 0,00 0,00 0,00 95,12
2352a 9,53 0,00 3,59 6,50 70,71

2352b 26,49 0,00 1,47 3,18 55,86
2341 6,48 0,00 2,61 6,53 80,15
2101 0,57 0,00 0,00 0,19 90,00
1591 10,59 3,69 6,96 13,61 45,32
1564 2,55 30,00 3,66 10,10 30,52
1545 0,00 0,00 0,00 10,15 63,59
1544 6,45 48,65 2,95 8,43 5,45
1539 2,75 0,00 0,53 2,88 91,24
1464 9,75 0,00 0,00 2,56 73,48
1238 0,00 0,00 0,00 9,78 69,08

960 0,00 0,00 5,61 14,72 49,79
930a 19,57 1,88 4,24 10,16 44,52
930b 12,48 0,66 0,46 18,77 62,53

858 0,00 44,90 0,00 18,78 0,00
835a 0,00 23,56 0,00 4,48 49,10
835b 1,36 0,00 13,70 26,83 34,05
835¢ 2,72 25,76 0,00 4,90 53,68
810a 8,03 0,00 0,00 7,75 67,44

809 8,71 0,00 0,00 2,85 69,98

591 9,38 21,88 7,58 25,08 26,19
178a 16,53 12,42 11,14 19,12 13,40
178b 10,13 25,16 12,18 23,76 10,05

165 0.53 19,06 0,00 0,00 69,68

Fonte: elaborado pelo autor.
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Tabela 3 — Teor de constituintes majoritarios das fichas de Lippia spp. da Essencioteca Prof. Francisco Jose de Abreu Matos.

Amostra 1,8- alfa- alfa- alfa- alfa- beta- beta- Carvacrol gama- gama- Limoneno Metil Oxido de p- Sabineno  Timol
Cineol Humuleno Terpineol Terpineno Terpinoleno Cariofileno  Terpineno Cadineno  Terpineno Timol  Cariofileno  Cimeno
2294 1,50 0,00 0,37 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 93,44 0,00 0,00 0,00 0,77 0,00
2265 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 82,93 0,00 0,00 0,00 0,91 0,00
2147 0,00 0,00 0,00 1,18 0,00 3,03 0,00 1,57 0,00 4,36 0,97 0,00 0,00 14,25 0,00 63,36
1982 1,83 0,51 0,00 0,00 0,00 5,54 0,27 0,19 0,00 14,59 0,00 5,12 0,00 17,74 0,00 39,58
1980 3,65 9,26 0,00 0,00 0,00 15,39 2,17 0,00 4,51 13,82 5,47 10,33 0,00 0,00 0,00 3,32
1976a 17,42 2,80 0,00 0,00 0,00 33,53 4,93 0,00 11,13 1,88 0,00 0,00 2,08 0,00 0,00 0,00
1976b 12,73 3,96 0,00 1,60 0,00 31,16 0,00 0,00 0,00 1,06 0,91 0,00 3,77 0,00 0,00 0,00
1974a 27,91 1,54 0,00 0,00 0,00 19,10 0,00 0,00 3,30 1,31 0,00 0,00 2,06 0,00 11,02 0,00
1974b 27,91 1,54 0,00 0,00 0,82 19,10 0,00 0,00 3,10 1,31 0,00 0,00 0,00 0,00 1,32 0,00
1974c 17,29 1,88 0,00 0,00 0,87 16,45 0,00 0,00 2,77 1,36 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11 0,00
1974d 18,27 1,75 0,00 0,00 0,00 18,46 0,00 0,00 0,00 0,99 3,58 0,00 0,00 0,00 7,24 0,00
1974e 18,73 1,78 0,00 0,00 0,00 18,86 0,00 0,00 0,00 0,00 3,67 0,00 0,00 0,00 6,68 0,00
1970 2,98 0,96 0,00 0,00 0,00 18,86 0,00 52,04 0,00 0,00 0,00 3,41 0,00 0,00 0,59 6,04
1566 0,75 0,00 0,00 0,00 0,00 2,62 0,00 1,50 0,00 4,80 0,00 3,81 0,00 15,62 0,00 61,75
1560 6,69 0,78 1,80 0,00 10,27 6,80 0,00 0,00 0,00 1,90 0,00 1,54 0,00 0,00 0,00 0,50
903 36,33 3,35 11,73 0,00 0,00 3,94 4,83 0,00 0,00 4,50 0,00 5,89 0,00 2,39 0,00 4,22
883a 0,00 0,00 0,00 10,54 2,29 2,86 0,00 1,64 0,00 0,00 0,00 9,44 0,00 29,64 0,00 27,35
883b 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,41 0,00 17,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 31,72 0,00 0,74
862 9,00 0,00 2,45 0,00 0,63 5,18 0,00 11,30 0,00 2,02 0,00 8,69 0,00 10,28 0,00 29,29
859 57,43 0,00 14,48 0,00 0,00 3,49 0,00 321 0,00 1,25 0,00 1,31 0,00 0,00 4,91 3,02
817a 5,66 2,31 14,97 0,00 0,00 11,09 0,00 6,37 0,00 0,00 0,00 4,67 0,00 0,00 0,00 10,46
817b 3,34 0,00 2,85 0,00 0,00 0,00 48,23 1,50 0,00 1,26 0,00 10,16 0,00 1,01 0,00 10,76
164b 2,06 9,97 0,00 0,00 0,43 17,11 0,00 0,93 3,78 2,83 0,00 6,33 0,00 0,00 0,81 0,70
164c 0,00 14,62 0,00 0,00 0,00 16,69 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,32 13,68 0,00 0,00 0,00

Fonte: elaborado pelo autor.
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6.3 Analise Estatistica Multivariada
6.3.1 Lippia alba
6.3.1.1 Anélise de Componentes Principais

Com relacdo a espécie Lippia alba, a ACP (Figura 7) permitiu agrupar as fichas de andlises

de 6leos essenciais em 5 principais grupos:

e Grupo 1 (emamarelo): Composto por fichas de 6leos essenciais que contém prevaléncia
em carvona: 908d, 908a,908b, 938, 1043, 2125, 2192a, 2192b, 2192c, 2194, 2198a,
2198b, 2198c, 2223, 2350, 2382.

e Grupo 2 (em verde): Composto por fichas relatando predominancia de citral: 2518, 2448,
2383, 2343, 2200, 2196, 2190, 2188b, 2123, 2117, 1968a, 1968b, 1968c, 1739, 1091.

e Grupo 3 (roxo): Correspondendo as amostras que demonstraram a presenca de alfa-
copaeno: 2511, 2188a, 2188c, 193a e 923.

e Grupo 4 (rosa): Amostra 903c contendo linalol como constituinte majoritario.

e Grupo 5 (cinza): Amostra 193b que demonstrou calameneno e beta-selineno,

apresentando como constituinte majoritario beta-cariofileno.

Figura 8 — ACP da composicdo quimica para 0leos essenciais da espécie Lippia alba.

Fonte: elaborada pelo autor. Factor 1 - Componente Principal 1 (13,6%); Factor 2 — Componente Principal 2 (11,5%).
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Um grafico de loading demonstra o quéo profundamente cada uma das caracteristicas
de uma dada amostra influencia para a formacgéo de seus componentes principais. Neste caso,
as caracteristicas das amostras avaliadas sdo seus constituintes quimicos. Dessa forma, a

medida que uma variavel se afasta da origem, sua contribuicdo para o modelo se torna maior.

Figura 9 — Gréfico dos loadings do Componente Principal 1 X Componente Principal 2 para os fichas de
Lippia alba.
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Fonte: elaborada pelo autor. Factor 1 - Componente Principal 1 (13,6%); Factor 2 — Componente Principal 2
(11,5%).

Conforme a Figura 8, as variaveis alfa-copaeno e mirceno contribuiram por maior
correlacdo positiva enquanto que carvona e limoneno por elevada correlacdo negativa para uma
melhor separacdo das amostras quanto ao Componente Principal 2 (CP2) que justifica 11,5%
da variancia dos dados. Entretanto, o Componente Principal 1 (CP1) foi capaz de explicar um
maior valor de variancia nos dados (13,6%), onde as varidveis acetato de terpenila, canfeno e

linalol contribuiram positivamente para a diferenciacdo das amostras.

6.3.1.2 Andlise de Cluster Hierarquico

A avaliacdo por ACH apontou dois clusters maiores, o primeiro cluster formado pelas
amostras contendo alto teor de citral e um segundo cluster abrangendo as fichas de 06leos

essenciais que demonstram predominancia de carvona (Figura 9).
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Figura 10 — Dendograma representando a similaridade quimica de 6leos essenciais da espécie Lippia
alba.
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Fonte: elaborada pelo autor.

O primeiro cluster foi composto pelo agrupamento das fichas: 2188a, 2188c, 2511,
923, 1968a, 2448, 2518, 193a, 193b, 2200, 2188b, 2117, 2383, 2343, 2196, 2190, 1739, 1091,
2123, 1968b, 1968c e 908c. Este agrupamento foi composto por subclusters, onde:

e Observou-se que as amostras 2188a, 923, 2511 e 2188c formaram um subcluster por se
assemelharem quanto & presenca de geranial, neral e mirceno. Embora apresente estas
substancias, a amostra 2188a foi agrupada separadamente provavelmente por ndo conter
p-cimeno e apresentar nerolidol.

e As amostras 2518, 2448 e 1968a foram agrupadas em um subcluster, entretanto
percebeu-se que as amostras 2518 e 2448 apresentaram maior semelhanca entre si,
atribuida a presenca de elemol em ambas. Em 1968a, 0 elemol estava ausente e detectou-
se a presenca do limoneno que nao foi identificado em 2518 e 2448.

e As fichas de oOleos essenciais 193a e 193b foram similes e evidenciaram 0s maiores
teores de beta-cariofileno quanto aos documentos para Lippia alba estudados.

e Foi constatado agrupamento de 2200 e 2188b devido suas similaridades, onde ressalta-
se que estas amostras foram aquelas em que foram identificadas maiores quantidades de
p-cimeno.

e As amostras 2383, 2343, 2196 foram agrupadas por conter alto teor de citral e
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quantidades proximas entre si de gama-terpineno, limoneno, p-cimeno e sabineno.
Porém, a ficha 2383 distanciou-se de 2343 e 2196 por conter beta-elemeno e germacreno
A, ndo evidenciado nestas dltimas.
Verificaram-se que as fichas 2190 e 1739 foram reunidas pela similaridade pois ambas
contém baixas concentracdes de 6-metil-5-hepten-2-ona e sabineno.
Ambas amostras 2123, 1968b e 1968c apresentaram citral como componente
majoritario e quantidades similares de limoneno. Entretanto 2123 diferenciou-se por
conter elemol e ndo apresentar sabineno diferindo de 1968b e 1968c.
A amostra 908c foi agrupada separadamente das restantes do primeiro cluster por ser a
Unica contendo acetato de terpenila, ndo conter citral e apresentar linalol como
fitoquimico majoritario.

O segundo cluster destacado foi composto pelas fichas 2192b, 908d, 2125, 2382,

2198a, 2198b, 2194, 1043, 2192a, 2350, 2223, 2192c, 908a, 938, 2198c e 908b. Neste

agrupamento, observaram-se as seguintes caracteristicas:

As fichas 2192b, 903d, 2125 apresentaram similaridade justificada pelas concentracdes
similares de limoneno.

Em 2382 a 2198a foram prdximas por conterem as maiores concentra¢fes de sabineno
registradas no estudo para Lippia alba.

As fichas 2198b, 2194 e 1043 formaram subagrupamento de amostras com teor similar
de limoneno e carvona entre si, entretanto a amostra 2198a se distinguiu por nao conter
beta-elemeno e apresentar maior quantidade de sabineno.

O registro 2192a foi isolada das demais amostras por conter o maior teor de beta-
elemeno dentre todas as informacdes sobre L. alba.

A amostra 2350 foi isolada por conter o maior teor de hedicariol dentre as amostras que
também apresentaram carvona.

As analises de 2223 e 2192c sdo similares, pois, dentre as amostras que continham p-
cimeno foram as que apresentaram menor teor deste metabdlito.

O oleo essencial do espécime 908a separou-se por ser a Unico a conter tagetona.

A ficha 938 isolou-se por ser 0 Gnico a conter beta-terpineno.

As fichas 2198c e 908b afastaram-se dos demais, pois, das amostras que possuiam

carvona eram as unicas sem a presenca de limoneno concomitante.
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6.3.2 Lippia origanoides
6.3.2.1 Anélise de Componentes Principais

Com relacdo a espécie Lippia origanoides, a ACP (Figura 10) permitiu agrupar as
fichas em 3 principais grupos:

e Grupo 1 (amarelo): Onde um total de 21 fichas se agruparam por conter timol como
fitoconstituinte majoritario: 2101, 2380, 1539, 810a, 809, 1238, 835a,165, 2341, 1464,
930b, 1545, 835c, 2352a,2352h, 2442, 2457, 2432, 930a, 2470, 2473, 178a e 835bh.

e Grupo 2 (verde): As fichas foram agrupados por demonstrar carvacrol em maiores
concentracOes: 858, 1544, 1564, 591 e 2384.

e Grupo 3 (vermelho): Representado pela amostra 2475 isolada, a qual apresentou-se

exibiu beta-cariofileno como constituinte majoritario.

Figura 11 — ACP da composicdo quimica para 6leos essenciais da espécie Lippia origanoides.

Fonte: elaborada pelo autor. Factor 1 - Componente Principal 1 (19,5%); Factor 2 — Componente Principal 2
(13,5%)
Conforme a Figura 11, as variaveis beta-mirceno e gama-terpineno contribuiram por

apresentaram maior correlacdo positiva promovendo uma melhor separacdo das amostras
qguanto ao CP1 que justifica 19,5% da variancia dos dados. O CP2 foi capaz de explicar um
menor valor de variancia nos dados (13,5%), onde as variaveis acetato de timol, carvacrol e
oxido de cariofileno contribuiram positivamente para favorecer a diferenciacdo das amostras

por correlacdo positiva.
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Figura 12 — Grafico dos loadings do Componente Principal 1 X Componente Principal 2 para os fichas
de Lippia origanoides.
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Fonte: elaborada pelo autor. Factor 1 - Componente Principal 1 (19,5%); Factor 2 — Componente Principal 2

(13,5%).

5.3.2.2 Anélise de Cluster Hierarquico

ACH permitiu agrupar as amostras de Lippia origanoides em dois grupos principais
(Figura 12). O primeiro grupo e formado de amostras contendo carvacrol como fitoconstituinte
majoritario enquanto o segundo abrange as fichas onde o timol foi identificado como o volatil
majoritario.

Figura 13 — Dendograma representando a similaridade quimica de Oleos essenciais da espécie Lippia
origanoides
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Com relagéo ao primeiro grupo, observou-se os seguintes subclusters:

As analises 2384, 1544 e 858 foram similares por conter a maior concentracdo
de carvacrol dentre as estudadas. Entretanto, 858 se distanciou por conter acetato
de timol que foi ausente em 2384 e 1544.

178a e 178b foram proximas por terem concentracdo similar de metil timol,
porém 1564 e 591 foram separadas de 178a e 178b por apresentar menor teor de
beta-cariofileno e gama-terpineno.

As analises de 1564, 591, 178a, 178b, 835b e 2475 foram aproximadas por
conter carvacrol, entretanto 2475 foi isolada por conter a menor concentragao de

carvacrol registrada.

No que concerne as amostras do segundo grupo destacado, observou-se que:

Houve um subgrupo formado por 2473, 2470, 2487, 1591, 930a e 2352b que
foram correlatos por demonstrarem as concentracdes maiores de beta-cariofileno
dentre as amostras que continham tal metabdlito. Destas amostras, as fichas 2487
e 2470 apresentam teores parecidos de beta-cariofileno, sendo consideradas mais
proximas e as analises 1591 e 930a foram similares pela ocorréncia de carvacrol.
A analise 2473 apesar de similar, distanciou-se por ndo apresentar p-cimeno. A
ficha 2352b afastou-se, pois, nesta foi observada maior teor de beta-cariofileno
O registro 960 foi considerado proximo destes provavelmente devido ao seu teor
de timol similar, entretanto desviou-se dos demais por ndo conter beta-
cariofileno.

Em um segundo subgrupo todas as amostras registram para-cimeno como
constituinte quimico. Neste caso, as fichas 2457 e 2352a foram aproximadas,
onde estas apontaram as maiores concentragdes de gama-terpineno neste grupo.
2432 foi considerado similar, mas afastou-se dos dois ultimos por conter um
menor teor de gama-terpineno e expressar Oxido de cariofileno. O registro 810
distanciou-se pela presenca de aloaromadendreno, ndo observada em qualquer
outro espécime de Lippia origanoides. As fichas 1464 e 809 aproximaram-se
pelas concentragdes similar de para-cimeno nestas, 0 que também ocorreu para
a dupla de exemplares formada por 2442 e 2341 e para o par estabelecido para
1545 e 1238. 930b desviou-se das demais amostras por conter a maior centracdo

de p-cimeno e beta-cariofileno deste subgrupo.
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e Um terceiro subgrupo foi composto pelas amostras 835a, 835c e 165 que
continham carvacrol como o segundo fitoconstituinte majoritario.

e O quarto subgrupo foi gerado pelos espécimes onde foi relatada uma
concentracdo de timol superior a 90%, ou seja, as fichas 2380, 1539 e 2101.

6.3.3 Lippia spp.

6.3.3.1 Andlise de Componentes Principais

Com relacdo a analise simultanea das espécies Lippia grata, Lippia thymoides, Lippia

microphylla e Lippia alnifolia, a ACP (Figura 13) permitiu agrupar as fichas em 5 principais

grupos:

Grupo 1 (amarelo): Representando pelas amostras com alto teor de timol e refere-se a
espeécie Lippia grata: 883a, 2147, 1566, 1982, 817a, 817b e 862.

Grupo 2 (roxo): Contém amostras onde foi observado alto teor de 1,8-cineol e refere-se
a espécie Lippia thymoides (1976a, 1976b, 1974a, 1974b, 1974c, 1974d, 1974, 1560) e
Lippia microphylla (859).

Grupo 3 (verde): Gerado a partir das fichas que demonstram alto teor de limoneno,
correspondentes a espécie Lippia alnifolia: 2294 e 2265.

Grupo 4 (azul claro): Formado pelos espécimes que contém baixo teor de timol e
presenca de metil timol e refere-se as espécies Lippia microphylla (1970) e Lippia grata
(903).

Grupo 5 (branco): Feito pelas amostras onde relatou-se alto teor de alfa-humuleno e
concentracBes moderadas de beta-cariofileno, referindo-se a espécie Lippia thymoides:
1980, 164b e 164c.

De acordo com a Figura 14, as variaveis germacreno B e beta-cariofileno contribuiram

por maior correlacdo positiva para uma melhor separacdo das amostras considerando o CP1 que

justifica 15,8% da variancia de dados. O CP 2 foi capaz de explicar um menor valor de variancia

nos dados (10,6%), onde as varidveis alfa-humuleno e gama-elemeno contribuiram mais

positivamente enquanto timol e para-cimeno favoreceram a diferenciacdo das amostras por

maior correlacdo negativa.



56

Figura 14 — ACP da composicdo quimica para 6leos essenciais de diferentes espécies do género
Lippia.

Fonte: elaborada pelo autor. Factor 1 - Componente Principal 1 (15,8%); Factor 2 — Componente Principal 2 (10,6%).

Figura 15 — Gréfico dos loadings do Componente Principal 1 X Componente Principal 2 para
diferentes espécies do género Lippia.
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Fonte: elaborada pelo autor. Factor 1 - Componente Principal 1 (15,8%); Factor 2 — Componente Principal 2 (10,6%).

6.3.3.2 Andlise de Cluster Hierarquico

A ACH permitiu agrupar as amostras de Lippia em dois clusters principais (Figura 11).
O primeiro cluster destacado apresentou os seguintes agrupamentos:
e Asamostras 2147 e 1566 foram as que apresentaram maior teor de timol dentre
todas, sendo agrupadas conjuntamente e se referem a Lippia grata.
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A amostras 1982, 862 e 883a (Lippia grata) apresentaram timol como

constituinte majoritario, sendo 883a separada por conter maior teor de p-cimeno.

e 1980 e 164b e 164c (Lippia thymoides) apresentaram concentracbes moderadas

de beta-cariofileno dentre as amostras em que foi identificado este metabdlito,

entretanto 164c distanciou-se das Ultimas duas por apresentar 6xido de
cariofileno.

e 1560 (Lippia microphylla) e 817a (Lippia grata) apresentaram as maiores
concentracOes de delta-cadineno na avaliagcdo das fichas.

e 1976a, 1976b, 1974a, 1974d, 1974e, 1974b e 1974c (Lippia thymoides)
demonstraram as maiores concentracdes de beta-cariofileno dentre as amostras
em estudo. Os dois maiores registros de beta-cariofileno foram para as anélises
1976a e 1976b, as quais se distanciaram das demais. Devido as concentragdes
parecidas de beta-cariofileno em 1974a, 1976d, 1974e estas se agruparam,
entretanto 1974a distanciou-se das Ultimas duas por ndo conter limoneno e
registrar maior teor de 1,8-cineol. Percebe-se que 1974b e 1974c foram
aproximadas, entretanto distanciaram-se das demais por conter beta-felandreno
e sesquifelandreno.

e 903 (Lippia grata) e 859 (Lippia microphylla), as amostras com maior teor de
1,8-cineol, foram reunidas em um mesmo subcluster.

e O registro 883b (Lippia grata), amostra com maior teor de metil carvacrol, foi
agrupada separadamente

e 871b (Lippia grata) apresentou-se isolado dos demais, sendo o Unico registro
em que o beta-terpineno foi identificado como componente majoritario.

e Apenas na ficha codificada como 1970 (Lippia microphylla) foi possivel
identificar carvacrol como componente majoritario, sendo, portanto, destacado
em relacdo aos demais.

O segundo cluster destacado foi gerado pelas amostras 2265 e 2294 (Lippia alnifolia)

que foram agrupadas separadamente por conterem alto teor de limoneno.
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Figura 16 — Dendograma representando a similaridade quimica de 6leos essenciais de diferentes espécies do
género Lippia.
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Fonte: elaborada pelo autor.

O termo quimiometria tem origem sueca, originalmente “kemometri”’, uma jungdo do
prefixo “kemo-" para quimica e “-metri” para medida (KIRALJ & FERREIRA, 2006). Se trata
de um ramo da quimica analitica que combina analises estatisticas e matematicas para a
obtencdo de informacgbes pertinentes a partir de conjuntos de dados quimicos extensos e
complexos (JALALVAND, 2021). Frequentemente, as técnicas quimiométricas de ACP e ACH
tém sido usadas com éxito como auxilio na quimiotipificacdo e diferenciacdo de plantas
aromaticas (ANNEMER et al., 2022; GAD et al., 2013; MILADINOVIC et al., 2022).

6.4 Estudo in silico

6.4.1. Selecdo de moléculas para analises in silico.

Foram selecionadas 24 substancias para realiza¢do dos estudos in silico: acetato de timol
(I, alfa-Terpinoleno (I1), alfa-Humuleno (I11), alfa-Terpineol (1V), beta-Cariofileno (V); beta-
Farneseno (VI1), beta-Terpineno (VI1I), Carvacrol (VII1), Carvona (1X), Cineol (X); Elemol (XI),
gama-Cadineno (XII), gama-Terpineno (XI1I), Geranial (X1V), Limoneno (XV), Linalol (XV1),
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Metil-timol (XVI1), Mirceno (XVIII), Neral (XIX), Nerolidol (XX), Oxido de cariofileno
(XXI1), para-Cimeno (XXII), Sabineno (XXII1) e Timol (XXIV) representadas na figura 16.

Figura 17 — Moléculas selecionadas para execucao de testes in silico.

Fonte: elaborada pelo autor.
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6.4.2 Avaliacdo do potencial de acéo biologica dos componentes majoritarios dos 6leos
essenciais.

Os dados obtidos para a avaliacdo do potencial da acdo antibacteriana encontram-se
descritos na tabela 4. O fitoconstituinte que demonstrou maior potencial de ser ativo frente a
acao antibacteriana foi o 6xido de cariofileno (Pa=0,532) que também exibiu maior valor de Pa
para a acdo antimicoplasméatica (Pa=0,367) e antibidtica (Pa=0,292). Para a acdo
antimicobacteriana, o limoneno demonstrou-se como melhor candidato (Pa=0,610). A
substancia para-cimeno apresentou o maior valor de Pa para a acdo antibacteriana oftalmica
(Pa=0,184). O alfa-terpinoleno teve a melhor pontuacdo para aplicagdo como inibidor da
bomba de efluxo bacteriana (Pa=0,133). A molécula do carvacrol sobressaiu-se em relacao as
demais com base em seu potencial de emprego como inibidora da beta-lactamase (Pa=0,594).
Com relacéo a aplicacdo como inibidora da peptidoglicano glicosiltransferase, o sabineno
apresentou a melhor pontuacao dentre as demais moléculas (Pa=0,646).

As bombas de efluxo sdo um mecanismo de defesa do microorganismos contra agentes
quimicos externos a estes seres vivos, as quais dificultam que niveis citotdxicos sejam
alcancados no meio intracelular (JAMSHIDI; SUTTON; RAHMAN, 2016). Algumas destas
bombas tem especificidade para um alvo, como a bomba de efluxo TetK para tetraciclinas
(CHOPRA, 2002). Entretanto, a maior parte das bombas de efluxo que contribui para a
resisténcia aos antimicrobianos sdo inespecificas, sendo consideradas importantes alvos no
contexto da investigacao farmacoldgica a partir de produtos naturais (SHRIRAM et al., 2018).

A inibicdo das enzimas beta-lactamases é relevante para o combate a resisténcia
microbiana aos medicamentos beta-lactamicos, a qual abrange as classes farmacoldgicas dos
carbapenémicos, penicilinas, monobactamicos e cefalosporinas (CARCIONE et al., 2021). A
inativacdo destas é extremamente relevante, uma vez que sdo capazes de degradar o anel beta-
lactdmico em produtos que ndo apresentam acao antimicrobiana (LIVERMORE, 1998).

Quanto a anélise do potencial bioldgico para agdes antifungicas, os dados encontram-se
detalhados na Tabela 5. O 6xido de cariofileno apresentou o maior potencial de aplicagdo para
acdo antifungica geral (Pa=0,647). A substancia beta-farneseno teve o maior escore (Pa=0,213)
relacionado a acdo inibidora da enzima esqualeno epoxidase. A melhor pontuacdo para a
inibicdo da enzima lanosterol 14 alfa-desmetilase foi obtida para o para-cimeno (Pa= 0,180).
Quanto a agdo inibidora da (-1,3-glucana sintase, observou-se valores de Pa baixo para as
moléculas em estudo, com maior potencial de ser ativo para o beta-terpineno (Pa = 0,122).
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Ambas carvacrol e timol, moléculas isoméricas, apresentaram o maior valor de Pa para a
inibicdo da quitina sintase (Pa=0,164).

A enzima esqualeno epoxidase é responsavel pela epoxidacao do esqualeno em 2,3 (S)-
oxidoesqualeno em fungos (NOWOSIELSKI et al., 2011). A inibicdo desta enzima causa
deficiéncia de ergosterol, dano a membrana celular e, portanto, pode levar a morte do fungo
(SAGATOVA, 2021). As alilaliminas, representadas por terbinafina, naftifina e butenafina,
sdo exemplos de antifangicos inibidores da esqualeno epoxidase tradicionalmente empregados
em contextos clinicos (HALAT et al., 2022; VANREPPELEN et al., 2023).

A lanosterol 14 alfa-desmetilase (CYP51), enzima que faz parte do complexo citocromo
P450 fangico, é responsavel por promover a clivagem do grupo metil na posicdo 14-alfa da
molécula de lanosterol. A inibi¢do desta enzima prejudica o metabolismo do ergosterol, levando
ao acumulo de 14-a-metilesterol que por ndo possuir as mesmas propriedades do ergosterol,
ocasiona em prejuizos ao crescimento do microrganismo (BERTO et al., 2018; KALUZHSKIY
et al., 2021). Exemplos de medicamentos antifungicos convencionais capazes de inibir a
lanosterol-14-a-desmetilase incluem fluconazol, itraconazol, voriconazol e posaconazol, 0s quais
fazem parte da classe dos azéis (BERTO et al., 2018).

As glucanas sdo polissacarideos que constituem a parede celular fingica, os quais séo
responsaveis pela manutencao da sobrevivéncia destes organismos por manter a estrutura e a
integridade do envoltério, protegendo-os assim de fatores adversos (YOSHIMI; MIYAZAWA,;
ABE, 2017). As equinocandinas sdo os farmacos antifingicos habitualmente usados com a
capacidade inibir a sintese de glucanas sintases, tendo como exemplos caspofungina,
micafungina e anidulafungina (MROCZYNSKA & BRILLOWSKA-DABROWSKA, 2020).
Como as vias metabodlicas afetadas pelas equinocandinas ndo existem em seres humanos, 0s
possiveis efeitos colaterais sdo considerados reduzidos. Desta forma, o emprego de agentes
capazes de promover a inibi¢do da enzima B-1,3-glucana sintase é pertinente para o
desenvolvimento de medicamentos antifingicos (APGAR et al., 2015). Entretanto, este tipo de
farmaco requer administracdo intravenosa a qual deve ser realizada preferencialmente em
ambiente hospitalar (SZYMANSKI et al., 2022).

Além do ergosterol e das glucanas, a quitina é também um importante constituinte da
parede celular fangica, um polimero polissacarideo constituido por N-acetilglicosamina
responsavel por manter a estrutura da parede celular integra (YANG; ZHANG, 2019). Uma
vez que os inibidores da sintese de ergosterol tém sido amplamente difundidos, principalmente

o0s imidazdis e triazois, observa-se o crescimento de resisténcia fungica. Desta forma, sugere-
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se que a obtencdo de inibidores da sintese da quitina € uma alternativa viavel para uso como
agentes antifungicos (CHAUDHARY; TUPE; DESHPANDE, 2013). As classes quimicas das
polioxinas e nicomicinas apresentam acao inibidora da sintese da quitina, entretanto a eficacia
clinica destas para 0 manejo de infec¢des fungicas em seres humanos sdo limitadas, devido as
baixas biodisponibilidades (CAMPOY & ADRIO, 2017; IBE & MUNRO, 2021).

No que concerne a predi¢do das propriedades antivirais, 0s resultados obtidos foram
representados na tabela 6. Carvacrol foi a substancia que apresentou melhor potencial como
antiviral contra influenza (Pa=0,524). O melhor candidato a agente antiviral contra picornavirus
foi o sabineno (Pa=0,528). O beta-farneseno foi o fitoquimico com melhor pontuacdo contra
rinovirus (Pa=0,781). Nerolidol demonstrou o melhor potencial de atividade como possivel
fitofarmaco anti-herpético (Pa=0,394). A molécula linalol apresentou-se como promissora
como antivirética contra CMV (citomegalovirus). O monoterpeno limoneno exibiu maior
potencial de inibi¢do da protease C3-like do coronavirus humano (Pa=0,329).

A protease C3-like dos coronavirus humanos (C3Lpro ou MP) SARS (Severe Acute
Respiratory Syndrome) e SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2)
apresentam homologia estrutural de 96% (CHEN; YIU; WONG, 2020). A MP™ desempenha
importante papel na replicacdo viral, o qual consiste na clivagem das poliproteinas PP1A e
PP1AB em fragmentos peptidicos essenciais para a viruléncia do patogeno e tém sido
considerada um importante alvo terapéutico para o desenvolvimento de fArmacos com vistas ao
manejo da COVID-19 (Corona Virus Disease 2019) (FERREIRA; ANDRICOPULO, 2020).

6.4.3 Predicdo de parametros farmacocinéticos dos componentes majoritarios dos 6leos
essenciais

Os resultados obtidos para a predi¢cdo de parametros farmacocinéticos pela plataforma
PreADMET sdo apresentados na tabela 7. A substancia beta-Farneseno apresentou maior
permeabilidade cutanea dentre as avaliadas, com valor de Log Kp igual a -0.515441 cm/hora.
De acordo com Ottaviani, Martel e Carrupt (2006), compostos quimicos podem ser classificadas
em dois grupos principais quanto a permeabilidade através da pele humana, os de alta
permeacdo (log Kp > -6) ou de baixa permeacgao (log Kp < —6). Portanto, quanto a permeacéo
na pele, todos os fitoconstituintes analisados se apresentam como promissores.

Quanto a ligacdo as proteinas plasmaéticas, alfa-terpineol (23,427%), sabineno (35,94%)
e carvona (58.04%) apresentaram menor afinidade. alfa-terpinoleno (93.16%) beta-terpineno

(93.76%) e 6xido de cariofileno (90.84%) apresentaram alta taxa de ligacdo as proteinas
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plasmaéticas, enquanto que as outras moléculas investigadas registraram taxa de ligacdo de
100%. A porcentagem de ligagdo as proteinas plasméticas de uma molécula bioativa é um fator
chave para a fase farmacodindmica. Quanto maior a fragdo de proteinas plasmaticas ligadas a
um farmaco menor sera a disponibilidade do mesmo para a interacdo com 0s receptores
bioldgicos. Consequentemente, a fracdo da substancia ativa ndo ligada as proteinas plasmaticas

é disponibilizada para a interacdo nos sitios de a¢do farmacoldgicos (HOWARD et al., 2010).
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) Antibacteriana  Antimicobacteriana Antlbgctgnana Inibidora da bor_nba de efluxo Antimicoplasmética Antibictica Inibidora da beta- Inlbldo_ra d_a peptidoglicano
Molécula oftalmica bacteriana lactamase glicosiltransferase
Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi
Acetato de timol 0,324 0,052 0,402 0,039 - - - - 0,299 0,020 0,170 0,038 0,103 0,091 0,550 0,014
alfa-Humuleno 0,433 0,024 0,289 0,088 0,126 0,109 0,126 0,109 0,205 0,051 0,228 0,023 - - 0,444 0,036
alfa-Terpineol 0,369 0,038 0,246 0,123 0,138 0,079 - - 0,168 0,077 0,197 0,029 0,113 0,077 0,540 0,015
a_lfa— 0,348 0,044 0,281 0,093 0,169 0,033 0,133 0,048 - - 0,163 0,042 0,104 0,091 - -
Terpinoleno

beta-Cariofileno 0,437 0,023 0,230 0,139 - - - - - - 0,206 0,027 - - 0,444 0,036
beta-Farneseno 0,415 0,027 0,461 0,026 - - - - - - 0,196 0,029 0,118 0,072 0,394 0,054
beta-Terpineno 0342 9% 0281 0093 0134 0088 0,117 0,115 0177 %070 5193 0030 - - 0,524 0,018
Carvacrol 0,319 0,053 0,449 0,028 0,145 0,065 0,122 0,089 0,217 0,045 0,164 0,041 0,594 0,009 0,594 0,009
Carvona 0,396 0,031 0,540 0,014 0,127 0,107 - - 0,165 0,080 0,188 0,032 - - 0,399 0,052
Cineol 0,298 0,061 - - 0,148 0,061 - - 0,276 0,025 0,172 0,037 0,099 0,098 0,560 0,012
Elemol 0,389 0,033 0,470 0,024 - - - - 0,107 0,075 0,107 0,075 - - 0,411 0,047
gama-Cadineno 0,447 0,022 - - - - - - 0,136 0,121 0,195 0,030 - - 0,505 0,021
gama-Terpineno 0,325 0,051 0,291 0,086 0,163 0,040 0,120 0,103 0,240 0,036 0,182 0,034 - - 0,601 0,008
Geranial 0,371 0,038 0,374 0,046 0,127 0,106 - - 0,276 0,025 0,187 0,032 - - 0,429 0,041
Limoneno 0,405 0,029 0,610 0,009 - - - - 0,140 0,113 0,192 0,030 - - 0,096 0,093
Linalol 0,385 0,034 0,248 0,121 - - - - 0,140 0.113 0,140 0,054 0,110 0,081 0,423 0,043
Metil timol 0,325 0,051 0,368 0,049 0,130 0,098 - - 0,187 0,062 0,141 0,053 0,109 0,083 0,546 0,014
Mirceno 0,398 0,030 0,432 0,032 0,128 0,103 - - - - 0,184 0,033 0,136 0,052 0,419 0,044
Neral 0,371 0,038 0,374 0,046 0,127 0,106 - - 0,276 0,025 0,187 0,032 - - 0,429 0,041
Nerolidol 0462 0020 0296 0,083 - - - - - - 0158 0,044 - - 0,373 0,064
C(Zl)'(ilodf?lgr?o 0,532 0,014 0,251 0,119 - - - - 0,367 0,008 0,292 0,015 - - 0,323 0,093
para-Cimeno 0,248 0,084 0,383 0,044 0,184 0,022 0,132 0,052 0,258 0,030 0,136 0,056 0,151 0,039 0,633 0,006
Sabineno 0217 0103 - : - - , ; 0290 002 015 0046 - - 0,646 0,005
Timol 0,336 0,047 0,473 0,023 0,145 0,065 0,122 0,089 0,237 0,037 0,172 0,037 0,133 0,054 0,594 0,009

Fonte: Autor (2022). Pa — probabilidade do constituinte quimico “ser ativo; Pi — probabilidade do constituinte quimico “ser inativo”.
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Tabela 5 — Avaliacdo do potencial de a¢des antifungicas para constituintes volateis do género Lippia.

o Antiflngica contra Inibidora da esqualano Inibidora da lanosterol 14 alfa- Inibidor da enzima B-1,3-glucana Inibidor da quitina
. Antiflingica . . p ; .
Molécula Pneumocystis epoxidase desmetilase sintase sintase
Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi
Acetato de timol 0,456 0,038 0,057 0,027 0,121 0,04 0,112 0,093 0,090 0,014 - -
alfa-Humuleno 0,339 0,067 - - 0,096 0,092 0,110 0,099 - - 0,140 0,076
alfa-Terpineol 0,435 0,042 - - - - 0,143 0,036 - - 0,119 0,110
alfa-Terpinoleno 0,271 0,095 - - - - 0,147 0,082 - - 0,139 0,077
beta-Cariofileno 0,582 0,020 - - - - - - 0,098 0,012 0,098 0,012
beta-Farneseno 0,607 0,018 - - 0,213 0,003 0,121 0,071 0,110 0,009 - -
beta-Terpineno 0,508 0,029 - - 0,105 0,071 0,115 0,086 0,122 0,007 - -
Carvacrol 0,449 0,039 0,059 0,023 0,144 0,017 0,133 0,049 0,050 0,034 0,164 0,051
Carvona 0,562 0,022 - - - - 0,115 0,086 0,122 0,007 - -
Cineol 0,214 0,128 0,051 0,042 0,101 0,078 0,125 0,063 - - 0,126 0,096
Elemol 0,608 0,018 - - . - 0,135 0,046 0,065 0,024 - .
gama-Cadineno 0,489 0,032 - - - - - - 0,107 0,010 - -
gama-Terpineno 0,443 0,041 - - 0,124 0,036 0,154 0,026 0,057 0,028 0,137 0,080
Geranial 0,557 0,023 - - 0,207 0,004 - - - - - -
Limoneno 0,582 0,020 - - 0,096 0,093 0,140 0,040 - - - -
Linalol 0,596 0,019 - - 0,168 0,007 0,160 0,023 - - - -
Metil timol 0,467 0,036 0,058 0,025 0,136 0,024 0,110 0,099 0,046 0,039 0,147 0,067
Mirceno 0,584 0,020 - - 0,199 0,004 0,132 0,051 0,119 0,008 - -
Neral 0,557 0,023 - - 0,207 0,004 - - - - - -
Nerolidol 0,635 0,015 - - 0,188 0,004 0,134 0,047 0,051 0,033 - -
Oxido de
Cariofileno 0,647 0,014 B " i - - - 0,084 0,016 - -
para-Cimeno 0368 0% 0,055 0,031 0,152 0,012 0,180 0,014 0,064 0,024 0,163 0,052
Sabineno 0,457 0,038 - - 0,098 0,087 - - 0,077 0,018 - -
Timol 0,464 0,037 0,059 0,023 0,151 0,013 0,140 0,040 0,050 0,034 0,164 0,051

Fonte: Autor (2022). Pa — probabilidade do constituinte quimico “ser ativo; Pi — probabilidade do constituinte quimico “ser inativo”.



Tabela 6 — Avaliacdo do potencial de a¢des antivirais para constituintes volateis do género Lippia.

Molécula Influenza Picornavirus Rinovirus Herpes CMV HIV Inibidora da protease C3-like do coronavirus humano
Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi
Acetato de timol 0,353 0063 0403 0107 0511 0,021 0329 0,072 0257 0,067 - - 0,216 0,138
alfa-Humuleno 0,236 0148 0,305 0219 0400 0091 0,319 0,079 0,234 0,102 - - 0,212 0,147
alfa-Terpineol 0,232 0153 0411 0101 0576 0009 0,385 0,042 0,280 0,043 - - 0,218 0,133
alfa-Terpinoleno 0,227 0159 0411 0101 0451 0,048 0313 0,083 0278 0,046 - - 0,267 0,053
beta-Cariofileno - - - - 0,389 0,104 0,256 0,124 0,214 0,145 - - - -
beta-Farneseno - - 0,393 0,115 0,781 0,001 0,378 0,046 0,490 0,003 - - - -
beta-Terpineno - - 0,316 0202 0376 0123 0,227 0,150 0,248 0,079 - - 0,200 0,174
Carvacrol 0,524 0020 0371 0136 0426 0066 035 0,057 0294 0,033 0193 0,033 0,260 0,061
Carvona - - 0,316 0202 0376 0121 0,227 0,150 0,248 0,079 - - 0,200 0,174
Cineol 0,269 0113 0483 0058 0322 0,209 0319 0,078 029 0,035 - - 0,216 0,138
Elemol 0,216 0,174 - - - - 0,321 0077 0,207 0,164 - - 0,253 0,071
gama-Cadineno 0,210 0,182 - - 0444 0052 0,224 0152 0214 0,144 - - - -
gama-Terpineno 0,370 0,057 0416 0097 0536 0014 0350 0,060 0272 0,051 0,140 0,077 0,243 0,087
Geranial 0,266 0115 0478 0060 0,756 0,002 0339 0,066 0396 0,005 - - - -
Limoneno - - 0,316 0202 0574 0009 0377 0046 0281 0,043 0128 0,097 0,329 0,012
Linalol 0,300 0,089 0423 0092 0,711 0002 0,366 0,052 05520 0,002 - - - -
Metil timol 0,408 0,04 0319 0198 0390 0103 0,312 0,083 0269 0,054 0183 0,036 0,279 0,040
Mirceno 0,203 0,193 0430 0087 0,75 0,002 0362 0,054 0469 0,003 - - 0,205 0,162
Neral 0,266 0115 0478 0060 0,756 0,002 0339 0,066 039 0,005 - - - -
) Nerolidol 0,233 0152 0352 0156 0,765 0,001 0,394 0,038 - - - - - -
Oxido de Cariofileno - - - - 0451 0,048 0,205 0,171 - - - - - -
para-Cimeno 0,458 0030 0470 0065 048 0030 0359 005 0299 0,03 0126 0,102 0,278 0,041
Sabineno 0,342 0,060 0528 0040 0377 0119 0,377 0,046 0,227 0,116 - - - -
Timol 0454 0031 0371 0136 0451 0048 0,366 0,052 0,267 0,05 0,166 0,050 0,260 0,061

Fonte: Autor (2022). Pa — probabilidade do constituinte quimico “ser ativo; Pi — probabilidade do constituinte quimico “ser inativo”.
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Tabela 7 — Predicdo de parametros farmacocinéticos para constituintes majoritarios dos 6leos
essenciais de espécies do género Lippia.

] Perr_nea_bilidade na Ligagéo ir] vitro P(_ermeabilidgde in Irvﬁ'r%agc:n P?,'}T:gaﬂg(?ie&:;w;{nm
Molécula pele in vitro (logKp, as proteinas vitro para células . . -
cmihora) plasmaticas (%) Caco-2 (%) citocromo P450 Darby Canine Kidney)
3A4 (nm/sec)
Acetato de timol -1.29884 100.000000 53.4681 Inibidor 142.949
alfa-Humuleno -0.567782 100.000000 23.633 Néo 60.6852
alfa-Terpineol -1.15733 23.416307 50.8083 Néo 191.284
alfa-Terpinoleno -0.883947 93.161811 23.6372 Néao 221.545
beta-Cariofileno -0.676457 100.000000 23.6315 Néo 56.2164
beta-Farneseno -0.515441 100.000000 23.4048 Inibidor 66.64
beta-Terpineno -0.829988 93.760218 23.6384 Nao 238.434
Carvacrol -1.04552 100.000000 38.0121 Inibidor 87.3307
Carvona -1.40341 58.045472 47.7427 Nao 97.5458
Cineol -1.32117 100.000000 21.895 Inibidor 233.718
Elemol -0.729667 100.000000 23.4917 Néo 61.9772
gama-Cadineno -0.735903 100.000000 23.6336 Nao 57.0682
gama-Terpineno -0.885719 100.000000 23.6401 Néo 244.909
Geranial -0.961207 100.000000 13.9671 Né&o 252.255
Limoneno -0.834346 100.000000 23.6317 Néo 238.434
Linalol -0.895645 100.000000 29.355 Néo 115.421
Metil timol 0.975179 100.000000 39.9996 Inibidor 117.267
Mirceno -0.632987 100.000000 23.6306 Néo 216.252
Neral -0.961207 100.000000 13.9671 Néo 252.255
Nerolidol -0.672879 100.000000 26.6109 Inibidor 57.1587
Oxido de Cariofileno -1.41018 90.849656 56.3475 Inibidor 218.885
para-Cimeno -0.805344 100.000000 23.4337 Inibidor 237.507
Sabineno -1.43565 35.940109 49.5478 Inibidor 96.6922
Timol -1.06531 100.00 38.01 Inibidor 87.33

Fonte: Elaborado pelo autor.

Obringer et al (2016), propés uma classificacdo para 0 comportamento da permeacao
intestinal de substancias atraves de células Caco-2. A permeabilidade € considerada baixa em
valores entre 0 e 20%, moderada a partir de 20 até 60% e alta a partir de 60% de permeacdo da
molécula. Desta forma, o éxido de cariofileno, substancia com a maior porcentagem de
absorcdo pela predicdo in silico do modelo de células Caco-2 (56,34%), apresentou permeacao
intestinal moderada.

O citocromo P450 (CYP) é um dos sistemas enzimaticos mais importantes para a fase
1 do metabolismo de farmacos e outros agentes xenobidticos (HAKKOLA et al., 2020). Dentre
os tipos de enzimas que fazem parte da CYP, a isoforma CYP3A4 se destaca pela ampla

ocorréncia e versatilidade. Entretanto, aponta-se que alguns produtos naturais podem promover
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a inibicdo da CYP3A4, ocasionando toxicidade ou ineficacia terapéutica ao serem
administrados concomitantemente aos medicamentos alopéaticos (PAL; MITRA, 2006). Desta
foram, a simulagcdo computacional considerou 10 substancias como inibidoras da CYP3AA4.

Geranial e neral, coletivamente denominados citral, apresentaram a maior
permeabilidade celular in vitro para a linhagem MDCK (252,255), uma linhagem celular
utilizada para avaliacdo da excrecao renal de xenobidticos. A permeabilidade celular em células
MDCK na plataforma PreADMET pode ser classificada em trés faixas: moléculas de baixa
permeabilidade (permeabilidade <25), moléculas de média permeabilidade (permeabilidade
entre 25 e 500) e de alta permeabilidade (permeabilidade > 25500) (WADAPURKAR et al.,
2018).

6.4.3 Predicdo de parametros toxicologicos dos componentes majoritarios dos 0leos
essenciais
Os resultados obtidos para a predicdo de parametros farmacocinéticos pela plataforma

PreADMET sdo apresentados na tabela 8.

Organismos de origem aquatica, incluindo peixes de pequeno porte, como medaka e
minnow, algas e microcrustaceos sdo utilizados como relevantes modelos preditores da
ecotoxicidade de substancias. beta-Farneseno demonstrou a menor toxicidade dentre as
substancias avaliadas para peixes medaka e minno e maior toxicidade para algas. Os seguintes
padrdes de referéncia foram considerados para a classificagdo da ecotoxicidade : toxicidade em
peixes medaka e minnow: Muito toxico: <1 mg/L; Téxico: 1-10 mg/L; Nocivo: 10-100 mg/L;
Atoxico: >100 mg/L (ZUCKER, 1985); e toxicidade em algas: Téxico: <1 mg/L; Atdxico: >1
mg/L (COSTA et al., 2008).

As moléculas de timol e carvacrol, isbmeros, apresentaram resultado positivo em trés
dos quatro ensaios do teste de Ames simulados computacionalmente. O teste de Ames é
empregado para avaliar a mutagenicidade de substancias, tornando-se fundamental para avaliar
o0 potencial de carcinogenicidade de agentes quimicos a serem inseridos no mercado (ZEIGER,
2019). Neste ensaio, cepas de Salmonella spp ou Escherichia coli incapazes de produzir
histidina ou triptofano, respectivamente, sdo expostas a substancia teste. Se 0os microrganismos
sofrerem mutacdo apds a exposicdo ao composto de interesse, constatada pela producédo dos
aminoéacidos anteriormente suprimidos, atesta-se a mutagenicidade (LEVY et al., 2019). Além
disso, é possivel avaliar a carcinogenicidade utilizando um pré-tratamento com o homogenato
de figado de roedores, o qual permite simular a bioativacdo metabdlica (metabolizacéo
exogena) em mamiferos (LEVY et al., 2019; ZEIGER, 2019).
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Tabela 8 — Predicao de parametros toxicologicos para constituintes majoritarios dos 6leos essenciais de espécies do género Lippia.

. - - Teste de Teste de Teste de Teste de
Toxicidade Toxicidade Toxicidade L
Carcinogenicidade Carcinogenicidade  aguda em peixes  aguda em peixes aguda em Ames (cepa Ames (cepa Ames (cepa Ames (cepa Inibidor do gene
Molécula . TA100) TA100) TA135) TA135) codificador de canais de
em camundongos em ratos (medaka) (minnow) algas - o S S P
com ativagdo  sem ativagdo  com ativagdo  Sem ativagéo potéssio (HERG)
mg/L mg/L (mg/L) o jn - -
metabdlica metabdlica metabdlica metabdlica

Acetato de timol Negativo Negativo 0.0335817 0.0225771 0.0370086 Negativo Negativo Negativo Negativo Baixo Risco
alfa-Humuleno Positivo Positivo 0.00922479 0.00235616 0.0131543 Negativo Negativo Negativo Negativo Médio Risco
alfa-Terpineol Negativo Negativo 0.225615 0.175275 0.0324354 Negativo Negativo Positivo Negativo Baixo Risco
alfa-Terpinoleno Positivo Positivo 0.041483 0.0323221 0.019156 Negativo Negativo Positivo Negativo Médio Risco
beta-Cariofileno Negativo Positivo 0.00197809 0.000587073 0.0133391 Negativo Negativo Negativo Negativo Médio Risco
beta-Farneseno Negativo Positivo 8.11693 4.00377 0.00843278 Negativo Negativo Negativo Negativo Médio Risco
beta-Terpineno Negativo Positivo 0.0101679 0.00665987 0.025764 Negativo Negativo Negativo Negativo Médio Risco
Carvacrol Negativo Negativo 0.0497191 0.02686 0.0271523 Positivo Negativo Positivo Positivo Baixo Risco
Carvona Negativo Positivo 0.0592235 0.0269571 0.0568883 Negativo Negativo Positivo Positivo Baixo Risco
Cineol Positivo Positivo 0.435724 0.352191 0.0415166 Negativo Negativo Positivo Negativo Médio Risco
Elemol Negativo Positivo 0.000445374 4.72177 0.0116297 Negativo Negativo Negativo Negativo Médio Risco
gama-Cadineno Negativo Positivo 0.00229922 0.000544911 0.0136614 Negativo Negativo Negativo Negativo Médio Risco
gama-Terpineno Positivo Positivo 0.060081 0.0408168 0.0250542 Negativo Negativo Negativo Negativo Médio Risco
Geranial Negativo Positivo 0.0922223 0.0365857 0.03536 Negativo Positivo Positivo Negativo Baixo Risco
Limoneno Negativo Positivo 0.0108698 0.0065028 0.0258016 Negativo Negativo Positivo Negativo Médio Risco
Linalol Negativo Negativo 0.0265833 0.018212 0.0343049 Positivo Negativo Positivo Positivo Baixo Risco
Metil timol Negativo Negativo 0.0190375 0.0131539 0.0174948 Negativo Negativo Positivo Negativo Baixo Risco
Mirceno Negativo Positivo 0.00193747 0.00089246 0.029564 Negativo Negativo Negativo Positivo Médio Risco
Neral Negativo Positivo 0.0922223 0.0365857 0.03536 Negativo Positivo Positivo Negativo Baixo Risco
Nerolidol Negativo Negativo 0.0011675 0.00078352 0.00966953 Negativo Negativo Negativo Negativo Médio Risco
Oxido de Cariofileno Positivo Positivo 0.0083202 0.0042275 0.0252382 Negativo Negativo Positivo Negativo Médio Risco
para-Cimeno Positivo Negativo 0.0486678 0.0302878 0.0318115 Positivo Negativo Negativo Negativo Médio Risco
Sabineno Negativo Positivo 0.521363 0.401095 0.0384983 Negativo Negativo Positivo Negativo Baixo Risco
Timol Negativo Negativo 0.0497191 0.0267692 0.0270435 Positivo Positivo Positivo Negativo Baixo Risco

Fonte: Autor (2022
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6.4.4 Modelo BOILED-Egg

O modelo preditivo BOILED-Egg demonstrou que a maioria das substancias avaliadas
foi capaz de permear a barreira hematoencefalica, com excecao de elemol (11), alfa-humuleno
(3), beta-farneseno (6), beta-cariofileno (5) e gama-cadineno (12) que, além disso, ndo sao bem

absorvidas pela via intestinal considerando este modelo.

Figura 18 — Gréafico BOILED-Egg para fitoconstituintes volateis majoritarios de Lippia
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Fonte: Autor (2022). 1 — Acetato de timol; 2— alfa-Terpinoleno; 3 — alfa-Humuleno; 4 — alfa-Terpineol; 5 — beta-
Cariofileno; 6 — beta-Farneseno; 7 — beta-Terpineno; 8 — Carvacrol; 9 — Carvona; 10 — Cineol; 11 — Elemol; 12 —
gama-Cadineno; 13 — gama-Terpineno; 14 — Geranial; 15 — Limoneno; 16 — Linalol; 17 — Metil-timol; 18- Mirceno;
19 — Neral; 20 — Nerolidol; 21 — Oxido de cariofileno; 22 — para-Cimeno; 23 — Sabineno; 24- Timol.

A barreira hematoencefalica (BHE) é uma estrutura de interface entre o sistema
circulatério e o sistema nervoso central que representa um componente de permeabilidade
seletiva das substancias por entre tais sistemas (OBERMEIER; VERMA; RANSOHOFF,
2016). Desta forma, a integridade da BHE é de extrema relevancia para protecdo do cérebro
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contra toxinas, patogenos e moléculas com potencial neurotéxico (SWEENEY et al.,
2018). Contudo, em algumas situagdes, almeja-se que 0s xenobioticos terapéuticos atravessem
a BHE para o tratamento de afecgdes do sistema nervoso central (TERSTAPPEN et al., 2021).
Apesar disso, € necessario destacar que quando o alvo farmacoldgico ndo pertence ao SNC é
desejavel evitar o emprego de farmacos que permeiam a BHE. Neste contexto, existe um maior
risco de que a substancia gere efeitos colaterais indesejados como insonia, sonoléncia, confuséo
mental, convulsdes, dentre outros (GAO et al., 2017).

Ressalta-se que todas as moléculas foram plotadas no grafico na forma de pontos
vermelhos, o que indica que ndo sdo substratos da glicoproteina-P. A glicoproteina-P € uma
bomba de efluxo ATP-dependente da superfamilia ABC (ATP-binding cassette) que apresenta
capacidade de interagir com milhares de moléculas organicas com peso molecular de até 4000
Daltons (HUBER; MARUIAMA; ALMEIDA, 2010). Esta proteina é distribuida em varios
orgaos, incluindo cérebro, rins, intestino delgado e intestino grosso e figado, sendo responsavel
pelo controle da absor¢do e excrecdo de xenobidticos (LEOPOLDO et al., 2019). Moléculas
bioativas que sdo substratos para a glicoproteina P podem ter sua biodisponibilidade
prejudicada. Este problema tem sido contornado com a administracdo simultanea de agentes
quimicos inibidores desta bomba de efluxo, os quais impedem prejuizos relevantes para a
farmacocinética (NGUYEN; DUONG; MAENG, 2021).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Por meio da catalogacédo e digitalizacdo das fichas de éleos essenciais da Essencioteca
de Matos foi possivel contribuir para a preservacdo deste importante acervo cientifico contendo
obras raras sob risco de deterioramento.

As fichas da essencioteca apontaram uma composicao fitoquimica rica e complexa para
diferentes espécies do género Lippia, entretanto beta-cariofileno, limoneno e p-cimeno foram
frequentemente citados nas fichas de 0leos essenciais, 0s quais sdo apontados pela literatura
especializada como marcadores quimiotaxonémicos do referido género.

As técnicas quimiométricas empregadas ACP e ACH foram capazes de distinguir
diferentes espécies do género Lippia, apesar das similaridades fitoquimicas encontradas nas
fichas de oOleos essenciais.

Todos os fitoconstituintes majoritarios para as espécies de Lippia constantes na
essencioteca demonstraram maior ou menor grau de probabilidade em exercer diferentes
propriedades farmacoldgicas antimicrobianas. Desta forma, sdo promissores para posterior
validacdo em ensaios experimentais in vivo e in vitro para o desenvolvimento de fitofarmacos.

O beta-farneseno apresentou o maior potencial de acdo biologica (Pa=0,781) contra
rinovirus, acdo inibidora da esqualeno epoxidase (Pa=0,213) e elevado potencial como
antifingico (Pa=0,607), e apesar de ser pobremente absorvido pelo intestino segundo 0s
modelos BOILED-Egg e Caco-2, € o fitoconstituinte com melhor permeabilidade cutanea
tornando-se promissor para o desenvolvimento de um medicamento antifingico topico. Desta
forma, consideramos o beta-farneseno como uma substancia auspiciosa como molécula-lider
ou prototipo para a sintese de substancias analogas candidatas a farmacos antiflngicos.

A Essencioteca do Professor Francisco José de Abreu Matos pode ser considerada uma

valiosa fonte de informac6es sobre plantas aromaticas do Nordeste do Brasil.
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APENDICE A - TERMO DE AUTORIZACAO DE FIEL DEPOSITARIO

Universidade Federal do Ceara

Horto de Plantas Medicinais Professor Francisco José de Abreu Matos
60021-970 - Fortaleza - Ceara - Brasil

Tel. (085) 3366 9418 - Email: farmaciavivaceara@gmail.com

Eu, Mary Anne Medeiros Bandeira, Coordenadora do Horto de Plantas Medicinais Professor
Francisco José de Abreu Matos da Pro-Reitoria de Pesquisa e Poés-Graduagdo da
Universidade Federal do Ceara (UFC), fiel depositario da base de dados do Horto de Plantas
Medicinais Professor Francisco José de Abreu Matos da UFC situado em Fortaleza - Cear,
declaro que o pesquisador IGOR LIMA SOARES, esta autorizado a realizagdo nesta
instituigdo o projeto de pesquisa: ESSENCIOTECA DO PROFESSOR FRANCISCO JOSE
DE ABREU MATOS: AVALIACAO IN SILICO DO POTENCIAL FARMACOQUIMICO
DE OLEOS ESSENCIAIS DO NORDESTE DO BRASIL, COM ENFASE NO GENERO
LIPPIA, cujo objetivo geral é: Avaliar o potencial farmacoquimico antimicrobiano de
constituintes volateis de espécies vegetais do Nordeste presentes na “Essencioteca de Matos”
pertencentes ao género Lippia, buscando contribuir na descoberta de novos fitofarmacos.
Adicionalmente, este projeto consiste em catalogar, digitalizar e analisar informagoes de
relatorios técnico-cientificos acerca de extragoes de 6leos essenciais aromaticas da Caatinga.
Ressalto que estou ciente de que serdo garantidos os direitos, dentre outros assegurados pela
resolugao 466/2012 do Conselho Nacional de Satude de:

1) Garantia da confidencialidade, do anonimato e da nao utilizagao das informagdes em

prejuizo dos outros.
2) Emprego de dados somente para fins previstos nesta pesquisa.
3) Retorno dos beneficios obtidos por meio deste estudo para as pessoas e a comunidade
onde o mesmo foi realizado.
4) Respeito aos referenciais basicos da bioética, isto €, autonomia, nao maleficéncia,

benevoléncia e justica.

Fortaleza, 12 de maio de 2021

Mary Anne Medeiros Bandeira
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APENDICE B - CARTA DE ANUENCIA PARA REALIZACAO DE PESQUISA

A Mary Anne Medeiros Bandeira
Coordenadora do Horto de Plantas Medicinais Professor Francisco José de Abreu Matos

Campus do Pici, Bloco N° 941

Aceito o pesquisador IGOR LIMA SOARES, bacharel em Farmacia, aluno do
Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Ceara (UFC), realizar a
pesquisa intitulada ESSENCIOTECA DO PROFESSOR FRANCISCO JOSE DE ABREU
MATOS: AVALIACAO IN SILICO DO POTENCIAL FARMACOQUIMICO DE OLEOS
ESSENCIAIS DO NORDESTE DO BRASIL, COM ENFASE NO GENERO LIPPIA, sob a
orientagdo da Professora Dra. Mary Anne Medeiros Bandeira.

Ciente dos objetivos e da metodologia da pesquisa acima citada, concedo a anuéncia
para seu desenvolvimento, desde que sejam assegurados os requisitos abaixo:

o O cumprimento das determinagdes éticas da Resolugio n°466/2012 CNS/CONEP;

e A garantia de solicitar e receber esclarecimentos antes, durante e depois do
desenvolvimento da pesquisa;

o Nio havera nenhuma despesa para esta institui¢do que seja decorrente da participagéo
dessa pesquisa;

e No caso do nido cumprimento dos itens acima, a liberdade de retirar minha anuéncia a

qualquer momento da pesquisa sem penalizagio alguma.

Fortaleza, 12 de maio de 2021

K’%lmj Blevre. L‘x;umm\g.

Mary Anne Medeiros Bandeira
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