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RESUMO

Os produtos naturais sdo fontes importantes na descoberta de substancias ou compostos
com atividades bioldgicas e tem contribuido substancialmente para inclusdo de novos
produtos nos mercados farmacéutico, cosmetico, de aditivos entre outros. Os 0leos
essenciais e seus constituintes podem apresentar-se como uma inestimavel fonte de
compostos bioativos que contribuem para desenvolvimento de novos produtos destes
mercados. A presente tese objetivou verificar a atividade toxica do Oleo essencial de
Chenopodium ambrosioides, e seu constituinte isolado, o a-terpineno, contra Drosophila
melanogaster, registrar o efeito sobre contracdo de coronéaria de suinos, além de determinar
possiveis mecanismos desse efeito toxico e acdo a-terpineno sobre bombas de efluxo
presentes em cepas de Staphylococcus aureus. Os testes de relacionado a toxicidade foram
os testes de sobrevivéncia e geotaxia negativa com exposicao a substancia por fumigacao,
os testes de micro diluicdo, com cepas contendo bomba de efluxo, com brometo de etidio
foram realizados para verificar interferéncia nas bombas pelo a-terpineno. Tanto o 6leo de
Chenopodium ambrosioides, quanto o a-terpineno apresentaram toxicidade contra a D.
melanogaster, sendo este primeiro mais eficiente. O relaxamento da contracdo foi
registrado tanto para o Oleo essencial de C. ambrosioides. O a-terpineno ndo apresentou
atividade antibacteriana quando isolado, a diminuicdo da concentracdo inibitéria minima
dos antibidticos nas cepas 1199B, K2068 e K4100. Assim, podemos observamos que 6leo
essencial de Chenopodium ambrosioides e seu constituinte (o-terpineno) apresentaram
efeito toxico sobre a mosca da fruta, efeito miorrelaxante sobre artéria coronaria de porco e
o a-terpineno, especificamente efeito modulador de alguns antibidticos e por isso devem ser
estudados mais profundamente, pois sdo uma fonte promissora de produtos que possuem

bioatividades de grande relevancia.

Palavras-Chave: Atividade bioldgica; Produtos naturais; toxicidade, vasorelaxamento,

antibacteriano.



ABSTRACT

Natural products are important sources in the discovery of substances or compounds with
biological activities and have substantially contributed to the inclusion of new products in
the pharmaceutical, cosmetic, additives and other markets. Essential oils and their
constituents can be an invaluable source of bioactive compounds that contribute to the
development of new products in these markets. The present thesis aimed to verify the toxic
activity of the essential oil of Chenopodium ambrosioides, and its isolated constituent, o-
terpinene, against Drosophila melanogaster, to register the effect on swine coronary
contraction, in addition to determining possible mechanisms of this toxic effect and a
action -terpinene on efflux pumps present in Staphylococcus aureus strains. Toxicity-
related tests were survival tests and negative geotaxis with exposure to the substance by
fumigation, micro-dilution tests with strains containing efflux pump, with ethidium
bromide were performed to verify interference in the pumps by a-terpinene. Both
Chenopodium ambrosioides oil and o-terpinene showed toxicity against D. melanogaster,
the latter being more efficient. The relaxation of contraction was recorded for both the
essential oil of C. ambrosioides. a-terpinene did not show antibacterial activity when
isolated, decreasing the minimum inhibitory concentration of antibiotics in strains 1199B,
K2068 and K4100. Thus, we can observe that Chenopodium ambrosioides essential oil and
its constituent (a-terpinene) had a toxic effect on the fruit fly, myorelaxant effect on the
porcine coronary artery and o-terpinene, specifically a modulating effect of some
antibiotics and therefore should be studied more deeply, as they are a promising source of

products that have highly relevant bioactivities.

Keywords: Biological activity; Natural products; Toxicity; Vasorelaxation, Antibacterial
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1. INTRODUCAO

1.1 Introducdo Geral

A busca por produtos com atividade bioldgica e/ou farmacoldgica tem se voltado
cada vez mais para substancias de origem natural, que podem ser utilizadas in natura de
forma direta como fitoterapico, seja pela populacdo ou em formulagdes preparada pela
indastria. Além disso, seus constituintes podem ser isolados e passar por alteracdes
estruturais como o objetivo de torna-las mais eficazes, biodisponiveis e/ou seguras. Em
resumo, melhorando a relacdo farmacocinética e farmacodindmica. Dentre as grandes
familias de metabdlitos secundarios oriundos de produtos naturais destaca-se os terpendides
que tem apresentado propriedades bioldgicas promissoras, sendo amplamente utilizados na
industria farmacéutica, de cosméticos e de saneantes. Assim, a pesquisa de novas atividades
bioldgicas promovidas por terpendides € de interesse cientifico e comercial.

Os terpendides sdo resultados do metabolismo vegetal, e sdo subdivididos em
diversos subtipos chegando a mais de 36.000 moléculas ja& relatadas, esta classe ndo €
apenas numerosa, mas também apresentam grande variabilidade estrutural como presenca
dos mais diversos grupos funcionais. Essa condicdo fornece a esta classe uma grande
diversidade de acOes dentre as quais posso citar: anti-edematogénica, anti-inflamatorio e
anti-hipertensiva (ASHOUR; WINK; GERSHENZON, 2018; RAMOS et al., 2020). Tais
atividades precisam ser testadas atraves de ensaios em animais que exigem autorizacao para
execucdo, como as regulamentadas pela lei Arouca (Lei Federal n® 11.794/08). Com a
possibilidade da utilizacdo de métodos alternativos essas autorizacdes ndo sao exigidas e
muitas informacgdes importantes sdo geradas sobre atividades toxica, bioldgica e/ou
farmacoldgica dos produtos em analise, sejam substancias isoladas ou seus compostos
originais, no caso de Oleos essenciais ou extratos. Esse tipo de estudo, com métodos
alternativos, produz informac6es diversas e importantes que podem otimizar os testes que
utilizam cordados.

Existem diversos metodos alternativos que ndo precisam da utilizacdo direta de
animais, e estes podem ser classificados em testes ex vivo, in vitro e in silico, promovendo a
substituicdo de animais cordados por outras espécies que estdo isentas de regulacdo e que
geralmente apresentam melhor manejo e menor custo de manutencdo. Assim, almejo obter
respostas sobre os efeitos de terpenos em Drosophila melanogaster, como método de
substituicdo, e compreender como representantes desta classe de metabolitos secundarios
interagem com este modelo experimental e quais alteragcbes podem promover e que efeitos

podem ser observados. Testes in vitro com micro-organismo (bactérias) foram realizados
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para obter informacdes sobre concentracGes bactericidas e interacGes entre o terpeno
testado e antibioticos e sua interferéncia em mecanismo de resisténcia (bomba de efluxo).

Os testes ex vivo, serviram de subsidio para importantes informacGes sobre a
acdo em musculo liso, mais especificamente na capacidade de promover relaxamento apos
contracdo induzida por potassio e serotonina, em artéria coronaria de porco. Todos 0s
métodos citados até aqui sdo métodos alternativos e que sdo isentos de autorizagdes
previstas em lei para sua execu¢do, mas ndo tem a capacidade de substituir os testes como
animais cordados, e sim de complementar informacg6es e promover o principio dos 3R’s (1;
reducdo (Reduction), 2; refinamento (Refinement) e 3; substituicdo (Replacement).

Portanto, o objetivo foi verificar a toxicidade do 6leo essencial de Chenopodium
ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants (Chenopodiaceae) e a-terpineno contra
Drosophila melanogaster, além de produzir o maior niumero de informacdes relevantes
sobre os métodos alternativos utilizados no desenvolvimento deste trabalho, sendo estas
aptas a formar um arcabouco que ird fundamentar a utilizagdo de testes alternativos com
objetivo de baratear, agilizar e ser mais eficiente e seguro na busca por substancias com

atividades bioldgicas.

1.2 Estratégias de pesquisa

As bioatividades de compostos complexos ou isolados, sejam eles naturais,
semissintéticos ou totalmente sintéticos, sdo verificadas buscando o uso clinico por ensaios
de modelagem computacional, in vitro, in vivo usando animais, ensaios pré-clinicos, e
posteriormente realizados testes clinicos em seres humanos. (TEAGUE; VALKO, 2017).
Esta sequéncia estd relacionada com a determinacdo de doses seguras, vias de
administracdo, posologia e efeitos esperados, portanto, um estudo amplo de
farmacocinética e farmacodinamica a fim de tornar a utilizacdo da substancia segura e
eficaz (DICKSON; GAGNON, 2004). Entretanto, a utilizacdo de animais cordados nestes
ensaios pré-clinicos deve ser cada vez mais regulamentada para que ocasione 0 minimo
possivel de sofrimento para 0s animais e para esse proposito a teoria dos 3R’s (do inglés
Reduction, Replacement and Refinement — Reducgdo, Substituicdo e Refinamento)
(GRUBER; HARTUNG, 2004) tem sido utilizada como base.

Os testes ex vivo, in vitro e in silico de substitui¢cdo de cordados por ndo-cordados
tem se apresentado como ferramentas importantes na producdo de informacdes que
contribuem para a melhor utilizacdo dos cordados, promovendo assim testes pré-clinicos
mais precisos e refinados, que utilizam um nimeros menor de animais (DOKE et al., 2015).
A Drosophila melanogaster ¢ um modelo que apresenta-se com baixo custo de
manutenc¢do, exigéncia de pouco espaco e facil manipulacdo, podendo fornecer dados

importantes sobre a toxicidade de substancias, além de servir de modelos para diversas

17



doencas neurodegenerativas (BOLUS et al., 2020; LAMBRECHTS; FABER; SIBON,
2017).

Os efeitos toxicos podem ser inicialmente avaliados pelos testes de sobrevivéncia
das moscas a exposi¢cdo a substancia, sendo possivel determinar a sua concentracdo letal
média, além de ser possivel verificar a capacidade da substancia de promover alteracfes na
capacidade locomotora dos insetos. O efeito toxico esta relacionado diretamente ao estresse
oxidativo que pode ser mensurado por testes de lipoperoxidacdo, espécies reativas de
oxigénio, tiois ndo proteicos, e tidis proteicos e testes enzimaticos de glutationa S-
transferase (GST), catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD) de acordo com métodos
descritos anteriormente (DA CUNHA et al., 2015; FRANCO et al., 2009).

Alteracdes na fisiologia do musculo liso sdo fatos relevantes pois o controle do
tdnus dessa musculatura regula o funcionamento de varios sistemas fundamentais a vida. A
contracdo ou relaxamento do masculo liso depende de muitos mecanismos e podem ser
regulados por controle central, quimico e fisico. No exemplo do sistema circulatério, os
vasos apresentam um ténus que é responsavel por grande parte do controle pressorico.
Acdes sobre estes muasculos implicam em respostas bioldgicas significantes, entdo testes
que usam tecidos com capacidade de contracdo e relaxamento auxiliam na determinacao da
potencial toxicidade da substancia, uma vez que, substancias capazes de promover tanto a
contracdo como relaxamento dos musculos lisos de forma irreversivel, possuem a
possibilidade causar os mesmos efeitos in vivo gerando alteracbes consideraveis na
homeostasia do animal testado, podendo levar até a morte (PEREIRA-GONCALVES et al.,
2018).

Os testes de atividade antibacteriana podem indicar se a substancia em teste
apresenta efeito antibacteriano de forma isolada ou associada a antibiéticos, além de
evidenciar se existe alguma influéncia sobre bombas de efluxo, que é um dos mecanismos
de resisténcia aos antibioticos presente em diversas estirpes de bactérias. Os testes de micro
diluicdo fornecem a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) da substéncia testada e como
ela se comporta quando em associagdo com antibioticos ou com outros antimicrobianos
(LIMAVERDE et al., 2017).

Por fim, os resultados dos testes microbiol6gicos esclarecem se a substancia
possui atividade antibacteriana e como a mesma comporta-se na presencga de antibidticos,
possibilitando a investigacdo de como a substancia pode interagir com mecanismos de
resisténcia bacterianos, como bombas de efluxo. Com os testes de mortalidade, geotaxia
negativa e determinacédo da concentracdo letal média é possivel verificar o potencial toxico
da substancia em estudo. Os ensaios de determinacdo bioguimica fornecem dados capazes

de elucidar os mecanismos desencadeados por efeitos toxicos e que também podem ser
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evidenciados nos testes ex vivo, quando é observado o feito de contracdo ou relaxamento

irreversivel.

1.3 Estrutura da tese

A tese foi desenvolvida no decorrer do tempo do doutoramento, 2017 — 2021, no
Programa de Pos-Graduacdo em Quimica Bioldgica da Universidade Regional do Cariri, e
versar sobre atividades toxica e biologicas de terpenos isolados ou constituintes de 6leo
essencial mensuradas através de métodos alternativos que irdo fornecer informagdes para
selecdo e realizacdo de testes com animais de forma mais eficiente e com mais
fundamentacéo para solicitacdo de autorizacdo para realizacdo de testes em outros modelos.

A tese possui 4 capitulos, onde cada um relata dados e informacGes sobre a
utilizacdo de produtos naturais complexos ou terpenos isolados com atividade bioldgica e
como essas atividades podem ser registradas por alguns métodos alternativos, evidenciando
o efeito tdxico sobre determinados organismos, a acdo sobre tecidos ex vivo e como essas
informagdes podem contribuir para tornar etapas futuras mais eficientes, rapidas e baratas.

A primeira parte da tese traz informacGes sobre os questionamentos que
estimularam o desenvolvimento da mesma. Mostrando a necessidade da discusséo sobre a
utilizacdo de testes alternativos ao uso de animais e como eles podem contribuir para
avanco de pesquisas que buscam comprovar atividades bioldgicas e/ou farmacoldgicas das
mais diversas substancias, sejam naturais ou sintéticas, simples ou complexas.

O Capitulo 1 é constituido pela fundamentacdo teérica para embasar a discussao
sobre os questionamentos levantados e auxiliar na elaboracdo dos capitulos seguintes. Essa
fundamentacao tedrica relata informacges pertinentes sobre produtos naturais e terpendides,
mostrando a disponibilidade e alguns usos, explanacdo sobre métodos alternativos ao uso
de animais tendo como base o principio dos 3R’s, sobre modelos como a Drosophila
melanogaster e testes que podem ser realizados, testes ex vivo, e demais topicos relevantes
gue contribuem para o desenvolvimento do trabalho.

O Capitulo Il apresenta-se como um artigo, que foi publicado na revista
Molecules, que trata dos testes de capacidade de reversdo de contracdo do musculo liso,
promovida por potassio e serotonina, do 6leo essencial de Chenopodium ambrosioides, que
apresenta o a-terpineno como constituinte majoritario, e a atividade toxica destes sobre o
modelo de Drosophila melanogaster. (Molecules — Current Impact Factor 2020: 4.411,
Qualis Ciéncias Bioldgicas 11 — B1, CiteScore 2020 — 4.7)

O Capitulo Il trata-se de um manuscrito, em que testes microbiolégicos com
bactérias, verificam a existéncia da atividade bactericida do a-terpineno e como ele interage
em associacdo como determinados antibidticos frente a bactérias, com e sem mecanismo de

resisténcia, além de observar o efeito toxico da substancia contra Drosophila melanogaster.
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Submetido a Microbial Pathogenesis. (Current Impact Factor 2020: 2.914, Qualis Ciéncias
Biologicas Il — B2, CiteScore 2020 — 5.6)

As consideragdes finais, Capitulo IV, relatam a associacGes das evidéncias
produzidas durante o desenvolvimento da tese e as conclusfes que poderdo ser feitas como

base nelas, além da possibilidade de investigacdes futuras envolvendo o objeto em estudo.



2. CAPITULO I: FUNDAMENTACAO TEORICA

A busca por conforto, comodidade e seguranca fez 0 homem incorporar novos
habitos como procurar cavernas, que forneciam abrigo e seguranca fazendo assim uma
mudanca na forma de vida. Essas mudancas também sdo observadas em outras areas como
no cuidado com a saude e bem-estar através da utilizacdo de vegetais como alternativa para
reestabelecer a satide ou como estimulantes, um exemplo dessa estimulacdo, é o habito de
mascar folhas de coca pelos povos pré-colombianos ha mais de 8 mil anos (MORTIMER,
1974). Esse habito de consumo de vegetais, e outros produtos encontrados na natureza,
como o objetivo de melhorar o bem-estar ou reestabelecer a salde provavelmente foi
adquirido pela observacdo de animais que tinham esse costume, esse conhecimento foi
denominado de Zoofarmacognosia (ALVARO, M. M. et al., 2019; MUKHERJEE, J. R.;
CHELLADURAI; RONALD, 2011).

Com a evolugéo dos conhecimentos para separacao e isolamento de constituintes
e da quimica organica, mais especificamente da sintese e semi-sintese organica, 0s
medicamentos passaram a ser constituidos, geralmente, por remédios que possuem uma
Unica droga, que € definida como substdncia quimicamente esclarecida, concentracéo
padronizada e efeito terapéutico estabelecido e validado (BLAKEMORE et al., 2018),
porém atualmente grande parte das drogas comercializadas ou sdo isoladas de produtos
naturais, ou sdo modificacdes quimicas em constituintes do produto natural (semi-sintese),
ou sdo moléculas resultado de sintese total, mas que foram inicialmente conhecidas por
estar na composi¢do de um produto natural e que por questdes econdmicas torna-se mais
viavel sua sintese total. Como exemplo, cerca de 50% das drogas lancadas no mercado
entre 1981 e 2019 eram derivados direto ou indiretamente de produtos naturais
(BRAHMACHARI, 2011; NEWMAN; CRAGG, 2020; VUORELA, P. et al., 2004).

Assim, podemos constatar a importancia dos produtos naturais para farmacologia.

2.1 Produto Natural

Como observado a utilizacdo de produtos de origem natural pelos seres humanos
ocorre desde os primdrdios e serviu de fonte de descoberta para inimeros farmacos
modernos (BRAHMACHARI, 2019; RODRIGUES, T. et al., 2016). Um 0leo essencial,
um extrato ou 6leo fixo de uma determinada espécie é considerado um produto natural
complexo, entretanto esse material possui diversos constituintes, que podemos definir como
produto natural isolado em proporcGes definidas e essa constituicdo pode variar tanto
quantitativamente quanto qualitativamente e essa variacdo pode ser resultado da idade do
vegetal, tipo de solo, clima da regido, até mesmo do horario de coleta do material. Assim,

um produto natural pode ser resultado de quimiotipos diferentes (HILAN; SFEIR;
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AITOUR, 2011; POLATOGLU, 2013) e apresentar farmacoforos distintos, que na quimica
farmacéutica sdo definidos como regides de interacdo intermolecular que serdo importantes
para definir a sua atividade farmacologica (BARREIRO; FRAGA, 2015). Portanto,
produtos naturais oriundos de quimiotipos distintos podem apresentar proporc¢des diferentes
dos constituintes e até mesmo diferenca na constituicdo, que pode resultar em alteracéo na
poténcia do efeito estudado ou até mesmo registro de efeitos distintos. Em suma, um
produto natural complexo € uma mistura de varios constituintes em propor¢des definidas,
no entanto a lista de constituintes ou as quantidades de cada um deles variam de acordo
como material de origem seja ele qual for o vegetal, animal ou mineral.

Os modelos animais sdo ferramentas indispensaveis para comprovagdo de
atividades bioldgicas pois geram informacGes sobre sua eficacia e seguranca tornando
assim possivel a sequéncia dos testes clinicos. E a utilizagdo do principio dos 3R’s tem
ficado em evidéncia, e o seu emprego tem justificado as pesquisas além de proporcionar um
ganho de qualidade consideravel (SNEDDON; HALSEY; BURY, 2017). Tornando-se
assim um argumento forte e importante para o desenvolvimento de pesquisas que envolvam
animais cordados (MACARTHUR CLARK, 2018).

A toxicidade, atividade antimicrobiana e modulagdo da contracdo de musculo
liso sdo algumas das atividades biologicas que podem ser verificadas utilizando este
principio.

A acdo do produto natural depende dos constituintes e das suas proporcdes, pois
a interagdo como o organismo modelo é muito complexa, devido a relagdes
farmacocinéticas dos varios constituintes com organismo (LACERDA-NETO et al., 2019).
Entretanto, os testes de bioatividades e/ou farmacoldgicos como um dos constituintes que
compBem o produto natural, geralmente os constituintes majoritarios, podem evidenciar de
forma mais simples qual ou quais processos bioldgicos estdo sendo regulados ou afetados
pela disponibilidade daquela substancia, porém, estudos mostram que o0s resultados
mensurados em testes de substancias isoladas apresentam poténcia diferente de quando
utilizado o produto natural (JUNG et al., 2014).

2.2 Oleos Essenciais

Oleos essenciais (OE) sdo produtos naturais derivados de vegetais podendo ser
extraidos por enfloracdo, hidrodestilacdo (arraste de vapor d’agua), extracdo por solventes
organicos, extracdo por CO, supercritico ou agdo mecanica sobre pericarpos de frutos
(prensagem), estes apresentam algumas caracteristicas como, solubilidade em solventes
organicos, consequentemente limitada solubilidade em &gua, densidade menor que 1
mg/mL, com algumas excecdes, sao incolores e liquidos de aparéncia oleosa a temperatura

ambiente, porém sendo volateis, ndo possuem muita estabilidade principalmente sob acdo
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de luz, calor, ar, umidade e metais, também, a maioria, apresentam atividade Optica que
auxiliam na sua identificacdo e mais um parametro de controle de qualidade (DHIFI et al.,
2016).

Podem ser extraidos das mais diversas partes dos vegetais tais como: flores,
sementes, frutos, raizes, rizomas, madeira, cascas e folhas, sendo esta Ultima a parte mais
frequentemente utilizada. Nos vegetais 0s Oleos essenciais sdo responsaveis por
mecanismos de defesa e estratégias de sobrevivéncia, que vd@o desde atrativo para
polinizadores, repelente ou protecdo contra pragas e predadores, entre outras (PANDEY et
al., 2017).

Os constituintes dos Oleos essenciais sdo produto, principalmente, do
metabolismo secundario dos vegetais e possuem uma constituicdo bastante variada com
diferentes tipos de estruturas, podendo conter mais de 300 tipos diferentes de compostos,
entre &lcoois, éteres ou oOxidos, aldeidos, cetonas, ésteres, aminas, amidas, fenodis e
heterociclos. Porém a grande maioria é constituida de derivados fenilpropandides ou
terpenodides, com predominancias desse Ultimo. Os fenilpropandides sdo produzidos pela
rota do acido chiquimico, ja os terpenoides, a classe mais comum, tem sua biossintese da
via do 4acido mevalénico ou mevalonato independente (DEWICK, 2002;
LICHTENTHALER, 1999).

Existem diversos estudos que relatam vérias atividades para os 6leos essenciais
como: atividade antimicrobiana (TARIQ et al., 2019) antifungico (DONATO et al., 2020),
antiulcerogénico (ARUNACHALAM et al., 2017), anti-helmintico (FERREIRA et al.,
2018), antioxidante (YUAN; CHEN; LI, 2016), anti-inflamatéria (RAMOS et al., 2020),
inseticida (ABDELGALEIL; EL-SABROUT, 2018),

2.2.1 Chenopodium ambrosioides

Chenopodium ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants (Chenopodiaceae), que
também é conhecida como Dysphania ambrosioides e popularmente chamada de mastruz
ou erva-de-santa-maria, apresenta ocorréncia frequente em regides de clima subtropical e
sub-temperado com caracteristica cosmopolita, e popularmente utilizada para o tratamento
de verminoses (SOARES et al., 2017), diurético e alteragdes respiratorias e inflamatorias.
Sendo uma das plantas mais utilizadas no mundo como medicamento, segundo a
Organizacdo Mundial de Satde (OMS) (LORENZI; MATOS, 2002), essa grande utilizacéo
deve-se a sua ampla distribuicdo e ao conhecimento etnomedico. A extracdo do oOleo
essencial das folhas de Chenopodium ambrosioides € uma fonte para ensaios de atividade
bioldgica deste tipo de produto natural, j& existindo relatado na literatura com atividade

inseticida contra abelhas, mosca doméstica, antiviral, anti-helmintica, antifungica
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antileishmania e antioxidante (PAVELA et al., 2018). O 0leo essencial proveniente dessa
espécie apresenta componentes com conhecido valor medicinal como: ascaridol,
isoascaridol, p-cymene, limoneno e a-terpineno. Alguns produtos bioativos isolados deste
vegetal sdo utilizados no tratamento de tuberculose, reumatismo, hemorragias uterinas e
doencas respiratorias.(ZOHRA et al., 2019).

2.3 Componentes dos 6leos essenciais

Uma grande diversidade de compostos estdo presente na constituicdo dos 6leos
essenciais, como alcoois, eteres ou Oxidos, aldeidos, cetonas, ésteres, aminas, amidas,
fendis, sendo possivel verificar que entre eles sobressaem-se 0s terpenos, e dentre estes 0s

monoterpenos sd0 0s mais comuns.

2.3.1 Terpenos

Os terpenos sdo uma das classes com maior numero de representantes
conhecidos, sendo estes produtos do metabolismo secundario dos vegetais, e essa grande
diversidade de moléculas confere a esta classe uma grande variabilidade de acGes
biol6gicas visto que a diversidade ndo é apenas quantitativa, mas também nos grupos
funcionais presentes e a prépria estrutura molecular. Quimicamente os terpenos sdo
derivados de unidades de isopreno e compostos hidrocarbonetos, ou seja, constituidos de
carbonos e hidrogénios, e apresentam dupla ligacdo carbono-carbono podendo assim serem
definidos como alcenos naturais. A International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC) distingue terpendides como sendo compostos oxigenados formados por isopreno,
porém apesar dessa diferenciacdo a literatura utiliza os dois termos como sinénimos. Os
terpenos podem ser classificados de acordo como o numero de carbonos presentes,
subdividindo essa classe em hemiterpenos (5C), monoterpenos (10C), sesquiterpenos
(15C), diterpenos (20C), sesterterpenes (25C), triterpenes (30C), tetraterpenos ou
carotenoides (40C) e politerpenos (C5,) (IUPAC, 2009).

Os mono e sesquiterpenos sdo 0s principais constituintes dos 6leos esséncias,
essa composicao explica a volatilidade dos 6leos, j& que sdo mais volateis que di, tri, sester,
tetra e poli terpenos que por sua vez compdem balsamos, resinas, graxas e ceras (FELIPE;
BICAS, 2017).

Uma caracteristica importante dos terpenos € sua isomeria, pois diferencas
espaciais sutis, como isomeria optica, podem resultar em acdes bioldgicas distintas. E este
fato ganha mais importancia, visto que, muitas vezes a sintese de produtos puros, em

relacdo & isomeria, é dificil e onerosa, muitas vezes se recorrendo a utilizagao de “industrias
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biologicas” para alcangar o resultado desejado (DICKSCHAT, 2011; NAGEGOWDA,;
GUPTA, 2020; STRUB et al., 2014).

A biossintese dos terpenos tem como base a unido de duas unidades isoprenicas,
do isopentenil pirofosfato (IPP) ou de seu isdmero dimetilalil pirofosfato (DMAPP). A
biossintese destes compostos € promovida por duas rotas ja descritas, a via do acido
mevaldnico e a via do metileritritol fosfato (MEP), ambas de intermediarios da glicélise
acetil-coA e acido piravico, respectivamente. IPP e DMAPP serdo isomerizados pela
enzima isopentil difosfato isomerase. ApOs essa etapa uma condensacdo de unidades
isoprenicas ocorre por acdo da prenil trasferase, assim a condensacdo de uma molécula de
IPP e outra de DMAPP gerando difosfato de geranil (GPP) precursor de monoterpenos que
tem como exemplo o a-terpineno, sendo condensado mais uma molécula de IPP ao GPP
sera produzido difosfato de farnesil (FPP) precusor de sequiterpenos e com mais uma
condensacédo de IPP ao FPP sera originado o difosfato de geranilgeranil (GGPP) precursor
de diterpenos, por fim na etapa de condensacdo IPP sendo condensado ao GGPP ira
produzir escaleno precursor de triterpenos, lipidios e esteroides. Também podem ocorrer
condensacdo entre FPP e GGPP formando os precursores terpenoides como 30 e 40
carbonos. Apoés essa etapa de condesacgdo terpenoides com 10 ou 20 carbonos podem ser
rearranjados ou convertidos a moléculas ciclicas. Por fim varios processos como de
oxidacdes, isomerizacOes de reducgdes, conjugacdes e outras transformacfes sdo submetidas
as moléculas base dos terpenos produzindo assim uma gama enorme de metabolitos
distintos (ASHOUR; WINK; GERSHENZON, 2018; LUCKER et al., 2001; NOVAES,
2019).

O o-terpineno é um monoterpeno (CioH16) presente em Oleos essenciais de vérias
espécies vegetais como Abies lasiocarpa, Chenopodium ambrosioides e Pinus contorta, é
um dos terpenos de ocorréncia mais comum nos Estados Unidos sendo responsavel por
10% da emissdo de monoterpenos na regido das Montanhas Rochosas, e € normalmente
utilizado na industria de perfumes e farmacéutica. Apresenta uma estrutura semelhante a
outros terpenos como o limoneno, possui atividade antioxidante, miorrelaxante,
antibacteriana. Esse monoterpeno pode sofrer auto oxidacdo pelo ar e causar respostas
alérgicas na pele, um tipo de efeito tdxico (COMELLI; PONZI, E. N.; PONZI, M. 1., 2005;
GERON et al., 2000; PASSOS MENEZES, et al., 2016; PEREIRA-DE-MORAIS et al.,
2020; RUDBACK et al., 2012).

2.4 Bioatividades
Essas atividades devem ser comprovadas através de testes em modelos animais a
fim de gerar informacdes sobre sua eficacia e seguranca tornando assim possivel a

sequéncia dos testes clinicos. E a utilizag¢do do principio dos 3R’s tem ficado em evidéncia,

25



e 0 seu emprego tem justificado as pesquisas além de proporcionar um ganho de qualidade
consideravel (SNEDDON; HALSEY; BURY, 2017). Tornando-se assim um argumento
forte e importante para o desenvolvimento de pesquisas que envolvam animais cordados
(MACARTHUR CLARK, 2018).

A toxicidade, atividade antimicrobiana e modulacdo da contracdo de musculo
liso sdo algumas das atividades biologicas que podem ser verificadas utilizando este
principio.

2.4.1 Toxicidade

A toxicidade de uma substdncia ou composto estd relacionada como sua
capacidade de alterar processos fisioldgicos e ou patoldgicos gerando resultados danosos ao
funcionamento correto ou ao reestabelecimento dele, seja esse dano irreversivel ou nao.
Fica evidente também que os efeitos toxicos das substancias estdo associados a dose ou
concentracdes de exposicdo, via de exposicdo (administracdo), e do proprio organismo
exposto.

Estes efeitos toxicos sdo registrados por varios tipos de ensaios e tem como
objetivo produzir o maior nimero de informacgfes sobre a seguranca na utilizacdo de
substancias ou compostos que pretendem serem usados como medicamentos, aditivos,
pesticidas, em resumo tudo que pode entrar em contato como o ser humano. Obviamente
que os produtos naturais ndo sdo isentos desse fato, eles também possuem seu perfil
toxicoldgico, ou seja, quantidade a que podemos ser expostos, que via de exposi¢do revela-
se mais segura, por quanto tempo pode perdurar a exposicdo, todos esses pontos Sao
importantes para estabelecer uma relagcdo segura entre a utilizacdo de substancias e
compostos e o bem estar de seres humanos, animais e ambiental (VENKATESAN;
RAMANATHAN, 2017).

A acdo toxica pode ser utilizada em benéfico de uma espécie em detrimento de
outra como, por exemplo, as acgdes, antibacteriana, anti-helmintica, antifingica,
antiprotozoaria, inseticida, larvicida, todas essas demonstram o efeito toxico de uma
substancia ou composto contra uma determinada espécie ou grupo de espécies que podem e
que podem ser utilizados pelo homem no combate, controle ou eliminagdo destas
(ZOLFAGHARI EMAMEH et al., 2015).

A selecdo de animais para ensaios pré-clinicos de toxicidade é uma etapa crucial
para determinar o potencial toxico das substancias ou complexo, e a possibilidade de uso
em humanos ou ndo. Esta escolha é baseada principalmente na similaridade entre os 6rgaos
e a fisiologia das espécies (VENKATESAN; RAMANATHAN, 2017). Assim, a

Drosophila melanogaster, um diptero, conhecido comumente como mosca da fruta, tem

26



sido bem estuda no ultimo século por apresentar cerca de 75% dos genes relacionados a
doencas humanas. Como também estd sendo utilizada como modelo para estudos de
diversas patologias. A mosca ainda possui um ciclo de vida bem mais rapido, manutencdo
mais barata e sem limitacGes éticas para uso em relacdo aos roedores, o que faz com que
aumente o interesse por esse diptero. O modelo pode ser uma ferramenta em estudos de
alteracbes genéticas, farmacologicas, infecciosas, nutricionais, além de poder ser usado
como modelos na triagem de inseticidas, larvicidas e no risco de contaminagdo ambiental
por produtos quimicos (ZOLFAGHARI EMAMEH et al., 2015).

Os ensaios relacionados a toxicidade de substancias e ou complexos contra
Drosophila melanogaster podem tanto evidenciar atividade toxica como protecdo contra a
acdo toxica de substancias reconhecidas como toxicas. O citronelal e pulegona revelaram-se
potenciais inseticidas de origem vegetal, em testes de fumigacdo (ZHANG, et al., 2016).
Testes de toxicidade oral podem ser realizados, inclusive com nanoparticulas, a fim de
determinar o efeitos tdxicos que essas moléculas podem desenvolver por essa via de
administracao e na viabilidade dos ovos, ou seja, na taxa de reproducdo (ALARABY et al.,
2019). Os testes de toxicidade com a mosca também podem ter uma configuracdo diferente
como o objetivo de verificar se alguma substancia possui a capacidade de evitar danos ao
diptero, protegendo-o da acdo toxica de um inseticida ou metal toxico, como no estudo que
demonstrou que o a-cetoglutamato diminuiu os multiplos efeitos metabdlicos da acéo do
aluminio (BAYLIAK et al., 2019). Essa toxicidade esta diretamente relacionada ao estresse
oxidativo com aumento do malonaldeido, peréxido de hidrogénio, da glutationa redutase e
dos tiois, além de promover maior atividade das enzimas antioxidantes e alteracGes na
cadeia respiratoria como disfuncdo mitocondrial causada pelo Paraquat (HOSAMANI,
2013).

2.4.2 Atividade antibacteriana

A acdo antibacteriana de 6leos esséncias e seus componentes é outra atividade
que possui varios relatos (SWAMY'; AKHTAR; SINNIAH, 2016). E a busca por produtos
com essa atividade antibacteriana tem se tornado cada vez mais importante e intensa, pois
as bactérias possuem processo adaptativos e de transferéncia de informacbes genéticas
bastante eficientes fazendo com que as mesmas revelem-se resistentes aos antibidticos
disponiveis (GILLINGS; PAULSEN; TETU, 2017).

A resisténcia pode dar-se por diversos mecanismos, que podem ocorrer
individualmente ou associados. Podemos listar seis principais mecanismos de resisténcia: a)

degradacdo do antibidtico, (b) modificacdo do alvo do antibidtico, (c) alteracdo da
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permeabilidade, (d) protecéo ribossomal, (e) producdo de biofilme e (f) por acdo de bombas
de efluxo (FLOYD et al., 2013).

A associacgdo de substancia que resultem em atividade antibacteriana vem sendo
uma alternativa para o combate da resisténcia. Um exemplo ja consolidado € a associacao
de amoxicilina (antibiético) com acido clavulanico no combate de bactérias que apresentam
resisténcia & amoxicilina (TODD; BENFIELD, 1990). As bombas de efluxo expulsam o
antibiotico do interior da bactéria, ndo permitindo assim que atinjam a contracdo
intracelular necessaria para promover seu efeito. Existem varios tipos de bombas de efluxo,
algumas que agem sobre um grupo de antibioticos especificos, e outras podem agir sobre
uma grande quantidade de grupos de antibioticos. Assim, ensaios envolvendo compostos
que possam interferir no funcionamento das bombas de efluxo, e consequentemente
permitam que os antibidticos atinjam seus alvos e em quantidade suficiente estdo na
vanguarda das pesquisas no combate a resisténcia bacteriana, porém esses compostos
também devem ter uma toxicidade segura para uso em humano.

A verificacdo da interferéncia em bombas de efluxo, por alguma substancia, pode
ser promovida utilizando o brometo de etidio que é bactericida e expulso da célula
bacteriana por bombas de efluxo, assim se um composto interferir no funcionamento
normal da bomba uma quantidade menor de brometo serd necessario para causar o efeito
bactericida (MORAIS OLIVEIRA-TINTINO, et al., 2018).

Muitas bactérias utilizaram de diversos processos adaptativos e evolutivos que
resultaram na resisténcia aos antibidticos utilizados no seu combate (CHRISTAKI;
MARCOU; TOFARIDES, 2020). Um exemplo € S. aureus que apresenta varias cepas com
diversas bombas de efluxo expressas. As quais podemos citar: cepa 1199 cepa selvagem;
1199B portadora do gene norA Small D que codifica a proteina de efluxo NorA, resistente
a fluoroquinolonas hidrofilicas; 1S-58, dotada do plasmideo PT181 portadora do gene que
expressa a proteina de efluxo de Tetraciclina TetK; cepa K2068 que possui a bomba MepA,
decodificada no gene mepA que confere resisténcia a Ciprofloxacino; cepa K4100 que
possui a bomba QacC, decodificada pelo gene gacC conferindo resisténcia a Oxacilina; a
cepa K4414 que expressa a bomba QacA/B, decodificada pelo gene gacA/B, que promove
resisténcia contra Penicilina e RN4220 portadora do plasmideo pUL5054, que transporta o

gene que codifica a proteina MsrA de efluxo de macrolideos.

2.4.3 Contragdo e relaxamento do musculo liso vascular

O tbnus vascular € fundamental para homeostasia, e esta relacionado diretamente
com o controle da pressdo sanguinea e a partir desse controle envolvido com outros

processos, como filtragdo glomerular e todos os outros processos relacionados
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principalmente a pequenos vasos. Alteracdes no controle de contracdo e relaxamento dos
musculos vasculares € uma caracteristica marcante de varias doencas, tais como: doenca
cardiovascular, diabetes e hiperlipidemia (CONWAY; THOMPSON; COHEN, 2017;
PETRIE; GUZIK; TOUYZ, 2018; SOWERS; EPSTEIN; FROHLICH, 2001). Testes ex
vivo utilizando artérias coronarias de Sus scrofa domesticus sdo comumente utilizados para
verificar a influéncia de compostos sobre o tdnus muscular desses vasos (BELL;
GOCHENAUR, 2006; ELLE et al., 2018; GOODWILL et al., 2016; LAWANDY et al.,
2019; TABART et al., 2018; WU et al., 2018).

A contracdo do musculo liso estd associada diretamente a sinalizacdo promovida
pelo de Ca*?, conhecido como segundo mensageiro de varios processos. O aumento de Ca*?
para 0 citosol, que pode ocorrer influxo extracelular ou liberacdo pelo reticulo
sarcoplasmatico, e a promoc¢do do processo de contracdo difusa do musculo liso pelo
movimento de proteinas pode ser desencadeado basicamente por dois mecanismos: 0
eletromecanico que ¢ disparado pelo aumento da concentragio externa de potassio (K*) e o
farmacomecanico que € resultado da abertura de canais de céalcio voltagem dependente que
sdo abertos apds a ligacdo de agonista a receptores, como por exemplo, serotonina. No
mecanismo farmacomecénico o acoplamento da serotonina no receptor de proteina Gg/11,
ativando a PLC que hidrolisa o PIP, em IP; e DAG. O IP3 se difunde no citoplasma e liga
em receptores IP3R, que sdo canais de calcio presentes na membrana do RS, e que quando
ativados liberam Ca*, ja o DAG em conjunto como o Ca*? ativam a PKC que atua em
diversos processo incluindo a regulacdo do transporte transmembranar do Ca*?
(MORGADO et al., 2012). O relaxamento observado pode ser resultado, em parte, por um
bloqueio dos IP3R ativados por IP3, como foi observado ja relatado (PELAIA et al., 2008).
Porém, outros mecanismos podem estar envolvidos, como por exemplo: aumento da
atividade da Ca*>-ATPase, diminuicdo da formacdo de IPs, acdo PKA e estimulagdo do
trocador Na*/Ca*.

Assim, como o conhecimento de atividades biologicas promovidas por 6leos
essenciais e seus constituintes, principalmente os terpenos, a hipOtese € que estes
compostos podem promover efeito miorrelaxante em musculo liso, toxico contra a mosca

da fruta e modular antibiéticos contra bactérias com perfil de resisténcia.
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3. CAPITULO Il — EFEITO MIORRELAXANTE DO OLEO ESSENCIAL DE
Dysphania ambrosioides NA ARTERIA CORONARIA DE SUS SCROFA
DOMESTICUS E SUA TOXICIDADE NO MODELO DE Drosophila melanogaster

Neste Capitulo consta um Artigo publicado na Molecules, e trata sobre o efeito
miorelaxante do 6leo essencial de Dysphania ambrosioides em coronarias suinas e do efeito
toxico contra Drosophila melanogaster.
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Myorelaxant effect of the Dysphania ambrosioides essential oil on Sus scrofa domesticus
coronary artery and its toxicity in the Drosophila melanogaster model
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Resumo

Métodos alternativos para 0 uso de animais em pesquisas tém ganhado importancia cada
vez maior, devido as avaliagbes que avaliam a real necessidade de seu uso e ao
desenvolvimento de legislacdo que regulamenta o assunto. O principio dos 3R's
(substituicdo, reducdo e refinamento) tem sido uma referéncia importante, de modo que 0s
métodos in vitro, ex vivo e substituicdo de corddo tém conquistado lugar de destaque na
pesquisa. Métodos: Portanto, devido ao sucesso dos estudos desenvolvidos com esses
métodos, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito miorrelaxante do éleo
essencial de Dysphania ambrosioides (EODa) utilizando um modelo de artéria coronéaria de
Sus scrofa domesticus, e a toxicidade de ambos do O¢leo essencial de Dysphania
ambrosioides e seu principal constituinte, a-terpineno, contra Drosophila melanogaster em
ensaios de toxicidade e geotaxia negativa. Resultados: O EODa relaxou o musculo liso das
artérias coronarias de suinos contraidas com K' e 5-HT em ensaios usando artérias
coronérias de Sus scrofa domesticus. Os resultados de toxicidade apresentaram valores de
CLso de 1,546 mg/mL e 2,282 mg/mL para o EODa ¢ a-terpineno, respectivamente,
mostrando que 0 EODa ¢ a-terpineno apresentaram toxicidade para esses dipteros, sendo o
EODa mais toxico. Conclusdes: Além disso, os resultados revelam a possibilidade do uso
do EODa em estudos de doencas vasculares, uma vez que promoveu o relaxamento do
musculo liso coronério de Sus scrofa domesticus.

Palavras-chave: 0leo essencial; produto natural; atividade miorrelaxativa; toxicidade

1. Introducéo

A utilizacdo de animais em pesquisas essenciais tem sido constantemente questionada
em termos dos principios dos 3R's (substituicdo, reducdo e refinamento), gerando a
necessidade de reflexdo no numero de animais utilizados em pesquisas (reducéo),
possibilidade de substituicdo de vertebrados. Animais como invertebrados, embrides,
microrganismos, 6rgdos ou tecidos isolados, além de garantir a qualidade dos experimentos
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(refinamento), onde este principio reforgca o treinamento para o uso correto de técnicas de
manejo animal, técnicas assépticas em procedimentos cirargicos, administracGes de doses
corretas e outras recomendacdes para a realizacdo de experimentos de alta qualidade [1].

A substituicdo de animais por metodologias in vitro e ex vivo promove de forma
eficiente um dos R's, evitando o uso de animais em ensaios, com a capacidade de esclarecer
o0 potencial toxico ou a eficacia de uma substancia ou produto em analise [2]. Na década de
1990, as metodologias in vitro praticamente n&o eram utilizadas para verificar a toxicidade
e eficacia, entretanto, no inicio dos anos 2000, observou-se um grande crescimento no uso
dessa metodologia para avaliacdo da genotoxicidade, seguranca farmacéutica e ensaios
farmacocinéticos [3]. Outro método alternativo que merece destaque é a substituicdo de
animais vertebrados por invertebrados em ensaios, que permitem estudar a doenca de
Parkinson, memoria, enddcrina, diabetes e ensaios toxicoldgicos. Drosophila melanogaster
é um invertebrado frequentemente utilizado como modelo, onde esté substituicdo € benéfica
por uma serie de razdes como reducdo de custos, ciclo de vida curto, tamanho pequeno e
anatomia simples da mosca, além de poder observar um maior nimero de animais por
experimento [2]. Drosophila melanogaster ¢ um modelo de grande importancia, pois gera
informacdes para o combate a pragas e vetores de doencas. A busca por novos agentes que
sejam eficazes no controle de vetores, explora opcbes que sejam economicamente viaveis,
com menor poluicdo ambiental e menor toxicidade para organismos néo-alvo, inclusive
humanos [4].

Nesse contexto, a busca por produtos com atividade bioldgica e / ou farmacoldgica
reacendeu o interesse pelos produtos naturais, principalmente os de origem vegetal, entre 0s
quais os Gleos essenciais (OE) ocupam lugar de destaque. Os OE séo liquidos a temperatura
ambiente e geralmente sdo compostos complexos formados por varias substancias, como
alcoois, aldeidos, cetonas, fenois, éteres, ésteres e terpenos em diferentes proporgoes, sendo
os Ultimos predominantemente mono e sesquiterpenos. Os OE possuem atividades
antioxidantes, quelantes de metais, eliminadores de radicais livres, moduladores da dor,
anticonvulsivantes, neuroprotetores e antiinflamatorios [5,6].

Dysphania ambrosioides (L.), Mosyakin e Clemants (Chenopodiaceae), também
conhecido como Chenopodium ambrosioides, ocorre frequentemente em regides
subtropicais e subtemperadas com caracteristica cosmopolita, sendo popularmente utilizado
para o tratamento de vermes [7], como diurético e em alteracdes respiratorias e
inflamatorias. Segundo a organizacdo mundial de satde [8], D. ambrosioides é uma das
plantas medicinais mais utilizadas no mundo, devido a sua ampla distribuicdo e
conhecimento etnomédico. O EO de D. ambrosioides foi relatado anteriormente na
literatura com atividade inseticida contra abelhas e moscas [9], como antiviral, anti-
helmintico, antifungico, antileishmania e antioxidante.O OEDa possui componentes de
conhecido valor medicinal como: ascaridol, isoascaridol, p-cimeno, limoneno e o-
terpineno. Produtos bioativos isolados de plantas sdo usados para o tratamento de
tuberculose, reumatismo, hemorragia uterina e doengas respiratorias [10]. Estudos
demonstraram que o a-terpineno é seguro em testes de embriofetotoxicidade em ratos [11],
entretanto, outros estudos revelaram alguns efeitos tdxicos no uso oral desta substancia [12,
13]. Portanto, entre as preocupacdes para o desenvolvimento de novos produtos com
atividade bioldgica e / ou farmacologica estd a determinagdo de doses toxicas e margens de
seguranca. Varios estudos demonstram semelhancas anatdmicas e fisiologicas entre o
sistema cardiovascular de humanos e suinos (Sus scrofa domesticus), em particular o
controle do musculo liso, sendo relatados efeitos envolvendo mecanismos eletromecanicos
e farmacomecanicos [14-17]. O efeito miorrelaxante que drogas e medicamentos exercem
sobre a musculatura lisa vascular € uma ferramenta fundamental no controle das condi¢cfes
em que a vasoconstricdo ou a obstrucdo vascular sdo responsaveis por danos a tecidos,
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orgdos, sistemas ou mesmo a sobrevivéncia do organismo. Portanto, testes com artérias
coronarias de suinos fornecem informaces relevantes sobre o assunto, pois alguns estudos
ja demonstraram a acdo miorrelaxante de extratos, 6leos essenciais e seus componentes
[18-24]. Assim, os efeitos na musculatura lisa, principalmente nas artérias coronarias,
fornecem informagdes importantes, que podem gerar enormes possibilidades para outros
estudos envolvendo a acdo e os mecanismos de contracdo da musculatura lisa. Este estudo
teve como objetivo avaliar a atividade miorrelaxante do 6leo essencial de Dysphania
ambrosioides (EODa) em modelo coronariano ex vivo de Sus scrofa domesticus, bem como
verificar as concentragdes toxicas do EODa e de seu constituinte majoritario, a-terpineno,
frente ao modelo alternativo de Drosophila melanogaster.

2. Resultados

2.1. Analise Fitoquimica
A porcentagem dos compostos identificados pode ser observada no histograma
resultante da analise dos dados cromatograficos e espectrais (figura 1).

Composto
35 30,53
30
25 18,03
20 ’
15 13,68 11,23
10
5 1,48 1,04 1,43 1,05
0 —_— — —_— —
o g > 2" 2" & > >
& & R e & & S © &°
& & & &S <
R < >
6'@ N v Q s QQ\Q \Qé N
Ob bob' &\60
Q‘o‘*'\b ol &
Q)

Figura 1. Perfil do histograma da composicéo do 6leo essencial de Disphania ambrosioides

2.2. Ensaio de contratilidade de musculo liso Ex Vivo

2.2.1. Efeito do 6leo essencial de Dysphania ambrosioides nas contragdes induzidas por K*
usando um modelo de artéria coronéria de Sus scrofa domesticus

ConcentragOes crescentes e cumulativas do EODa (1, 3, 10, 30, 100, 300, 600 e 1000
pg/mL) foram administradas para avaliar seu efeito miorrelaxante nas contragdes
promovidas e sustentadas pelo K no musculo liso da artéria coronaria de suinos
(eletromecénico acoplamento). Concentragdes crescentes do EODa promoveram um
relaxamento dependente da concentracdo, onde seus efeitos significativos foram observados
a partir da concentragdo de 300 pg/mL (p<0,001, ANOVA unilateral seguida de Holm-
Sidak) (figura 2)
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Figura 2. Efeito relaxante do 6leo essencial de Disphania ambrosioides (EODa) nas contra¢fes mantidas pelo
potassio em artérias coronarias isoladas de suinos.

Legenda: Grafico representativo do efeito relaxante do EODa nas contragfes mantidas pelo KCI (60 mM) em
artérias coronarias isoladas de suinos. Os valores sdo expressos como a média + SEM; n representa 0 nimero
de experiéncias (p<0,001, ANOVA unilateral seguida por Holm-Sidak).

2.2.2. Efeito do 6leo essencial de Dysphania ambrosioides nas contragfes induzidas pela
serotonina (5-HT) usando um modelo de artéria coronaria de Sus scrofa domesticus

Concentragdes crescentes e cumulativas de EODa (1, 3, 10, 30, 100, 300, 600 e 1000
ug/mL) foram administradas para avaliar seu efeito miorrelaxante nas contragdes induzidas
por 5-TH em artérias coronarias de musculo liso de suinos (acoplamento farmacomecéanico)
Concentracbes crescentes de EODa promoveram um relaxamento dependente da
concentracdo que foi estatisticamente significativo a partir da concentracdo de 30 pg/mL
(p<0,005, ANOVA de uma via seguida por Holm-Sidak) (figura 3).
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Figura 3. Efeito relaxante do EODa nas contragcGes mantidas pela serotonina em artérias coronarias isoladas
de suinos.
Legenda: Grafico representativo do efeito relaxante do EODa nas contragdes mantidas pelo 5-TH em artérias
coronarias isoladas de suinos. Os valores sdo expressos como a média + SEM; n representa 0 nimero de
experiéncias (p<0,005, ANOVA unilateral seguida por Holm-Sidak).
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O EODa apresentou atividade miorrelaxante tanto na via eletromecéanica quanto na
farmacomecanica, porém com maior eficiéncia na via farmacomecanica onde as contragdes
foram evocadas pelo 5-HT.

2.3. D. melanogaster-modelo alternativo

2.3.1. Ensaio de Toxicidade

Os testes de toxicidade do Oleo essencial de Dysphania ambrosioides e a-terpineno
contra D. melanogaster foram realizados em trés concentracdes (1, 2 e 4 mg/mL) pelo
método de fumigacdo. Este teste utiliza moscas como modelo alternativo ao uso de
mamiferos, gerando informagdes para a determinacdo do perfil de toxicidade do dleo
essencial e do composto. O calculo da concentracdo letal média (CLsg) do EODa foi
determinado em 1,806 mg/mL, por regressdo sigmoidal, enquanto para a-terpineno foi
obtido um ECsy de 2,282. Os resultados citados foram semelhantes aos observados por
[25], onde o EODa obteve um LCsy de 1,96 mg/mL, sendo este inferior ao constituinte
isolado (tabela 1). A mesma metodologia foi utilizada para determinar a CEsp para
mobilidade, para a qual foi obtido o valor de 1,646 mg/mL.

Tabela 1. Toxicidade fumigante do 6leo essencial de Dysphania ambrosioides e a-terpineno contra moscas
adultas de D. melanogaster.

Composto LCso (mg. L™ de ar) Limites 95%
OEDa 1,806 1,588-2,296
a-terpineno 2,282 1,933-2,671

O EODa apresentou diferenca significativa com a concentracdo de 4 mg/mL, quando
comparado ao controle e a concentragdo de 1 mg/mL, em todos os tempos de leitura (entre
1 e 8 h). A partir da terceira hora, foi registrada uma diferenca entre a concentracdo de 2
mg/mL e o controle, fato que s6 foi identificado a partir da sexta hora de leitura com a
concentracdo de 1 mg/mL, conforme mostrado na figura 4.
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Figura 4. Efeito do 6leo essencial da folha de D. ambrosioides na sobrevivéncia de D. melanogaster.
Legendas: A sobrevivéncia foi analisada nos momentos indicados. Os resultados séo expressos como a média
+ DP do numero de moscas mortas apds cada tempo de exposi¢do. a = p<0,05 comparado ao controle, b = p
<0,05 comparado a 1 mg/mL e ¢ = p <0,05 comparado a 2 mg/mL.
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Os ensaios de toxicidade do a-terpineno foram realizados nas seguintes concentragdes:
1, 2 e 4 mg/mL. As leituras foram realizadas a cada hora durante 8 h, sendo que a
concentragdo de 4 mg/mL apresentou diferencas significativas em relagéo a todos o0s outros
grupos (controle, 1 e 2 mg/mL), sendo esta caracteristica ndo evidente em nenhuma das

outras comparagdes, conforme demonstrado na figura 5.
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Figura 5. Efeito do a-terpineno na sobrevivéncia de D. melanogaster.
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Legendas: A sobrevivéncia foi analisada nos momentos indicados.Os resultados séo expressos como a média
+ DP do nimero de moscas mortas ap6s cada tempo de exposicdo.a =p<0,05 comparado ao controle, b

=p<0,05 comparado a 1 mg/mL e ¢ =p<0,05 comparado a 2 mg/mL.

O composto o-terpineno presente no oOleo essencial de D. ambrosioides apresentou

efeito toxico contra D. melanogaster.

2.3.2. Geotaxia negativa

O dano a capacidade locomotora das moscas foi registrado com todas as concentragdes
nas oito horas de registro, com excecdo da concentracdo de 1 mg/mL na primeira hora, que
ndo diferiu estatisticamente do controle. Além disso, a concentracdo de 2 mg/mL néo

diferiu significativamente da concentracdo de 4 mg/mL na ultima hora (figura 6).
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Figura 6. Efeito do 6leo essencial da folha de D. ambrosioides na habilidade locomotora de D. melanogaster.
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Legenda: A atividade locomotora foi determinada pelo comportamento negativo da geotaxia. Os resultados
sdo expressos como a média + DP do nimero de moscas capazes de escalar uma coluna de vidro marcada,

conforme descrito anteriormente, durante cada tempo de exposicéo.
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Em termos de locomocé&o do inseto o a-terpineno apenas na concentracéo de 4 mg/mL
alterou a locomoc¢do em todos 0s momentos de registro, enquanto a concentracdao de 2
mg/mL também se mostrou eficaz em prejudicar a capacidade locomotora até a sexta hora,
apos esse momento ndo houve diferencas quando comparados ao controle, indicando uma
reversibilidade na agéo (figura 7).
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Figura 7. Efeito do a-terpineno na capacidade locomotora de D. melanogaster.
Legenda: A atividade locomotora foi determinada pelo comportamento negativo da geotaxia. Os resultados
sdo expressos como a média = DP do nimero de moscas capazes de escalar uma coluna de vidro marcada,
conforme descrito anteriormente, em cada tempo de exposicao.

Ao sobrepor os resultados dos ensaios de mortalidade e geotaxia negativa, todas as
concentracdes de EODa testadas (1, 2 e 4 mg/mL) reduziram a mobilidade das moscas que
permaneceram vivas, fato que pode ser bem observado nas primeiras horas de exposi¢éo
para as concentracdes de 2 e 4 mg/mL, comportamento que também se manteve nas demais
horas de avaliagdo (figura 8).
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Figura 8. Relagdo entre moscas vivas e alteragdes na mobilidade.

3. Discussao

O perfil fitoquimico do 6leo estudado foi estabelecido por cromatografia e teve o a-
terpineno como constituinte majoritario, com um percentual de 30,53%. Os constituintes
secundarios com maior percentual foram: timol e o-cimeno, com 18,11% e 13,68%,
respectivamente. A porcentagem dos compostos identificados pode ser observada no
histograma resultante da analise dos dados cromatograficos e espectrais (figura 1), e que
corroboram com os resultados apresentados por [23].

Varios estudos listam os constituintes do EODa, onde sua composi¢do pode ser
variavel, como no estudo de [24], onde principalmente terpenos e sesquiterpenos
oxigenados (o-terpineno 61,04%, 4-careno 13,55% e p-cimeno 12,94%) foram
identificados, enquanto o estudo por (9) registrou cis e trans ascaridol (35,4% e 26,0%,
respectivamente), e p-cimeno (29,2%), como constituintes majoritarios.

As variagdes constituintes nas analises mencionadas podem ser explicadas pelas
inUmeras variaveis presentes ao comparar estudos usando as mesmas espécies de plantas
que foram cultivadas e coletadas em diferentes locais. Essas variaveis incluem o tipo de
solo, indices de pluviosidade, intensidade do vento, época de coleta e época de coleta, entre
outros fatores que sd@o importantes influenciadores na constituicdo dos Oleos essenciais,
onde tais diferencas foram relatadas anteriormente [25]. Outro fator que deve ser levado em
consideracdo € a maturacdo ou idade da planta, que pode alterar a composicdo do 6leo
essencial [26]. Mudangas na composicdo também podem ser observadas por reagoes
quimicas que podem ocorrer espontaneamente apos a extracdo do EO, como a auto-
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oxida¢ao do a-terpineno, aumentando a concentracao de varios outros constituintes, como o
ascaridol e, assim, reduzindo sua propria concentracdo quando em contato com o ar [27].

A alta concentragdo de potédssio gerada pela adicdo de KCI promove uma
despolarizacdo da membrana por meio de uma mudangca na carga elétrica, que
consequentemente resulta na ativacdo de canais de célcio dependentes de voltagem do tipo
L (ou canais sensiveis a dihidropiridina) permitindo a entrada de Ca®** fons do ambiente
externo para o citosol. O aumento na concentracdo de Ca®" intracelular é o protagonista do
acoplamento excitacdo-contracdo, onde este aumento na concentracdo de célcio citosolico
medeia a liberacdo de célcio do reticulo sarcoplasmatico, aumentando ainda mais 0s niveis
de ions de calcio que estdo disponiveis para fosforilagdo da cadeia leve da miosina, um dos
os estagios finais da contracdo do musculo liso [28, 29]. E importante ressaltar que a
despolarizacdo da membrana causada pelo potassio também promove uma contracdo
dependente de Ca**, mediada pela proteina G RhoA associada & Rho quinase [30].

Pereira-de-Morais et al. [23] demonstraram que o EODa relaxou a musculatura lisa de
traqueias isoladas de ratos, com os dados indicando que esse efeito é supostamente devido
ao bloqueio dos canais de célcio do tipo L. Da mesma forma, Menezes et al. [31] relataram
um efeito relaxante do 6leo essencial de Origanoide lippi contra as contracdes promovidas
pelo KCI, a0 mesmo tempo em que indicaram o envolvimento dos canais de potassio
dependente de Ca*? e dependente de voltagem no relaxamento da musculatura lisa, fato que
pode explicar o relaxamento promovido pelo EODa uma vez que ambos tém 0s mesmos
compostos majoritarios.

Quaisquer efeitos sobre o K* precisam ser entendidos para entender o mecanismo de
acdo do OE, uma vez que esse ion contribui para o potencial de membrana em células
excitaveis, principalmente neurénios, fibra muscular esquelética e fibra muscular lisa, por
meio de sua agdo em seus canais. Por outro lado, os efeitos do EODa nas contragdes
induzidas pela serotonina podem ocorrer por meio de um mecanismo agonista externo,
onde o EODa pode se ligar a receptores de membrana e modificar a atividade de canais
idnicos como Na' e K* [32, 33]. Esse mecanismo comeca com o acoplamento da serotonina
ao receptor da proteina Gg/11, ativando a fosfolipase C (PLC), que hidrolisa o
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,) em inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3) e diacilglicerol
(DAG). O IP5 difunde-se para o citoplasma e liga-se ao receptor de trifosfato de inositol
(receptores IP3R), canais de calcio presentes na membrana SR, que quando ativados
liberam Ca?*. Enquanto isso, 0 DAG junto com o Ca®* ativam o PKC que atua em Vvarios
processos, incluindo a regulagdo do transporte transmembrana de Ca* [34]. O relaxamento
observado pode ser devido, em parte, a um bloqueio da ativacéo do IP3R pelo IP3, conforme
observado em Pelaia et al. [35], e por outros mecanismos, como: aumento de Ca®*-ATPase
atividade, diminuicdo da formacdo de IP3, atividade da proteina quinase A (PKA) e
estimulacao do trocador Na*/Ca?".

Estudos com oOleos essenciais de plantas medicinais aromaticas como Melissa
officinalis e Lippia alba mostraram inibicdo das contragdes promovidas por K* e 5-HT (vias
eletromecanicas e farmacomecanicas) em varios 6rgdos de ratos como: ileo, traqueia, aorta
e Utero [6, 23, 36, 37]. Jarvis [38] relatou que o 6leo essencial de Lippia alba inibe as
contracdes do musculo liso causadas por 5-HT na traqueia e ileo. Assaidi et al. [39] relatam
que a administracdo intravenosa dos extratos aquoso, metanolico e acetato de etila das
folhas de Chenopodium ambrosioides induzem hipotenséo arterial em ratos normotensos
anestesiados. Assim, os resultados do presente estudo indicam um efeito relaxante para
plantas aromaticas, sugerindo o potencial que Disphania ambrosioides tem como relaxante
de masculo liso.

A exposicdo a mosca-das-frutas por fumigacdo ao Oleo essencial de Dysphania
ambrosioides causou um aumento significativo na mortalidade. Este efeito depende do
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tempo de exposicdo e da concentracdo de Oleo. No estudo de Pinho et al. [40], o Oleo
essencial de Psidium guajava apresentou acdo significativa em termos de mortalidade de D.
melanogaster, onde adicionalmente, as concentracOes testadas causaram uma perda total da
capacidade motora nas moscas, dependendo da dose e do tempo de exposicdo. Esses
achados corroboram com o presente estudo e sugerem que Oleos essenciais de plantas
aromaticas podem ser toxicos para artropodes.

A acdo toxica do 0leo essencial de D. ambrosioides também foi investigada em outros
modelos importantes, com estudos relatando que esta espécie possui atividade pesticida,
larvicida e inseticida. O OEDa apresentou notavel acéo esquistossomicida in vitro, matando
100% dos vermes adultos em 24 e 72 h e reduzindo significativamente a viabilidade celular
in vitro, obtendo, entretanto, um indice de seletividade 31,8 vezes mais toxico para vermes
adultos do Schistossoma mansoni do que as células testadas [41], o que sugere uma
atividade tdxica com potenciais aplica¢des no controle de pragas.

O EODa também mostrou ser toxico para moscas domésticas adultas [9] e tdxico para
Alphitobius diaperinu [42]. Portanto, o0 EODA pode ser considerado em novas estratégias
olhando para novas possibilidades no manejo integrado de pragas.

O efeito toxico do EODa pode estar associado a uma alteracdo na atividade da
acetilcolinesterase, que por sua vez esta associada a um aumento nas espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio no sistema neuronal, o que inicialmente levaria a um aumento na
atividade e concentracdo de enzimas antioxidantes tais como catalase e glutationa S-
transferase [43, 44].

O composto a-terpineno presente no 6leo essencial de D. ambrosioides apresentou
efeito toxico contra D. melanogaster. Estudos demonstraram que a toxicidade do o-
terpineno contra adultos de Sitophilus zeamais tem valores de CLs, de 5,46 mg L™ '[25],
sendo este um importante componente adjuvante na composicdo de outros 6leos usados
para esse fim [45]. Paes et al. [46] mostraram que a-terpineno foi um dos principais
compostos identificados no 6leo essencial de C. ambrosioides, que apresentou atividade
acaricida. Porém, o uso do 6leo essencial na sua totalidade tem apresentado maior atividade
toxica do que seus constituintes majoritarios isolados, corroborando assim com estudos que
demonstram que a toxicidade dos constituintes selecionados das misturas apresenta efeito
sinérgico entre 0s compostos supostamente ativos e inativos, e que 0s a presenca de todos
0s constituintes é necessaria para a toxicidade completa e / ou acdo dos 6leos essenciais
[45].

O efeito letal dos terpenos e / ou Oleos essenciais € o resultado da acao toxica desses
compostos em diversos alvos receptores, principalmente em vias de sinalizacdo ou
regulatorias que estdo diretamente associadas ao sistema nervoso, tais como: interferéncia
da acetilcolinesterase, ligacdo a ocitocina, receptores nicotinicos, GABAEérgicos e tiramina
[47]. Além dos inimeros efeitos-alvo, onde essas substancias ndo atuam em um dnico alvo,
a complexa composicdo dos 0leos essenciais contribui para a letalidade nos insetos, nao so
pelo seu efeito farmacodindmico, mas também pela possibilidade de ativacdo em diversos
alvos , e efeitos farmacocinéticos [48], onde o proprio complexo pode contribuir para uma
melhor absorcdo, consequentemente maior biodisponibilidade dos compostos ativos,
resultando na competicdo das vias metabodlicas pelos constituintes do OE, entre muitas
outras variagdes, que podem ocorrer neste processo [49].

Tem sido sugerido que a mobilidade reduzida de D. melanogaster, observada pelo
menor numero de moscas atingindo o topo da coluna, é resultado da inibicdo efetiva da
acetilcolinesterase (AChE) [50, 51]. Assim, podemos inferir que a capacidade do OE em
induzir relaxamento no musculo liso pode ser explicada por um aumento da concentracdo
de acetilcolina no endotélio vascular. A acetilcolina no endotélio atua através de receptores
muscarinicos acoplados as proteinas G, que ao contrario de estimular o influxo de célcio
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para uma efetiva contracdo, induz a ativacdo do Oxido nitrico sintase promovendo a
producdo de oxido nitrico e relaxamento [52-55]. No entanto, é digno de nota que outras
vias que causam alteragdes na mobilidade das moscas podem estar envolvidas, incluindo a
via dopaminérgica, uma vez que diminuicdes na dopamina alteram significativamente a
mobilidade do inseto [56].

O o-terpineno foi um dos principais compostos identificados no éleo essencial de D.
ambrosioides, também conhecido como Chenopodium ambrosioides, que apresentou
atividade acaricida [46]. Além disso, o o-terpineno apresentou atividade inibitéria da
acetilcolinesterase [57], corroborando com os achados deste estudo, visto que o a-terpineno
é o principal monoterpeno presente no EODa.

O maior dano a capacidade locomotora foi registrado ao comparar o EODa ao seu
constituinte principal isolado, fato que consolida a observacao de que os efeitos toxicos sdo
mais potentes quando uma mistura complexa é testada em vez de um Unico constituinte.

Vaérios estudos relatam que a diminuicdo da atividade da acetilcolinesterase esta
fortemente associada a diminuicdo da mobilidade [58-60] ou deficiéncia locomotora
permanente [61]. A comparacdo entre moscas vivas e moscas moveis mostra uma
correlacdo negativa direta, tanto em termos da concentracdo de EODa quanto do tempo de
exposicdo, o que sugere que a deficiéncia locomotora precede os efeitos toxicos gerais, que
podem levar a morte do inseto, onde este resultado pode ser explicado pela acdo dos
constituintes do 6leo essencial em diferentes enzimas e genes alvo [50, 62].

4. Materiais e Métodos

4.1. Coleta e Identificacdo de Plantas

O material botanico Dysphania ambrosioides (L.), Mosyakin e Clemants foi coletado
no Jardim Botanico do Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais (Horto Botanico do
Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais - LPPN), da Universidade Regional do
Cariri. Cariri — URCA, Crato, Brasil) (coordenadas: latitude 07 14’ 19,2 " S. e 39 e
longitude 24'52,8 " W.). A espécie foi identificada pela Profa. Dra. Maria Arlene Pessoa da
Silva como pertencente a Dysphania ambrosioides (L.), Mosyakin e Clemants, espécies, da
familia Chenopodiaceae. Uma exsicata foi depositada no Herbario Caririense Déardano de
Andrade-Lima (Herbéario Caririense Dardano de Andrade-Lima, Crato, Brasil), da
Universidade Regional do Cariri (Universidade Regional do Cariri - URCA, Crato, Brasil),
sob o voucher n° 12.208.

4.2. Extracao de 6leo essencial

As folhas das plantas foram coletadas e cortadas em pedacos de aproximadamente 1
cm?. Posteriormente, o material vegetal foi imerso em agua destilada e submetido &
extracdo por hidrodestilacdo em aparelho do tipo Clevenger para obtencdo do dleo
essencial. As extracGes foram realizadas em triplicata e tratadas com sulfato de sodio
anidro. O ¢dleo foi entdo filtrado através de algodéo e transferido com uma pipeta Pasteur
para um vidro ambar e armazenado a -20 °C. Os procedimentos de extracéo e analise foram
realizados no Laboratorio de Pesquisa de Produtos Naturais (LPPN) da Universidade
Regional do Cariri (Universidade Regional do Cariri - URCA, Crato, Brasil).

4.3. Analise Fitoquimica

O dleo essencial foi submetido a cromatografia gasosa com coluna HP-5 apolar
(Agilent J&W, Santa Clara, CA, EUA, 60 m x 0,25 mm de diametro interno; espessura do
filme 0,25 pum) e acoplado a um espectrometro de massa com um Agilent Analisador
quadrupolo série 5975C (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA). As condicdes de
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andlise foram as seguintes: gas carreador hélio com fluxo constante de 1 mL por min e para
injecdo da amostra temperatura inicial de 40 °C (mantida por 2 min), rampa de
aquecimento de 4 °C / min e temperatura final de 230 °C, que foi mantido durante 5 min.
Os compostos eluidos da coluna cromatografica foram ionizados por impacto eletrénico a
70 eV. A fonte de ionizacdo foi mantida a 230 °C e o quadrupolo a 150 °C. Os compostos
foram identificados por meio da analise dos espectros de massa de cada pico
cromatografico, comparar com padrdes auténticos e calcular indices de retencdo. Os valores
calculados foram comparados com as taxas de retencé@o publicadas na literatura [23].

A mesma solugdo foi quantificada por inje¢do em triplicado de 1 uL. no modo splitless
desta solucdo em cromatografo gasoso (Thermo trace GC ultra) equipado com coluna
apolar VB-5 (60 m x 0,25 mm de diametro interno; espessura do filme 0,25 um). As
amostras foram analisadas nas seguintes condicGes: temperatura inicial de 40 °C (mantida
por 2 min), rampa de aquecimento de 4 °C / min e temperatura final de 230 °C, que foi
mantida por 5 min. O gas de arraste utilizado foi o nitrogénio, a um fluxo constante de 1
mL por minuto e a temperatura do injetor foi mantida em 250 °C. Os compostos eluidos da
coluna cromatografica foram detectados usando queimadores de chama (FID) a 250 °C.

4.,4. Ensaios ex Vivo e Testes Farmacologicos

De acordo com a Resolucdo Normativa Concea n° 30, de 2 de fevereiro de 2016,
cadaveres e suas partes, oriundos das atividades de abatedouro, acougue ou produtor rural
para consumo, estdo dispensados de passar pela Comissdo de Uso e Experimentagdo
Animal (Comisséo de uso e Experimentacdo Animal - CEUA).

As artérias coronarias de suinos adultos (Sus scrofa domesticus) foram obtidas em
abatedouro local (Frigorifico Industrial do Carir - Leandro Bezerra localizado na Av. Paulo
Maia n° 2000, distrito de Sdo José, Juazeiro do Norte - Ceara, Brasil).

Durante o transporte para o laboratério, as coronérias foram colocadas em uma
solucdo nutritiva Tyrode (TM ou Tyrode) modificada a 4 °C com a seguinte composicao
em mM: (136,0 NaCl; 5,0 KCI; 0,98 MgCl,; 0,36 NaH,POg4; 11,9 NaHCOg3; 2,0 CaCl,e 5,5
glicoses). O pH foi ajustado para 7,4 com HCI 1 M e / ou NaOH 1 M. As coronarias foram
dissecadas e seccionadas em anéis medindo entre 4 e 5 mm de comprimento. Os anéis
coronarios foram mantidos em banho de 6rgaos isolado com capacidade de 10 mL para a
solucdo nutritiva Tyrode, mantidos sob aeracdo continua por borbulhamento de ar e
temperatura de 37 °C. As medidas da atividade contratil dos tecidos foram registradas por
meio de uma haste conectada a um transdutor de forca (TRI, modelo 210, Panlab,
Espanha), acoplado a um amplificador diferencial (DATAQ, modelo PM-1000, Akron, OH,
EUA), com entrada para uma placa conversora digital analdégica (DATAQ DI-200)
instalada em um computador, cujos dados coletados foram convertidos em tragcos e
armazenados em arquivos por meio do software WINDAQ (DATAQ Instruments, Inc.
Akron, OH, USA). Os anéis coronarios isolados foram submetidos a uma tensdo de 1 gf
(forca grama) e aclimatados por um periodo de 1 h. Todos os protocolos foram iniciados
com duas contragOes subsequentes reproduzidas pela adicdo de KCI 60 mM (K60) aos
anéis coronarios estudados, de forma hipertonica, onde apds atingir valores estaveis, um
platd, a resposta méaxima obtida foi considerada a contragdo maxima do anel. Apenas
experimentos com contracdes reproduziveis foram considerados viaveis para a série
experimental.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, acompanhados de seu controle,
o qual foi submetido as mesmas condigdes e aos mesmos protocolos experimentais. As
preparagdes do controle receberam apenas o veiculo, Tween, diluido em solucéo de Tyrode,
nas mesmas proporgoes utilizadas nas preparag0es experimentais.

4.5. Teste de toxicidade com o modelo alternativo de Drosophila melanogaster
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4.5.1. Estoque e cultura de drosofila

As moscas D. melanogaster (estirpe Harwich) foram obtidas no National Species
Stock Centre, Bowling Green, OH. As moscas foram criadas em garrafas de vidro de 330
mL (15 cm de altura e 6,5 cm de diametro), cultivadas com um meio contendo: (83% de
massa de milho, 4% de acUcar, 4% de leite liofilizado, 4% de farelo de soja, 4% de trigo
farelo e 1% de sal), 1 g de Nipagin (Metilparabeno) e 1 mL de uma solugdo contendo
Saccharomyces cerevisiae. As moscas foram mantidas em temperatura de 25 °C com
umidade relativa de 60% [23]. Todos os experimentos foram realizados com a mesma cepa.

4.5.2. Ensaios de D. melanogaster e exposic¢do a 6leo essencial

A exposicdo das moscas ao 6leo essencial foi realizada por meio do protocolo de
fumigagéo descrito: 20 moscas adultas (machos e fémeas) foram colocadas em frascos de
130 cm®, contendo um papel filtro embebido em sacarose 20% em é&gua destilada no
fundo. Um papel de filtro (1 cm?) foi fixada na parte interna da tampa do frasco para
aplicacao de diferentes doses do 6leo essencial. Ao fazer isso, as moscas se alimentam da
solucdo de sacarose no fundo dos frascos, enquanto o dleo essencial é volatilizado no topo e
atinge o sistema respiratorio da mosca. Os frascos receberam 0s seguintes tratamentos:
sacarose 1% (controle) e 1, 2 ou 4 pg/mL do dleo essencial ou constituinte testado. As
leituras de sobrevivéncia das moscas foram feitas a cada hora até a oitava hora. Os
resultados sdo apresentados como o nimero de moscas vivas (média + DP) obtido a partir
de seis experiéncias independentes.

4.5.3. Ensaio Locomotor

A capacidade locomotora foi avaliada seguindo o comportamento negativo da
geotaxia, conforme descrito por Boutkhil et al. [24], com algumas modificacdes. Vinte
moscas adultas (1-4 dias de idade, machos e fémeas) foram expostas ao Gleo essencial
conforme descrito na secdo anterior. Resumidamente, ap0s a contagem horaria da
mortalidade das moscas, um teste de geotaxia negativo foi realizado simultaneamente com
as moscas sobreviventes, onde este consistiu na contagem do nimero de moscas que
ultrapassaram 5 cm na coluna de vidro do préprio experimento, durante um intervalo de 5
segundos. Os testes foram repetidos cinco vezes com intervalos de 1 minuto. Os resultados
sdo apresentados como 0 numero de moscas que atingiu 0 maximo + DP obtido em trés
experimentos independentes.

4,6. Andlise Estatistica

Os dados séo expressos como a media + SEM Para analise estatistica e producédo de
gréafico, o software Sigma Plot 11.0 foi usado para 0s ensaios ex vivo usando uma ANOVA
de uma via seguida por Holm-Sidak e o software GraphPad Prism 7.0 para os outros testes.
Os resultados considerados estatisticamente significativos obtiveram uma probabilidade de
hipotese nula inferior a 5% (p<0,05). Testes e analise de variancia (ANOVA de duas vias),
seguido por de Tukey foram usadas. Para o calculo dos valores de ECs,, foram realizadas
interpolacdo logaritmica e regressao sigmoidal, sendo a concentracdo capaz de produzir
50% do efeito maximo considerado como o0 ECsg, com os calculos sendo realizados para
cada experimento.

5. Conclusdes

A metodologia de contratilidade muscular ex vivo da artéria coronaria de Sus scrofa
domesticus demonstrou a atividade relaxante do EODa e de seu principal composto nas
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contragfes do musculo liso induzidas por potassio e serotonina. A composi¢do do EODa
revelou a presenca de terpenos oxigenados, capazes de promover efeitos toxicos em insetos
a partir de baixa concentracdo, além de induzir a um comprometimento precoce da
mobilidade das moscas, o que dificulta a dispersdo desses insetos. O exposto torna 0 EODa
um produto potencial para a realizacdo de estudos necessarios sobre a seguranca desses
compostos para 0 homem, tanto por sua acdo miorrelaxante no sistema vascular, quanto por
sua toxicidade para o cultivo de lavouras, com possibilidade de desenvolver formulagfes
com maior eficacia e seguranca e beneficios de custo atraentes.
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4. CAPITULO IlI- ALFA-TERPINENO COMO AGENTE ANTIBACTERIANO,
POTENCIALIZADOR DE EFICACIA DE ANTIBIOTICOS E LETALIDADE
SOBRE DIPTEROS.

Neste capitulo temos um manuscrito que descreve a agdo do a-terpineno sobre
bombas de efluxo expressas por Staphylococcus aureus e a toxicidade contra Drosophila
melanogaster. Esta submetido a Microbial Pathogenesis.
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Resumo
O a-Terpineno é um monoterpeno derivado do metabolismo secundario de vegetais,
sendo conhecido por suas propriedades antibacterianas, antifingicas, anti-inflamatorias,
antioxidantes e anticancer. O objetivo deste trabalho foi verificar a atividade antibacteriana
do o-Terpineno contra cepas de Staphylococcus aureus, bem como, a capacidade de
modificar a Concentracdo inibitéria minima (MIC) de antibi6ticos e do Brometo de Etidio
(EtBr) e na inibicdo de bombas de efluxo, além da toxicidade contra Drosophila
melanogaster. Com a realizagdo de testes de microdilui¢ao foi determinado o CIM > 1024
pg/mL para o a-Terpineno e observada a incapacidade de inibir as bombas de efluxo
envolvidas nos ensaios. Entretanto, o o-Terpineno foi capaz de reduzir a CIM dos
antibidticos norfloxacino, ciprofloxacino e oxacilina frente as cepas 1199B, K2068 e
K4100, respectivamente. Os ensaios de fumigacdo foram eficazes para demonstrar a
letalidade com concentragdo letal média (CLso) de 22,8 pg/L de ar e o dano causado ao
aparelno locomotor. Assim o o-Terpineno, um produto natural, inspira maiores
aprofundamentos para utilizacdo dele em associacdo com norfloxacina, ciprofloxacino e

oxacilina e efeito toxico contra Drosophila melanogaster.
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1 Introducédo

Os metabolitos secundarios dos vegetais tém sido cada vez mais estudados na tentativa
de descobrir substancias com atividades bioldgicas relevantes e com menor poder toxico ou
de contaminacdo ambiental. Assim os produtos naturais estdo novamente na vanguarda da
busca por compostos que possuam aplicabilidade no bem-estar do homem, seja no campo
medicinal ou agricola, ou permitindo um uso mais seguro tanto toxicamente como
ambientalmente. Estes compostos podem estar presentes em extratos e/ou leos essenciais
das mais diversas partes dos vegetais, desde raizes até os frutos. Além disso, eles podem ser
isolados a partir dessas drogas vegetais, podendo ser utilizados como drogas isoladas e com
estrutura quimica definida, que por definicao seria um farmaco [1-4].

Além da seguranca toxicoldgica e ambiental dos compostos naturais utilizados para
promocdo do bem-estar do homem, outra preocupacdo que deve nortear as pesquisas para
utilizacdo desses constituintes é o desenvolvimento da resisténcia, a qual advém
principalmente do uso prolongado e indiscriminado de substancias, com objetivo de
eliminar ou controlar a proliferacdo de organismos especificos, seja uma bactéria ou um
inseto. Assim, atualmente diversos compostos que outrora eram eficientes no combate a
esses organismos, ja perderam parcial ou totalmente sua eficacia. Dentre as estratégias para
enfrentamento dessa resisténcia podemos citar: desenvolvimento de novos produtos,
incluindo principalmente os de origem natural e a associagdo com produtos que perderam
sua eficécia [5-7].

A resisténcia bacteriana tem sido um dos maiores desafios para o desenvolvimento de
novos antibidticos [8]. Diante disso, a bactéria Staphylococcus aureus é de grande
importancia clinica, visto que apresenta resisténcia a maioria dos antibi6ticos disponiveis
atualmente. Esta resisténcia pode ser resultado de varios mecanismos, porém, as bombas de
efluxo ocupam um lugar de destaque entre esses mecanismos, uma Vvez gque conseguem
extrudar o antibiético para fora da célula bacteriana [9,10].

O modelo experimental Drosophila melanogaster, tem sido bastante utilizado para
determinar atividade inseticida de produtos naturais, visto que apresenta facil manejo e
baixo custo, podendo ser facilmente utilizado na determinagdo da concentracdo letal e
danos no aparelho locomotor da mosca, sendo assim possivel indicar um potencial efeito
toxico ou repelente sobre esse diptero [11]. Além disso, essa espécie possui muitos genes
ortdlogos a genes humanos relacionados a homeostase, sendo assim uma ferramenta
importante para estudos de toxicidade e com capacidade de esclarecer algumas questdes
néo respondidas sobre algumas doencas [12].
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A busca por compostos com baixa toxicidade em mamiferos, biodegradaveis,
multifuncionais e ambientalmente seguros, tém colocado em evidéncias 0s produtos
naturais, como 6leos essenciais e seus principais constituintes, os terpenos. Os terpenos sdo
efetivos no combate a um grande nimero de insetos, entretanto, 0os mecanismos de acdo
ainda nao estdo bem descritos [11,13,14].

O a-terpineno (1-isopropyl-4-methyl-1,3-cyclohexadiene) € um monoterpeno derivado
do metabolismo secundario dos vegetais, presente por exemplo, no 6leo essencial de
Dysphania ambrosioides. Este composto torna-se atrativo por apresentar diversas
atividades como: antibacteriana, antifingica, anti-inflamatdria, antioxidante e anticancer,
além de ser utilizado como fragrancia na inddstria cosmética e alimenticia, devido ao seu
odor [15-19].

Os terpenos de modo geral tém demonstrado atividades antibacterianas e efeito toxico
contra insetos [20]. Estudos demonstraram potencial toxico contra Musca domestica de
terpenos como: linalool, citronellal, (R)-a-pinene, 1,8-cineole, y-terpinene, limonene, o-
terpinene, (S)-B-pinene, thymol and (R)-pulegone [21]. A atividade antibacteriana também
foi observada para os terpenos, seja de forma isolada ou em associagdo com antibi6ticos
[22-24].

Portanto, este trabalho propds verificar o potencial do a-terpineno como agente
antibacteriano, bem como, sua capacidade de modificar a Concentragéo inibitéria minima
(MIC) de antibidticos e do Brometo de Etidio (EtBr) e na inibicdo do mecanismo de
bombas de efluxo em cepas de S. aureus e seu potencial de toxicidade contra Drosophila
melanogaster a partir de testes de fumigacdo para medir letalidade e danos ao aparelho
locomotor.

2 Materiais e Métodos
2.1 Testes microbioldgicos
2.1.1 Drogas utilizadas

O a-Terpineno e 0 CCCP foram adquiridos da SIGMA Chemical Co., St. Louis, USA, ja
a clorpromazina (CPMZ) foi adquirida da Ache. Tanto CPMZ quanto o brometo de etidio
foram diluidos em &gua estéril, sendo o CCCP diluido em uma solucdo agua/metanol (3:1
v/v). Todos o0s antibioticos e o a-Terpineno foram diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO) e
agua estéril. Todas estas solugdes tiveram a concentracdo padronizada para 1024 ug/mL e a
proporcao de DMSO foi menor que 5%.
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2.1.2 Microrganismos

Foram usadas sete cepas de S. aureus: 1199 (selvagem), 1199B (bomba NorA), 1S-58
(bomba TetK), K2068 (bomba MepA), K4100 (bomba QacC), K4414 (bomba QacA/B) e
RN4220 (bomba MsrA). Todas cedidas por Prof. S. Gibbons (University of London) e Prof.
Glenn Kaatz (Wayne State University).
2.1.3 Atividade antibacteriana pela Concentracao Inibitéria Minima (CI1M)

Para estes testes, 0 método utilizado foi o descrito por Javadpour et al [25] usando
apenas o o-terpineno para determinagéo do CIM.
2.1.4 Teste de inibicdo de bomba de efluxo por modificacdo da CIM do antibidtico e do

brometo de etidio

Foi utilizada a concentragdo sub-inibitoria do a-terpineno (CIM/8) em associagcdo com
diluicbes seriadas (1:1) do antibidtico ou do brometo de etidio, que gerou concentragdes de
512 a 0,25 pg/mL, distribuidos nos pogos das placas de microdilui¢cdo. Apds 24 horas de
incubagdo a 37°C o crescimento bacteriano pode ser verificado utilizando resazurina (7-
hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido) em uma concentragdo de 400 pg/mL. O
crescimento bacteriano promove a oxidagdo da resazurina provocando a mudanca de
coloracdo de azul para rosa [26]. Portanto, a CIM foi definida como a menor concentracédo
capaz de inibir o crescimento bacteriano [27]. Sendo possivel entdo realizamos a
comparacgéo entre os controles e substancias teste.
2.2 Drosophilas melanogaster
2.2.1 Cultura e estoque de Drosophila

A manutencdo das moscas D. melanogaster (Harwich cepa) foi feita de acordo como
descrito por Lacerda Net et. al [16] e sdo oriundas do National Species Stock Center,
Bowling Green, OH - USA.
2.2.2 Teste de mortalidade

Os testes foram realizados de acordo como o método descrito por Da Cunha [28], com
modificacbes. Para tanto, 20 moscas adulta (macho e fémea) foram colocadas em um
recipiente de 130 cm® , contendo no seu interior um papel filtro preparado previamente com
1 mL de solucdo de sacarose a 20% (alimento) e na parte interna de sua tampa um outro
papel filtro com 1 cm? que foi impregnado como o-terpineno nas seguintes concentragoes:
0,75ug (5,77 pg/L de ar), 1 pg (7,7 pg/L de ar), 1,5 ng (11,54 pg/L de ar), 2 pg ( 15,4
Mg/L de ar), 3 pug (23,1 pg/L de ar), 3,25 pg (25 pg/L de ar), 3,5 pug (26,9 pug / L de ar),
3,75 ug (28,8 ug / L de ar), e 4 pyg (30,7 pg/L de ar). Porém no grupo controle foi
adicionado apenas o papel. Durante o teste foram mantidas a temperatura em 26 °C,
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humidade 60% e ciclos de claro e escuro de 12 horas. O teste foi realizado em triplicata e
cada n era composto por dois recipientes. As leituras para verificar a mortalidade foram
realizadas apds a aplicagdo do a-terpineno nos terpenos: 1, 2, 3, 6, 12, 24 e 48 horas.
2.2.3 Teste de geotaxia negativa

Através do teste de geotaxia negativa, descrito por Coulom e Birman [29], foi possivel
verificar o dano na mobilidade das moscas. Cada grupo de moscas foi exposto ao a-
terpineno e a leitura realizada nos tempos de 1, 2, 3, 6, 12, 24 e 48 horas. Com eleve
choque fisicos as moscas sdo levadas ao fundo do recipiente e em seguida foram
contabilizadas quantas conseguem superar uma marca de 5 cm de deslocamento vertical em
até 5 segundos. O teste é repedido duas vezes em um intervalo de 1 minuto. Os resultados
foram apresentados média (+) desvio padrdo das contagens obtidas em dois experimentos
independentes [29].

2.3 Analise estatistica
2.3.1 Analise estatistica dos resultados de microbiologia

Os testes foram feitos em triplicata e expressos em média geométrica. Foi utilizada
ANOVA one-way, com post hoc de Tukey ou Bonferroni.
2.3.2 Anélise estatistica dos resultados dos testes de toxicidade

A anélise da toxicidade foi realizada usando ANOVA tow-way com teste de multipla
comparacgéo por Tukey.
3 Resultados
3.1 Testes microbioldgicos
3.1.1 Atividade antibacteriana pela Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)

Os ensaios para determinagdo da CIM do a-Terpineno evidenciaram um valor de CIM >
1024 pg/mL frente a todas as cepas utilizadas nos ensaios. As CIMs de cada antibidtico
frente as cepas especificas estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1: CIM dos antibidticos e do a-Terpineno

CEPA BOMBA CIM DOS CIM DO ALFA-
ANTIBIOTICOS TERPINENO
1199 NorA Norfloxacino 288 pg/mL > 1024 pg/mL
1999B NorA Norfloxacino 256 pg/mL > 1024 pg/mL
IS-58 TetK Tetraciclina 128 pg/mL > 1024 pg/mL
RN MepA Eritromicina > 1024 > 1024 pg/mL
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4220 ug/mL

K 2068 QacC Ciprofloxacina 64 ng/mL > 1024 pg/mL
K 4414 QacA/B Penicilina 262 pg/mL > 1024 pg/mL
K 4100 MsrA Oxacilina 161 pg/mL > 1024 pg/mL

3.1.2 Teste de inibicdo de bomba de efluxo por modificacdo da CIM do antibidtico e do
brometo de etidio

A comparagéo entre as médias geométricas da CIM dos antibidticos isolados e a CIM do
antibidtico associado ao a-Terpineno, bem como, a comparacdo entre a CIM do EtBr
isolado e a CIM do EtBr em associa¢do com a-Terpineno, sdo testes capazes de revelar se
existem diferencas na concentracgdo efetiva do antibidtico quando associado a MIC/8 do a-
Terpineno, indicando assim se essa associagdo altera a eficacia do antibidtico e se o a-
Terpineno atua sobre as bombas de efluxo estudadas.

Nos ensaios com a cepa 1199, a qual é considerada selvagem por apresentar o
mecanismo de bomba de efluxo (NorA) de forma basal, foram observadas reducdes na
concentragcdo da CIM de 287 pg/mL para 228 pg/mL e de 80 pg/mL para 64 pg/mL, para
antibidtico e BrEt, respectivamente. Ja os ensaios de associagdo entre o-Terpineno e o
Norfloxacino sobre a cepa 1199B foram responsaveis por reduzir o CIM do antibidtico de
80 pg/mL para 64 pg/mL. Esta cepa expressa a bomba NorA que confere resisténcia as
fluoroquinolonas, o que justifica uso do Norfloxacino neste ensaio (Figure 1A). Nossos
resultados também demonstraram uma redugdo de 64 pg/mL para 40 pg/mL na CIM do
antibiotico Ciprofloxacino, decorrente de sua associagdo com o a-Terpineno sobre a cepa
K2068, portadora da bomba de efluxo MepA, a qual expressa efeito sobre fluoroquinolonas
como o Ciprofloxacino (Figure 1B). J& para a cepa K4100 que expressa a bomba QacC,
sendo responsavel pela extrusdo de Oxacilina, foi observada uma reducdo da CIM do
antibidtico decorrente de sua associagdo com o a-Terpineno, em contraste com o CIM do

antibidtico sozinho, com uma redugdo de 161 ug/mL para 50,79 ug/mL (Figure 1C).

Figura 1: CIM dos antibidticos e brometo de etidio, isolados ou associados ao alfa-terpineno.
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Nos demais ensaios com as cepas 1199B, 1S-58, RN4220, K2068, K4414 e K4100, ndo
foram observadas redugdes na CIM do EtBr em associagdo com a-Terpineno em
comparacdo a CIM do EtBr sozinho, razdo pela qual ndo inserirmos os gréaficos referentes a
estes dados.

3.1.3 Teste de Mortalidade

Através do ensaio de mortalidade foi demonstrado o efeito do a-Terpineno sobre a
mortalidade de D. melanogaster, nas concentragdes de 5,77 pg/L; 7,7 pg/L; 11,54 ug/L;
15,4 pg/L; 23,1 pg/L; 25 pg/L; 26,9 po/L; 28,8 pg/L e 30,7 pg/L de ar (Figura 2). Os
resultados obtidos evidenciaram significancia estatistica nas concentragdes maiores que
23,1 ug/L de ar em relacéo ao controle a partir de 2 horas de exposicao ao composto, tendo
esse efeito permanecido até o final do ensaio. Também foi possivel verificar que a taxa de
mortalidade atingiu os 100% a partir da leitura de 48 horas na concentragéo de 30,7 pug/L de
ar, obtendo um valor de CLs de 22,8 pg/L.

Figura 2: Ensaios de mortalidade com o modelo Drosophila melanogaster frente ao

composto a-Terpineno
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3.1.4 Teste de geotaxia negativa

Nossos resultados indicam que as concentragdes 15,4 pg/L de ar foram capazes de causar
danos ao aparelho locomotor de D. melanogaster, a partir da 1h de exposi¢do ao composto
em relacdo ao controle, resultado que foi mantido até a ultima leitura. As concentracGes de
23,1, 25 e 26,9 ug/L de ar apresentaram acentuada reducdo do nimero de moscas capazes
de alcangar o topo da coluna do frasco apds 12 h de exposicdo ao a-Terpineno. Ja as
concentragdes de 28,8 e 30,7 pg/L de ar demonstraram padrdes similares em relagdo a

geotaxia das moscas, havendo redu¢do no numero de moscas no topo do frasco a partir de
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12 h de exposicdo. E interessante notar que entre 6 e 12 horas ocorreu uma recuperagao no
numero de moscas que chegaram ao topo (Figure 3).
Figura 3: Ensaios de geotaxia negativa com o modelo Drosophila melanogaster frente ao

a-terpineno.
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4 Discussao

O o-terpineno é um terpeno monociclico derivado de isomerizagdo cis-trans do p-
mentano, sendo considerado um mentadieno presente em vérias espécies vegetais (Citrus,
Mentha, Juniperus e Pinus) e estando associado ao combate contra cupins. Além disso,
comercialmente é bastante utilizado como fragrancia pela industria farmacéutica e de
perfumes [17,22,30].

Suas atividades bioldgicas tém sido descritas tanto como constituinte isolado, como
também como parte da constituicdo de 6leos essenciais. Os 6leos essenciais que possuem
na sua composi¢do o a-terpineno estdo presentes em Chenopodium ambrosioides [31,32],
Pulicaria salviifolial [33], Dysphania multifida [33], Magnolia kwangsiensis [34]. De
forma isolada ja foram relatadas atividades como: antibacteriana, antifingica, anti-
inflamatodria, anticancer e antioxidante [17,35,36].

A resisténcia bacteriana aos antibioticos € um fato cada vez mais preocupante. Essa
resisténcia resulta de uma intensa interacdo entre as bactérias como troca de informacGes
genéticas e da pressdo exercida pela exposicdo destas bactérias a substancias bactericidas.
Os principais mecanismos envolvidos no desenvolvimento da resisténcia sdo: degradacéo

do antibidtico (1), modificacdo do alvo do antibiotico (1), alteracdo da permeabilidade (I11),
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protecdo ribossomal (1V), producédo de biofilme (V) e acdo de bombas de efluxo (VI) [37].
Dentre estes mecanismos a acdo das bombas de efluxo, que provocam a reducdo dos niveis
de antibidticos no interior das bactérias, é considerado um dos principais tipos de
mecanismo de resisténcia.

Os ensaios de microdiluicdo fornecem resultados quantitativos das substancias contra as
bactérias, como por exemplo, a concentracédo inibitéria minima (MIC), que € definida como
a menor concentracdo que inibe o crescimento bacteriano [38,39]. O a-Terpineno, apesar de
ser um terpeno que pode interferir na captura de oxigénio e na fosforilacdo oxidativa [22],
apresentou MIC > 1024 pg/mL frente a todas as cepas testadas, corroborando com os
resultados obtidos por de Morais Oliveira-Tintino et. al [32] e Limaverde et. al [31]. A
extrapolacdo para uso clinico mostra que o valor da CIM precisa ser 4-5 vezes maior para
garantir a eficacia da substancia, e valores de CIM > 1024 pg/mL resultam em
concentracdes altas que praticamente inviabilizam avaliacbes de critérios como, dose,
organismo alvo e sua resisténcia, mecanismos, indicacdes clinicas, propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas, toxicidade e resultado clinico desejado. Todos esses
critérios sdo necessarios para determinar a CIM do ponto de corte clinico (clinical
breakpoint), que é definido como sendo a maior concentracdo plasmatica segura da
substancia no paciente e se microrganismo é susceptivel ou resistente. Esses valores sao
publicados e definidos principalmente por: EUCAST (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing) and CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) [40-43].

Os mecanismos utilizados pelas bactérias, citados anteriormente, podem ser revertidos
utilizando como estratégia a associacdo de substdncias diversas com antibidticos que
apresentam eficécia reduzida com o objetivo de observar a modulacdo desses por essas
substancias e que sejam capazes de recuperar essa eficacia, como por exemplo a associa¢do
entre amoxicilina e &cido clavulénico [44]. Os resultados indicaram que a concentracéo
sub-inibitéria do a-Terpineno em associagdo com Norfloxacino, Ciprofloxacino e
Oxacilina, foram capazes de modular os antibioticos frente as cepas 1199B, K2098 e
K4100, respectivamente. Em contraste com 0s nossos resultados, em um relatério anterior
de Morais Oliveira-Tintino e colaboradores [32], ndo foi demonstrada modulacdo do
Norfloxacino na cepa 1199B. Essa modulacgdo pode ter alterado a resisténcia as quinolonas
interferindo na acdo de bombas de efluxo, alteracdo do sitio de acdo do antibiotico e
alteracdo na permeabilidade [45,46]. Essa mesma justificativa pode ser usada para explicar
a modulagdo do Ciprofloxacino pelo a-Terpineno frente a cepas K2068. Os resultados da
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modulacdo do antibiotico obtidos para a cepa K4100 que apresenta resisténcia a Oxacilina
resultante da producao de B-lactamases e acdo da bomba de efluxo QacC, podem estar
associados a capacidade de monoterpenos, como o a-Terpineno, de interferir na
permeabilidade da membrana plasmaética, nas atividades de coagulase, na producdo de
enterotoxinas e na halotolerancia [47,48].

As bombas de efluxo ocupam lugar de destaque entre os varios mecanismos de
resisténcia a antibidticos, sendo responsaveis por reduzir a disponibilidade intracelular de
antibidticos, diminuindo assim sua eficcia. S. aureus é uma bactéria Gram-positiva com
varias cepas com bombas de efluxo de diferentes familias [49]. Neste estudo foram
utilizadas 7 cepas de S. aureus portadoras de diferentes mecanismos de efluxo ativo
especificos. Os inibidores de bombas de efluxo, como CCCP e clorpomazina, juntamente
como BrEt sdo uma forma interessante de demonstra a presenca e a inibi¢cdo das bombas de
efluxo. O inibidores de bomba de efluxo podem interferir no funcionamento da bomba de
cinco formas: (1) impedindo o fluxo energético na bomba, um exemplo é o CCCP; (2)
diminuindo a expressdo das bombas, exemplo clorpromazina, (3) impedindo a montagem
de bombas multicomponentes, (4) bloqueando o canal externo da bomba e (5) gerando um
inibicdo competitiva ou ndo com o antibidtico, e uma outra estratégia que deve ser
considerada é a remodelagem quimica de antibidticos a ponto que ndo sejam mais
substratos das bombas [9,50].

Os resultados do presente estudo mostraram que a associagdo entre a MIC do EtBr com o
a-terpineno néo diferiu do controle do EtBr isolado, ndo havendo modificacdo na MIC do
EtBr para nenhuma das cepas estudadas, portanto o a-terpineno ndo atua por nem um dos
mecanismos citados anteriormente. Resultados de estudos anteriores também demonstraram
que ndo houve modulagdo do EtBr na bomba de efluxo NorA da cepa 1199B [32] e bombas
de efluxo TetK da cepa IS-58 pelo a-Terpineno [31]. Assim, ficando evidente a auséncia de
influéncia do a-Terpineno sobre as bombas de efluxo, e reforcando o entendimento que
essa modulacao apresentada no MIC dos antibioticos € resultado da uma possivel interacdo
com a membrana plasmatica causando sua desintegracdo e/ou a coagulacdo intracelular,
ambos mecanismos levam a morte celular [46].

Com relacdo aos ensaios de toxicidade, foi possivel determinar a LCsy 22,8 pg/L de ar,
apos 48 horas de exposi¢do ao composto. Um dado que informa a concentragcdo necessaria
para matar metade das moscas expostas ao a-Terpineno no teste de fumigacédo. O estudo de
Lacerda Neto e colaboradores [16] com o-Terpineno informa uma LCso de 2,282 mg/L,

porem as leituras foram limitadas a 8 horas. Estudando 40 monoterpenos, pelo método de
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fumigacdo, Zhang et al [11] determina a CLsp do a-Terpineno diluido em acetona e com
leitura em 24 horas sendo de 1,96 pL/L de ar e que monoterpenos hidrocarbonetos possuem
menor atividade inseticida que monoterpenos oxigenados.

AlteragcOes no sistema nervoso sdo 0s principais mecanismos para promocdo do efeito
letal de terpenos, sejam alteracbes em rotas sinalizadoras ou reguladoras, tais como:
interferéncia na acetilcolinesterase, em receptores nicotinicos, GABA, de ocitocina e
tiramina [11], além de interferir no funcionamento do sistema CytocromoP450, responsavel
pelo processo de desintoxicagdo [13]. Sabendo que o a-Terpineno inibe a agdo da
acetilcolinesterase fica evidente a acdo desse composto nessa rota interferindo no sistema
nervoso levando o inseto a morte [51]. E ainda é possivel a ativacdo simultanea de duas ou
mais rotas citadas, como demonstrado na agdo do carvacrol do pulegone que atuam em
receptores GABA e octopamine [52-55].

A inibicdo da acetilcolinesterase é um dos fatores responsaveis pela diminuicdo da
mobilidade da mosca ou pelo dano ao aparelho locomotor. Além disso, é possivel notar que
concentracdes maiores que 15,4 pg/L de ar alteram a média de moscas capazes de chegar
ao topo da coluna do frasco ja na primeira hora de registros quando comparados com o
controle, isso sugere investigacdes futuras para elucidar a participacdo enzimas capazes de
reduzir o estresse oxidativo como glutationa S-transferase (GST), catalase (CAT), e
Superédxido Dismutase (SOD) além de proteinas alvo envolvidas no estresse oxidativo [56],
além da participacdo de participacdo de atuacdo no sistema nervoso [11].

A interpolacdo dos resultados de mortalidade e dano ao aparelho locomotor nas
concentracdes de 7,7 pg/L (Figure 4A), 15,4 ug/L de ar (Figure 4B), 23,1 pg/L de ar
(Figure 4C) e 30,7 ug/L de ar (Figure 4B) possibilitou que pudéssemos verificar que na
concentracdo de 30,7 pg/L de ar a diminuicdo da mobilidade ocorre rapidamente e é em
seguida acompanhada pela mortalidade, sendo possivel observar que apos seis horas a
curva de mortalidade apresentava-se estavel enquanto a curva que indica a quantidade de
moscas com danos minimos ao aparelho locomotor apresentou crescimento. Estudos
demonstram que apds a acdo das enzimas Superdxido Dismutase e Glutationa S-
Transferase as células podem expressar a proteina Hsp70, uma Chaperona 70 (~kDa)
produzindo uma agdo tardia na protecdo contra o estresse oxidativo [57]. Sendo este mais
um ponto a ser esclarecido em novos estudos do a-Terpineno.

Figure 4 — Relagdo entre moscas vivas e alter¢des na mobilidade.
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5 Conclusdo
O a-Terpineno apresentou em associagdo com as quinolonas e oxacilina uma reducéo da

CIM das mesmas frente a cepas resistentes, demonstrando uma atividade sinérgica do

produto como esses antibioticos. Nao foi observada influéncia do a-Terpineno sobre as

bombas de efluxo das cepas de S. aureus testadas ndo sendo observada diminui¢édo da CIM

do Brometo de etideo. Entretanto, foi possivel verificar a toxicidade do a-Terpineno contra

D. melanogaster, mostrando claramente que ele apresenta elevada toxicidade neste modelo

eucarionte. Assim, esta toxicidade demonstrada contra insetos e modulacéo de antibidticos

quinoldnicos contra S. aureus inspira a investigacao de seu potencial modulador e perfil de

toxicidade contra um modelo eucarionte, como possibilidade de extrapolacdo para teste em

outros modelos, incluido mamiferos.
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5. CAPITULO V: CONSIDERACOES FINAIS

5.1 Discusséo geral

Os produtos naturais continuam sendo uma fonte importante na descoberta de
novos compostos como atividade bioldgica, e tendo participacdo essencial na descoberta de
novas drogas. Os 0leos essenciais e seus constituintes, alcoois, éteres ou 6xidos, aldeidos,
cetonas, esteres, aminas, amidas, fendis e terpenos, apresentam uma vasta gama de
atividades bioldgicas listadas.

Os Oleos essenciais sdo produtos naturais complexos formados por Varios
constituintes que podem variar diante das condicdes climaticas, de cultivo, de coleta e de
extracdo ja revelam uma grande complexidade para seu estudo. Outro ponto gque néo
devemos deixar de levado em consideracdo é o fato da acdo conjunta dos diversos
componentes de um produto natural complexo sobre os sistemas bioldgicos e vice-versa.
Assim, podemos observar respostas biologicas de intensidade distintas quando comparado
um oOleo essencial e seu constituinte majoritario isolado, pois quando isolado temos um
Unico composto para ser absorvido, transportado, metabolizado e excretado, ja quando se
utiliza um produto natural complexo (por exemplo, éleos essenciais ou extratos) existem ali
uma mistura de compostos que podem alterar qualquer uma das etapas farmacocinéticas
citadas anteriormente, fazendo que um componente tenha absorgdo maior ou menor, seja
mais rapida ou lentamente metabolizado ou excretado, alterando assim a biodisponibilidade
do composto e provavelmente alterando a intensidade da resposta.

A Drosophila melanogaster ndo é considerado apenas um modelo de para
controle de dipteros, mas sim um modelo para triagem do risco ambiental causado por
diversos produtos, e de triagem de pesquisa de medicamentos e mecanismos de acdo de
droga, apesar de potenciais diferencas farmacocinéticas e farmacodinamicas. A grande
similaridade genética, entre humanos e a mosca, permite a extrapolagéo de informac6es na
busca por medicamentos, porém nunca esquecendo limitagdes promovidas por diferencas
metabdlicas e farmacocinéticas. Os resultados mostraram toxicidade dos dois compostos
testados com diminuigdo da sobrevida e perda da capacidade locomotora. Os mecanismos
envolvidos nesses resultados talvez possam ser comprovados como a conclusao dos testes
de bioguimicos que informardo o nivel de estresse oxidativo e interferéncia na cadeia
respiratoria.

Os testes de relaxamento de contracdo da artéria coronaria evidenciaram a
capacidades dos compostos envolvidos dos testes de promover o relaxamento apés

contracdo tanto induzida por potassio (eletromecénico) quanto por serotonina (farmaco-



78

mecanico), sendo necessario estudos mais minuciosos capazes de esclarecer 0s mecanismos
envolvidos na promocao desse relaxamento.

Apesar do a-terpineno ter mostrado potencial tdxico contra a Drosophila
melanogaster ndo foi observado atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus nem
modulagdo em bombas de efluxo distintas. Entretanto, foi capaz de reduzir a CIM do
norfloxacino e ciprofloxacino frente as cepas 1199B, K2068 e K4410, respectivamente.
Porém néo foi observado a diminuicdo da CIM do brometo de etidio em nem uma das cepas

testadas o que mostra que o a-terpineno ndo interfere em nem uma das bombas testadas

5.2 Conclusoes gerais

Ao final da elaboracéo desse trabalho foi possivel verificar que do 6leo essencial
de Dysphania ambrosiodes e do o-terpineno foram tdéxicos contra Drosophila
melanogaster, sendo que o Oleo essencial foi mais eficaz com uma concentragdo
proporcional menor. A capacidade de reverter a contracdo de artéria coronaria de suinos,
tanto induzida eletromecénica quanto de forma farmaco-mecanica, pelo éleo essencial,
possibilitando o estudo de compostos com capacidade de relaxamento da contracdo de
vasos sanguineos e possivel controle de alteragdes vasculares. Os testes microbioldgicos
revelaram a que a associagdo entre a-terpineno componente de 6leo essencial de C.
ambrosioides, e antibiéticos diminuiram a CIM destas drogas.

Em resumo podemos concluir que produtos naturais continuam sendo
importantes pontos de partida para descoberta de compostos, complexos ou isolados,
naturais ou semi-sintéticos, com atividade biologica de interesse farmacoldgico ou

toxicoldgico.

5.3 Perspectivas de investigacOes futuras

Apds a realizacdo desse trabalho fica evidente a possibilidade de investigacfes
sobre atividade miorrelaxante vascular tendo como modelo artérias coronérias de suinos,
modelo que apresenta baixo custo de aquisicdo e manutencdo. Outra possibilidade é a
investigacdo de atividades farmacoldgicas utilizando a Drosophila melanogaster além da
busca de compostos seguros toxicologicamente e biodegradaveis com eficacia comprovada
no combate de pragas. Sendo vislumbrando a possibilidade de da utilizagdo da mosca como
modelo para atividades farmacologicas (antioxidante, antimutagénica, antigenotoxicidade,
neuroprotetiva, anti-apoptotica e outras) e entendimento de diversas doencas, além de
estudos in vivo e in silico com possibilidade de elucidagédo dos mecanismos envolvidos na

diminuicao da locomocéo e efeito toxico promovido pelas substancias objeto do estudo.
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achieved a prominent place in research. Methods: Therefore, due to successful results from studies
dl:v\elupad with these methods, the Fﬂ'mtsh.l.d}' aimed o evaluate the rn}'mlaxa.rll: effect of the
Dydphmir ambrosirdes essential oil (EODa) using a Sars sevofn domesticus coronary artery maodel, and
the toeicaty of both the .I'J’upfmmm' ambrosiordes essential oil and its major constituent, o-bernpineme,

gainst Drosophil henoguster in foxicity and negative g is assays. Results: The EODw relaxed
the smooth muscle of swine coronary arteries precontracted with K* and 5-HT in assays using
Sug serofs donesticus coronary arteries. The toxicity results presented LCsg values of 1.546 mg/mL and
2 2R2? mE,ui'm]_ for the EODa and o-terpinens, Iupecliwel}', thus shuwing'lhe BEODa and o-terpinens
Prmhed toxicity to thise diphemrus, with the ECYa bﬂ'ng maore toxic. Conclusions: Moreoser, the
results reveal the pl.lsxih'ilit}r of using the EOHDa in vascular disease studies since it pu'm'nnl‘ud the
relaxation of the Sus scrofa domesticus Ermml}'su'm-lrﬂl mmascle.

Keywords: essential odl; natural Fmduct, m}'ure]ual:ive activity; toodcity

1L Introduction

The use of animals in essential research has been constantly questioned in terms of the
principles of the 3R’s (replacement, reduction and refinernent}, thus creating the need for
reflection in the number of animals used in research (reduction}, the possibility of replacing
vertebrate animals with invertebrates, embryos, microorganisms, organs or isolated tissues,
in addition o guaranteeing the quality of experiments (refinement), where this principle
underscores training for the correct use of animal handling techniques, aseptic techniques in
surgical procedures, correct dose administrations and other recormmendations for carrying
out high quality experiments [1].
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The replacement of animals by in vitro and ex vivo methodologies efficiently promotes
one of the R's, avoiding the use of animals in assays, with the ability to clarify the toxic
potential or the effectiveness of a substance or product under analysis [2]. In the 1990s,
in vitro methodologies were practically unused to verify toxicity and efficacy, however,
in the early 2000s a great growth in the use of this methodology to assess genotoxicity,
pharmaceutical safety and pharmacokinetic assays was seen [3]. Another alternative
method that is worth noting is the replacement of vertebrate animals by invertebrate ones
in assays, which permit Parkinson’s disease, memory, endocrine, diabetes and toxicological
assays to be studied. Drosophila melanogaster is a frequently used invertebrate, where this
substitution is beneficial for a number of reasons such as cost reduction, short life cycle,
small size and simple fly anatomy, in addition to being able to observe a larger number
of animals per experiment [2]. Drosophila melanogaster is a model of great importance
as it generates information for fighting pests and disease vectors. The search for new
agents that are effective in the control of vectors, explore options that are economically
viable, with lower environmental pollution and lower toxicity to non-target organisms,
including humans [4].

In this context, the search for products with biological and /or pharmacological activity
has reignited the interest in natural products, especially those with a plant origin, among
which essential oils (EOs) occupy a prominent place. EOs are liquids at room temperature
and are usually complex compounds formed by various substances such as alcohols,
aldehydes, ketones, phenols, ethers, esters and terpenes at different proportions, with
the latter being predominantly mono and sesquiterpenes. EOs possess antioxidant, metal
chelation, free radical scavenging, pain-modulating, anticonvulsant, neuroprotective and
anti-inflammatory activities [5,6].

Dysphania ambrosioides (L.), Mosyakin and Clemants (Chenopodiaceae), also known
as Chenopodium ambrosioides, occurs frequently in subtropical and subtemperate regions
with a cosmopolitan characteristic, and is popularly used for the treatment of worms [7],
as a diuretic and in respiratory and inflammatory alterations. According to the world
health organization [8], D. ambrosioides is one of the most commonly used medicinal plants
in the world, this being due to its wide distribution and ethnomedical knowledge. The
D. ambrosioides EO has previously been reported in the literature with insecticidal activity
against bees and houseflies [9], as an antiviral, anthelmintic, antifungal antileishmanial
and antioxidant. The EO possesses components with known medicinal value such as:
ascaridol, isoascaridol, p-cymene, limonene and a-terpinene. Bioactive products isolated
from plants are used for the treatment of tuberculosis, rheumatism, uterine hemorrhaging
and respiratory diseases [ 10]. Studies have demonstrated a-terpinene as safe in embryo-
fetotoxicity tests in rats [11], however, other studies have revealed some toxic effects in
the oral use of this substance [12,13]. Therefore, among the concerns for the development
of new products with biological and/or pharmacological activity is the determination of
toxic doses and safety margins. Several studies demonstrate anatomical and physiological
similarities between the cardiovascular system of humans and pigs (Sus scrofa domesticus),
in particular the control of smooth muscle, with effects involving electromechanical and
pharmacomechanical mechanisms being reported [14-17]. The myorelaxant effect that
drugs and medications have on vascular smooth muscle is a fundamental tool in the con-
trol of conditions in which vasoconstriction or vascular obstruction are responsible for
damage to tissues, organs, systems or even the survival of the organism. Therefore, tests
with swine coronary arteries yield relevant information on the subject, as some studies
have already demonstrated the myorelaxant action of extracts, essential oils and their
components [18-24]. Thus, smooth muscle effects, particularly in coronary arteries, pro-
vide important information, which may generate enormous possibilities for other studies
involving the action and mechanisms of contraction of smooth muscle. This study aimed
to evaluate the myorelaxant activity of the Dysphania ambrosivides essential oil (EODa) in an
ex vivo Sus scrofa domesticus coronary model, as well as to verify the toxic concentrations
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of the EODa and its major constituent, a-terpinene, against the Drosophila melanogaster
alternative model.

2. Results
2.1. Phytochemical Analysis

The percentage of the identified compounds can be observed in the histogram resulting
from the analysis of the chromatographic and spectral data (Figure 1).
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Figure 1. Histogram profile of the Dyspluria ambrosioud, ial oil position.
2.2. Ex Vivo Smooth Muscle Contractility Assay
2.2.1. Effect of the nia ambrosioides Essential Oil on K*-Induced Contractions Using a

Sus scrofa domesticus Coronary Artery Model

Increasing and cumulative concentrations of the EODa (1, 3, 10, 30, 100, 300, 600
and 1000 ug/mL) were administered to evaluate its myorelaxant effect in contractions
promoted and sustained by K* in swine coronary artery smooth muscle (electromechanical
coupling). Increasing concentrations of the EODa promoted a concentration-dependent
relaxation, where its significant effects were observed from the 300 pg/mL concentration
(p < 0.001, one-way ANOVA followed by Holm-Sidak) (Figure 2).

120
i; 100 ¢
E
2w
5.2 ® Contred
-] © robs
=
s
E 40
s
Y3
i

0 \

1 L (L) 10
EODa (ug/ml)

Figure 2. Relaxant effect of the Dysphunin ambrossoid, tial il (EODa) on contractions maintaimed
by p ium in isolated swine c y arteries. Representative graph of the relaxant effect of the
EODa in contractions maintained by KCl (60 mM) in isolated swine coronary arteries. Values are
expressed as the mean £ SEM. n rep ts the number of experiments (p < 0.001, one-way ANOVA

followed by Holm-Sidak).
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2.2.2. Effect of the Dysphania ambrosioides Essential Oil on Contractions Induced by
Serotonin (5-HT) Using a Sus scrofa domesticus Coronary Artery Model

Increasing and cumulative concentrations of the EODa (1, 3, 10, 30, 100, 300, 600
and 1000 pg/mL) were administered to evaluate its myorelaxant effect on 5-TH-induced
contractions in swine smooth muscle coronary arteries (pharmacomechanical coupling).
Increasing concentrations of the EODa promoted a concentration~dependent relaxation that
was statistically significant from the 30 ug/mL concentration (p < 0.005, one-way ANOVA
followed by Holm-Sidak) (Figure 3).

120

Y Contraction of 5-HT (10 uM)

EODa (pg/mlL)
Figure 3. Relaxant effect of the EODa on contractions maintained by in in isolated swine
< v arteries. Rep tive graph of the relaxant effect of the EODa on contractions maintamed

by 5-TH in isolated swine coronary arteries. Values are expressed as the mean + SE M, o represents
the number of experiments (p < 0.005, one-way ANOVA followed by Holm-Sidak).

The EODa presented a myorelaxant activity in both the electromechanical and phar-
macomechanical pathways, however, with a greater efficiency in the pharmacomechanical
pathway where contractions were evoked by 5-HT.

2.3. D. melanogaster-Alternative Model
2.3.1. Toxicity Assay

The toxicity tests for the Dysphania ambrosivides essential oil and a-terpinene against
D. melanogaster were performed with three concentrations (1, 2 and 4 mg/mL) using the
fumigation method. This test uses flies as an alternative model to the use of mammals,
generating information for the determination of the toxicity profile of the essential oil and
the compound. The calculation for the average lethal concentration (LCxg) of the EODa was
determined as 1.806 mg/mL, by sigmoidal regression, whereas for a-terpinene an ECyy
of 2.282 was obtained. The aforementioned results were similar to those observed by [25],
where the EODa obtained an LCg of 1.96 mg/mlL, this being lower than the isolated
constituent (Table 1). The same methodology was used to determine the ECso for mobility,
for which a value of 1.646 mg/mL was obtained.
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Table 1. Fumigant tosicity of the Dysphana ambrosivides essential oil and a-terpinene against
. meﬁd-.lmﬂns}er adult flies.

Compound LCsy img L-1 Air) 95% Fiducial Limits
ECDa 1.E0G 1.588-2. 790
o-Terpinene 2782 1.933-2.671

The EODa showed a significant difference with the 4 mg,/mL concentration, when
compared o the control and the 1 mg/mL concentration, during all reading times (between
1 and 8 h). From the third hour onwards, a difference between the 2 mg /mL concentration
and the control was registered, a fact that was only identified after the sixth hour of reading
with the 1 mg/mL concentration, as shown in Figure 4.
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Figure 4. Effect of the [ ambrsaoides leaf essential oil on D, melanogaster survival, Subtitles: Survival
was aml}lud. at the indicated tme puints. Hesults ane expfﬂa:d as the Mean + 5D of the mumber of
dead flies after each EXpOsLITe me. a = P .05 c,ul:npumd o the coniral, b =p< 0.05 u:m'l]:!amd o
1 mg.frn]_ and c= p <0G umpamd o2 rns_.l'ml_

The a-terpinene toxicity assays were performed wsing the following concentrations:
1, 2and 4 mg,/mL. The readings were performed every hour for 8 h, where the 4 g/ mL
concentration presented significant differences against all other groups (control, 1 and
2 mg/ mL), with this characteristic not being evident in any of the other comparisons, as
showm in Figure 5.

The o-terpinens compound present in the D. ambrosioides essential oil showed a toxic
effect against D, melanogaster.
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Figure 5. Effect of a-terpinene on D. melanogaster survival. Subtitles: Survival was analyzed at the
indicated time points. Results are expressed as the Mean = SD of the number of dead flies after
each exposure time. a = p < 0.05 compared to the control, b = p < 0.05 compared to 1 mg/mL and
¢ =p < 0.05 compared to 2 mg/mlL.

23.2. Geotaxis

Damage to the flies’ locomotor capacity was recorded with all concentrations at all
eight recording hours, with the exception of the 1 mg/mL concentration in the first hour,
which did not differ statistically from the control. In addition, the 2 mg/mL concentration
did not differ significantly from the 4 mg/mL concentration in the last hour (Figure 6).

Negative geotaxis behavior

-~ Control
- 0il1mg
=+ Oill2mg
=*= Oil4 mg

1 2 3 4 5 6 7 8
Time (hours)

Figure 6. Effect of the D. ambrosioades leaf essential oil on the Jocomotor ability of D. melanogaster.
Subtitles: Locomotor activity was determined by negative geotaxis behavior. Results are expressed as
the mean =+ SD of the number of flies able to climb a marked glass column, as previously described,
during each exposure time.

In terms of a-terpinene and insect locomotion, only the 4 mg/mL concentration altered

locomotion at all recording times, while the 2 mg/mL concentration also proved to be
effective at damaging locomotor capacity up until the sixth hour, after which no differences

were observed when compared to the control, thus indicating a reversible action (Figure 7).
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Figure 7. Effect of a-terpinene on D. melanogaster locomotor ability. Subtitles: Locomotor activity was
determined by negative geotaxis behavior. Results are expressed as the mean + SD of the number of
flies able to climb a marked glass column, as previously described, at each exp time.

When superimposing the results from the mortality and negative geotaxis assays,
all the tested EODA concentrations (1, 2 and 4 mg/mL) reduced the mobility of the flies
that remained alive, a fact that can be well observed in the first hours of exposure to the 2
and 4 mg/mL concentrations, a behavior that was also maintained during the remaining
evaluation hours (Figure §). This section may be divided by subheadings. It should provide
a concise and precise description of the experimental results, their interpretation and the
experimental conclusions that can be drawn.
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Figure 8. Relationship between alive flies and alterations in mobility.
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3. Discussion

The phytochemical profile of the oil studied was established by chromatography
and had a-terpinene as a major constituent, with a percentage of 30.53%. The secondary
constituents with the highest percentage were: thymol and o-cymene, with 18.11% and
13.68%, respectively. The percentage of the identified compounds can be observed in the
histogram resulting from the analysis of the chromatographic and spectral data (Figure 1),
and which corroborate with the results presented by [23].

Several studies list the constituents of the EODa, where its composition can be vari-
able, such as in the study by [24], where mainly oxygenated terpenes and sesquiterpenes
(oc-terpinene 61.04%, 4-carene 13.55% and p-cymene 12.94%) were identified, meanwhile
the study by (9) registered cis and trans ascaridol (35.4% and 26.0%, respectively), and
p<ymene (29.2%), as the major constituents.

The constituent variations in the aforementioned analyses may be explained by the
numerous variables present when comparing studies using the same plant species that
have been grown and collected from different locations. These variables include the type of
soil, pluviosity indices, wind intensity, collection time and collection season, among other
factors that are important influencers in the constitution of essential oils, where such differ-
ences have been previously reported [25]. Another factor that must be taken into account
is the maturation or age of the plant, which can alter the essential oil composition [26].
Changes in composition can also be observed by chemical reactions that may occur sponta-
neously following EO extraction, such as by the self-oxidation of a-terpinene, increasing
the concentration of several other constituents such as ascaridol and thus reducing its own
concentration when in contact with the air [27].

The high potassium concentration generated by the addition of KCI promotes a
depolarization of the membrane through a change in electrical charge, which consequently
results in the activation of L-type voltage dependent calcium channels (or channels sensitive
to dihydropyridine) permitting the entry of Ca®* ions from the external environment into
the cytosol. The increase in intracellular Ca* concentration is the protagonist of excitation—
contraction coupling, where this increase in cytosolic calcium concentration mediates the
release of calcium from the sarcoplasmic reticulum, further raising calcium ion levels that
are available for myosin light chain phosphorylation, one of the final stages of smooth
muscle contraction [25,29]. It is noteworthy to highlight that the membrane depolarization
caused by potassium also promotes a Ca* - dependent contraction, mediated by the G
RhoA protein associated with Rho kinase [30].

Pereira-de-Morais et al. [23] demonstrated that the EODa relaxed the smooth muscle
of isolated rat tracheas, with the data indicating that this effect is supposedly due to the
blockage of L-type calcium channels. Similarly, Menezes et al. [31] reported a relaxant
effect for the Lippia origanoide essential oil against contractions promoted by KCL, whilst
also indicating the involvement of KCa and KV potassium channels in smooth muscle
relaxation, a fact that may explain the relaxation promoted by the EODa since both of these
have the same compounds at greater quantities in their composition.

Any effects over K* need to be understood to understand the EO's mechanism of
action, since this ion contributes to the membrane potential in excitable cells, especially
neurons, skeletal muscle fiber and smooth muscle fiber, through their action on their
channels. On the other hand, EODa effects on serotonin-induced contractions may occur
through an external agonist mechanism, where the EODa may bind to membrane receptors
and modify the activity of ion channels such as Na* and K* [32,33]. This mechanism begins
with the coupling of serotonin to the Gq/11 protein receptor, activating phospholipase C
(PLC), which hydrolyzes phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP;) into inositol 1,4,5-
trisphosphate (IP;3) and diacylglycerol (DAG). IP; diffuses into the cytoplasm and binds
to inositol trisphosphate receptor (IP5R receptors), these being calcium channels present
in the SR membrane, which when activated release Ca?*. Meanwhile DAG together with
Ca?* activate PKC that acts in several processes including the regulation of transmembrane
Ca®* transport [34]. The observed relaxation may be due, in part, to a blockage of IP3R
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activation by IP3, as observed in Pelaia et al,, [35], and by other mechanisms such as:
increased Ca®*-ATPase activity, decreased IP; formation, protein kinase A (PKA) activity
and stimulation of the Na*/Ca®* exchanger.

Studies with essential oils from aromatic medicinal plants such as Melissa officinalis
and Lippia alba have shown inhibition of contractions promoted by K* and 5-HT (electrome-
chanical and pharmacomechanical pathways) in several organs from rats such as: ileum,
trachea, aorta and uterus [6,23,36,37]. Jarvis [35] report the Lippia alba essential oil inhibits
smooth muscle contractions caused by 5-HT in the trachea and ileum. Assaidi et al. [39]
report that the intravenous administration of the aqueous, methanolic and ethyl acetate
Chenopodium ambrosioides leaf extracts induced arterial hypotension in anesthetized nor-
motensive rats. Thus, results from the present study indicate a relaxant effect for aromatic
plants, suggesting the potential Dysphania ambrosioides has as a smooth muscle relaxant.

Fruit fly exposure by fumigation to the Dysphania ambrosioides essential oil caused
a significant increase in mortality. This effect depends on the exposure time and the oil
concentration. In the study by Pinho et al. [40], the Psidiunt guajaoe essential oil presented
significant action in terms of D. melanogaster mortality, where additionally, the tested
concentrations caused a total loss of motor capacity in the flies, depending on the dose
and time of exposure. These findings corroborate with the present study and suggest that
aromatic plant essential oils may be toxic to arthropods.

The toxic action of the D. ambrosioides essential oil has also been investigated in
other important models, with studies reporting that this species has pesticidal, larvicidal
and insecticidal activity. The D. ambrosivides essential oil presented a remarkable in vitro
schistosomicidal action, killing 100% of the adult worms in 24 and 72 h, and significantly
reducing in vitro cell viability, obtaining however, a selectivity index 31.8 times more toxic
to adult Schistossoma mansoni worms than the tested cells [41], which suggests a toxic
activity with potential applications in pest control.

EODA has also been shown to be toxic to adult houseflies [9] and toxic to Alphitobius
diaperinus [42]. Therefore, the EODA can be considered in new strategies looking at new
possibilities in integrated pest management.

The toxic effect of the EODa may be associated with a change in acetylcholinesterase
activity, which in turn is associated with an increase in reactive oxygen and nitrogen
species in the neuronal system, which initially would lead to an increase in the activity and
concentration of antioxidant enzymes such as catalase and glutathione S-transferase [43,44].

The a-terpinene compound present in the D. ambrosioides essential oil showed a toxic
effect against D. melanogaster. Studies have shown that the toxicity of a-terpinene against
Sitophilus zeamais adults has LCsg values of 5.46 mg L=! [25], this being an important adju-
vant component in the composition of other oils used for this purpose [45]. Paes et al. [46]
showed that a-terpinene was one of the main compounds identified in the C. ambrosicides
essential oil, which showed an acaricidal activity. However, the use of essential oil in their
entirety have shown greater toxic activity than their major constituents in isolation, thus
corroborating with studies that demonstrate the toxicity of selected constituents from mix-
tures present a synergistic effect between the supposedly active and inactive compounds,
and that the presence of all the constituents is necessary for the complete toxicity and /or
action of essential oils [45].

The lethal effect of terpenes and /or essential oils is the result of the toxic action of these
compounds on various receptor targets, especially in signaling or regulatory pathways that
are directly associated with the nervous system, such as: acetylcholinesterase interference,
binding to oxytocin, nicotinic, GABAergic and tyramine receptors [17]. In addition to
numerous target effects, where these substances do not act on a single target, the complex
composition of essential oils contribute to the lethality of insects, not only because of
their pharmacodynamic effect, but also because of the possibility of activating on several
targets, and pharmacokinetic effects 48], where the complex itself may contribute to better
absorption, thus greater bioavailability of active compounds, resulting in the competition

89



Molecules 2021, 26, 2041

100f 15

of metabolic pathways by the EO constituents, among many other variations, which may
occur in this process [49].

It has been suggested that the reduced mobility of D. melanogaster, observed by
the lower number of flies reaching the top of the column, is a result of the effective
inhibition of acetylcholinesterase (AChE) [50,51]. Thus, we may infer the EO’s ability to
induce relaxation in smooth muscle may be explained by an increased concentration of
acetylcholine in the vascular endothelium. Acetylcholine in the endothelium acts through
muscarinic receptors coupled to G proteins, which contrary to stimulating calcium influx
for an effective contraction, induces the activation of nitric oxide synthase promoting
the production of nitric oxide and relaxation [52-55]. However, it is noteworthy that
other pathways causing changes in the mobility of flies may be involved, including the
dopaminergic pathway, since decreases in dopamine significantly alter insect mobility [56].

The a-terpinene was one of the main compounds identified in the D. ambrosioides
essential oil, also known as Chenopodium ambrosioides, which showed acaricidal activity [46].
Moreover, a-terpinene has shown an acetylcholinesterase inhibitory activity [57], thus
corroborating with the findings in this study, since a-terpinene is the main monoterpene of
present in the EODa.

The greatest damage to locomotor capacity was recorded when comparing the EODa
to its isolated major constituent, a fact that consolidates the observation that toxic effects
are more potent when a complex mixture is tested rather than a single constituent.

Several studies report that decreased acetylcholinesterase activity is strongly associ-
ated with decreased mobility [58-60] or permanent locomotor disability [61]. The compar-
ison between live and mobile flies shows a direct negative correlation, both in terms of
the EODa concentration and the exposure time, which suggests that locomotor disability
precedes general toxic effects, which may lead to the death of the insect, where this result
may be explained by the action of essential oil constituents on different target enzymes
and genes [50,62].

4. Materials and Methods
4.1. Plant Collection and ldentification

The Dysphania ambrosioides (L.), Mosyakin and Clemants, botanical material was col-
lected from the Botanical Garden of the Natural Products Research Laboratory (Horto
Botinico do Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais—LPPN), at the Regional Uni-
versity of Cariri (Universidade Regional do Cariri—URCA, Crato, Brazil) (coordinates:
07°14'19.2" latitude S. and 39°24'52.8" longitude W.). The species was identified by Prof.
Dr. Maria Arlene Pessoa da Silva as belonging to the Dysphania ambrosioides (L.), Mosyakin
and Clemants, species, from the Chenopodiaceae family. An exsiccate was deposited
at the Caririense Dardano de Andrade-Lima Herbarium (Herbario Caririense Dardano
de Andrade-Lima, Crato, Brazil), from the Regional University of Cariri (Universidade
Regional Cariri—URCA, Crato, Brazil), under voucher # 12.208.

4.2. Essential Oil Extraction

The leaves from the plants were collected and cut into approximately 1 cm? pieces. Sub-
sequently, the plant material was immersed in distilled water and subjected to extraction by
hydrodistillation in a Clevenger type apparatus to obtain the essential oil. The extractions
were performed in triplicates and treated with anhydrous sodium sulfate. The oil was then
filtered through cotton and transferred with a Pasteur pipette to an amber glass and stored
at —20 °C. The extraction and analysis procedures were performed at the Natural Products
Research Laboratory (Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais—LPPN)-Regional
University of Cariri (Universidade Regional do Cariri—URCA, Crato, Brazil).

4.3. Phytochemical Analysis
The essential oil was subjected to gas chromatography with an HP-5 non-polar column
(Agilent J&W, Santa Clara, CA, USA, 60 m x 0.25 mm internal diameter; film thickness
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0.25 um) and coupled to a mass spectrometer with an Agilent 5975C Series quadrupole
analyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). The conditions of analysis were as
follows: carrier gas helium with constant flow of 1 mL per min and for injection of the
sample initial temperature of 40 °C (maintained for 2 min), heating ramp of 4 °C/min
and final temperature of 230 °C, which was maintained for 5 min. The compounds eluted
from the chromatographic column were ionized by electron impact at 70 eV. The ionization
source was maintained at 230 °C and the quadrupole at 150 °C. The compounds were
identified by analyzing the mass spectra of each chromatographic peak, comparing with
authentic standards and calculating retention indices. The calculated values were compared
with the retention rates published in the literature [23].

The same solution was quantified by injection in triplicate of 1 uL in the splitless mode
of this solution in a gas chromatograph (Thermo trace GC ultra) equipped with non-polar
column VB-5 (60 m x 025 mm internal diameter; film thickness 0.25 um). The samples
were analyzed under the following conditions: initial temperature of 40 °C {maintained for
2 min), heating ramp of 4 °C/min and final temperature of 230 °C, which was maintained
for 5 min. The carrier gas used was nitrogen, at a constant flow of 1 mL per minute
and the injector temperature was maintained at 250 °C. The compounds eluted from the
chromatographic column were detected using flame burners (FID) at 250 °C.

4.4. Ex Vivo Assays and Pharmacological Tests

According to the Normative Resolution Concea n° 30, on 2 February 2016, cadavers
and their parts, originating from the activities of slaughterhouses, butchers or rural pro-
ducers for consumption, are exempt from going through the Commission for Animal Use
and Experimentation (Comissao de uso e Experimentacao Animal—CEUA).

Adult swine (Sus scrofa domesticus) coronary arteries were obtained from a local
slaughterhouse (Frigorifico Industrial do Carir—Leandro Bezerra located at Av. Paulo Maia
n® 2000, Sao José district, Juazeiro do Norte—Ceara, Brazil).

During transport to the laboratory, the coronaries were placed in a modified Tyrode
(TM or Tyrode) nutrient solution at 4 °C with the following composition in mM: (136.0 NaCl;
5.0 KCI; 0.98 MgCly; 036 NaH;POy; 11.9 NaHCO;; 2.0 CaCl; and 5.5 glucose). The pH
was adjusted to 7.4 with 1 M HCl and /or 1 M NaOH. The coronaries were dissected and
sectioned into rings measuring between 4 and 5 mm in length. The coronary rings were kept
in an isolated organ bath with a 10 mL capacity for the Tyrode nutrient solution, maintained
under continuous aeration by air bubbling and a temperature of 37 °C. The contractile
activity measurements for the tissues were recorded using a rod connected to a force
transducer (TRI, model 210, Panlab, Spain), coupled to a differential amplifier (DATAQ,
model PM-1000, Akron, OH, USA), with input to a digital analog converter board (DATAQ
DI-200) installed on a computer, whose collected data were converted into traces and stored
into files using the WINDAQ software (DATAQ Instruments, Inc. Akron, OH, USA). The
isolated coronary rings were subjected to a 1 gf (gram force) tension and acclimatized for a
period of 1 h. All protocols started with two subsequent contractions reproduced by the
addition of 60 mM KCI (K60) to the studied coronary rings, in a hypertonic manner, where
after reaching stable values, a plateau, the maximum response obtained was considered
the maximum contraction of the ring. Only experiments with reproducible contractions
were considered viable for the experimental series.

All experiments were performed in triplicates, accompanied by their control, which
was subjected to the same conditions and the same experimental protocols. The control
preparations received only the vehicle, Tween, diluted in Tyrode’s solution, in the same
proportions used in the experimental preparations.

4.5. Toxicity Test with the Drosophila melanogaster Alternative Model
45.1. Drosophila Stock and Culture

D. melanogaster (Harwich strain) flies were obtained from the National Species Stock
Center, Bowling Green, OH. The flies were raised in 330 mL glass bottles (15 cm in height
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and 6.5 cm in diameter), cultured with a medium containing: (83% corn mass, 4% sugar,
4% lyophilized milk, 4% soy bran, 4% wheat bran and 1% salt), 1 g of Nipagin (Methyl-
paraben) and 1 mL of a solution containing Saccharomyces cerevisiae. The flies were kept ata
temperature of 25 °C with a relative humidity of 60% [23]. All experiments were performed
with the same strain.

4.5.2. D. melanogaster Assays and Essential Oil Exposure

Fly exposure to the essential oil was performed using the fumigation protocol as
described: 20 adult flies (male and female) were placed in 130 em? flasks, containing a
filter paper soaked with 20% sucrose in distilled water at the bottom. A filter paper (1 cm?)
was attached to the inside of the bottle’s screw cap to apply different doses of the essential
oil. In doing so, the flies feed on the sucrose solution at the bottom of the flasks while the
essential oil is allowed to volatilize from the top and reached the fly’s respiratory system.
The bottles received the following treatments: 1% sucrose (control) and 1, 2 or 4 ug/mL of
the essential oil or the tested constituent. Fly survival readings were taken every hour until
the eighth hour. The results are shown as the number of live flies (mean + SD) obtained

from six independent experiments.

4.5.3. Locomotor Assay

Locomotor capacity was evaluated following the negative geotaxis behavior as de-
scribed by S. Boutkhil et al. [24], with some modifications. Twenty adult flies (1-4 days old,
males and females) were exposed to the essential oil as described in the previous section.
Briefly, after the hourly fly mortality count, a negative geotaxis test was performed simul-
taneously with the surviving flies, where this consisted of counting the number of flies
that rise above 5 cm in the glass column of the experiment itself, during a 5 s time interval.
The tests were repeated five times with 1 min intervals. The results are presented as the
number of flies that reached the top = SD obtained from three independent experiments.

4.6. Statistical Analysis

Data are expressed as the mean £5.E.M. For statistical analysis and graph production,
the Sigma Plot 11.0 software was used for the ex vivo assays using a one-way ANOVA
followed by Holm-Sidak, and the GraphPad Prism 7.0 software for the other tests. Results
considered statistically significant obtained a null hypothesis probability of less than 5%
(p < 0.05). Student’s t-tests and analysis of variance (two-way ANOVA), followed by
Tukey's t-test were used. For calculating the ECso values, logarithmic interpolation and
sigmoidal regression were performed, with the concentration capable of producing 50% of
the maximum effect being considered as the ECsp, with the calculations being performed
for each experiment.

5. Conclusions

The Sus scrofa domesticus coronary artery ex vivo muscle contractility methodology has
shown the relaxant activity of both the EODa and its major compound on smooth muscle
contractions induced by potassium and serotonin. The EODa composition revealed the
presence of oxygenated terpenes, which are capable of promoting toxic effects in insects
from a low concentration, in addition to inducing a precocious impairment in fly mobility,
which creates a difficulty in dispersing these insects. The above makes the EODa a potential
product for carrying out necessary studies on the safety of these compounds for humans,
both for its myorelaxant action on the vascular system, and its toxicity for cultivating crops,
with the possibility of developing formulations with more effective, safe and attractive
cost benefits.
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Abstract

a-Terpinene is a3 monoterpene derived from the secondary metabolism of plants, and is known for its
antibacterial, antifungal, anti-inflammatory. antioxidant, and anticancer properties. The present work aimed
to verify the antibacterial activity of a-Terpinene agamst Staphylococcus aursus strams, as well as the
ability to modify the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of antibiotics and Ethidhum Bromide
(EtBr), inclunding the inhibition of effiux pumps, and toxicity against Drosophila melanogaster. By
performing microdilution tests, it was determined an MIC = 1024 pg/mL for a-Terpinene; it was also
observed its inability to inhibit the efflux pumps involved in the assays. However, a-Terpinens was able to
reduce the MIC of the norfloxacin, ciprofloxacin and oxacillin antibiotics agamnst the strains 11998, K2068
and K4100, respecuvely. Fumigation assays were effsctive in demonstratng lethality with a mean lethal
concentration (LCso) of 22.8 ug/L of air, and the damage to the locomotor apparatus. Consequently, as a
natural product, a-Terpinene inspires further studies regarding its use associated with norfloxacin,
ciprofloxacin, and oxacillin; including the toxic effect against Drosophila melanogaster.
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1 Introdution

The secondary metabolites of plants have been increasingly studied m an attempt to discover substances
with relevant biclogical activities, and less toxic or environmental contamination. Thus, and once more,
natural products are at the vanguard among the searches for compounds with applicability to human
welfare, whether in medicine, agriculture, or by allowing safer use, both toxically and environmentally.
These compounds can be present in extracts and/or essential oils from many different parts of plants,
ranging from roots to fruits. Furthermore, they can be separate from these plant drugs with the possibility
to be used as isolatad drugs with a defined chemical structure, which would naturally be pharmacon [1-4].

In addition to toxicological and environmental security of natural compounds used to promote human
welfare, another concem that should guide research into the use of these constituents 1s the development of
resistance, which comes mainly from the prolonged and indiscriminate use of substances in order to
elimmate or control the proliferation of specific organisms, whether bacteria or insacts. Thus, nowadays
several compounds that were once efficient in fighting these organisms have partly or completely lost their
effectiveness. Among the strategies to confront this resistance, it can be mentionad the development of new
products. especially those of natural origin, and the association with products that have lost their
effectiveness [5-7].

Bacterial resistance has been one of the biggest challenges in the development of naw antibiotics [8]. As
aresult, the Staphylococcus aureus bacterium is greatly and clinically important, since it is resistant to most
of antibiotics currently available. This resistance can be the result of several mechanisms; however, efflux
pumps take a prominent role among these mechanisms, once they can extrude the antiblotic out of the
bacterial cell [9.10].

The experimental model Drosophila melanogaster has been broadly used to determine the insecticidal
activity of natural products, for it is easy to handle. and, additionally. for having a low cost. Also, it can be
easily used to determine the lethal concenmration and damage to the locomotor apparatus of the fly;
therefore, it is possible to indicate a potential toxic or repellent effect on this diptera [11]. Moreover, this
species has many ortholog genes in companson to human genes related to homeostasis; thereby, it 1s an
important tool for studies on toxicity, which 1s apt to clarify some unanswersd questions about some
diseases [12].

Moreover, this species has many ortholog genss in comparison to human genes related to homeostasis;
thereby. it is an important tool for studies on toxicity, which is apt to clarify some unanswered questions
about some diseases [11,13,14].

a-terpinene (l-isopropyl-4-methyl-1.3-cyclobexadiens) is 2 monoterpene derived from the secondary
metabolism of plants, which is present. for instance, in the essential oil of Dysphania ambrosioides. This
compound proves to be attractive, because it has several activities such as antibacterial, antifungal. anti-
inflammatory, antioxidant. and anticancer, besides being used as a fragrance in the cosmetic and food
industries due to its odor [15-19].

Generally, Terpenes have been shown antibactenial activities and toxic effects against insects [20].
Studies have shown toxic potential against Musca domestica by terpenss, such as lnalool, citronellal, (R)-
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a-pinsne, 18-cineole, y-terpinene, limonene, a-terpinene, (S)-fi-pinsne, thymel and (R)-pulegone [21].
Annbacterial activity has also been observed for terpenes, whether i isolation, or in association with
antibiotics [22-24].

Therefore, this work intended to verify the a-terpinene potential as an antibacterial agent. as well as its
ability to modify the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of antibiotics and Ethidnun Bromide
(EtBr). including the inhibition of efflux pump mechanism in S. aureus strains, and its toxicity potential
agamst Drosophila melanogaster from fumigation tests to measure lethality and damage to the locomotor
apparatus.

2 Material and Methods
21 Micohological Assay
21.1 Drugs utilized

@-Terpmene, and Carbonyl Cyanide m-ChloroPhenyl-hydrazone (CCCP) were purchased from SIGMA
Chemical Co., St. Louis, USA and Clopromazine (CPMZ) was purchased through Aché. CPMZ and EtBr
were dissolved in sterile distilled water, while CCCP was dissolved in methanol / water (1:3, v/iv). The
antibiotics (Erythromycin, Tetracycline, Norfloxacin, Ciprofloxacin, Penicillin, and Oxacillin). as well as
a-terpinens, were diluted in dimethylsulfoxide (DMSO) and in stenile water. All substances were diluted to
a standard concentration of 1024 pg/ml and the proportion of DMSO used was less than 5%.

212  Microorganisms

The strains of S. aurens used were: 1199 wild strain, 11998 carrying the norA Small D gene that encodes
the NorA efflux protemn, resistant to hydrophilic fluoroquinolones, IS-58, endowed with the plasmid PT181
carrying the gene that expresses the efflux protein of TetK Tetmracycline, K2068 strain that has the MspA
pump, decoded in the mepA gene that confers resistance to Ciprofloxacin, K4100 strain that has the QacC
pump, decoded by the qacC gzene conferring resistance to Oxacillin, the K4414 strain that expresses the
QacA/B pump, decoded by the qacA/B gene, which promotes resistance against Penicillm and RN4220
carrying the pUL5054 plasmid, which carries the gene that encodes the macrolide efflux MsrA protem. The
strains were kindly provided by Prof. S. Gibbons (University of London) and Prof. Glenn Kaatz (Wayne
State University). All strains were initially kept on blood agar to prove the type of strain (Laboratorios
Difco Ltda., Brazil), then were transferred to the stock. Being kept in two stocks: one In Heart Infusion
Agar (HIA, Difco) at 4 °C and the other kept in glycerol in a freezer -80 °C. The plasnud-bearing strain was
maincained in the culture medium under sub-mhibitory conditions of antibiotics, with the objective of the
Tesistance genss and plasmids to be expressed and not to be lost.

213  Annbacterial activity test by Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
For these tests, the method described by Javadpour er af [25] was used, using only a-terpinene to
determine the MIC.

214 Effiux pump inhibition tests by modifying the MIC of the antiblotic and ethidium bromide

In order to observe whether a-terpinene acts as a potential inhibitor of the efflux mechanism a
comparative study between the effects of the standard mhibitors of the efflux pump was used. evaluating
the ability of both to decrease the MIC of antibiotics and EtBr. The inhibition of the Efflux Pump was tested
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using a Sub-inhibitory Concentration (CIM / 8) of the inhibitors and of the a-terpinene. In the tests, 170 uL
of each suspended bacterial inoculum mn saline solution, corresponding to the Mcfarland 0.5 scale, which
corresponds to 1.5 x 10* (CFU) /mL, was added to the inhibitors and a-terpinens (CIM / 8) and completed
with BHIL These were then transferred to 96-well microdilution plates, to which 100 uL of antibiotic or
EtBr were added in serial dilutions (1: 1) ranging from 512 to 0.25 pg / mL. The plates were incubated at
37 *C for 24h and bacterial growth was evaluated with resazunn (7-hydroxy-10-oxidophenoxazin-10-ium-
3-one) at a concentration of 400 uz / ml. Resazurin was oxidized in the presence of acid medium caused
by bacterial growth, causing the color to change from blue to pink [26]. MIC was defined as the lowest
concentration at which no growth can be observed [27]. The MIC of the controls was evaluated using only
microdiluted plates with antibiotics and EtBr.

2.2  Drozophilaz melanogazrer
221 Drosophila Stock and Culture

D. melanogazrer (Harmich strain) flies were obtained from the National Species Stock Center, Bowling
Green, OH. The maintenance of the flies was done as described by Lacerda Neto etal. [16].

222  Mortality assay

The tests were performed according to the method proposed by Da Cunha [28], with some modifications.
Thus, 20 adult flies (male and female) were placed in 130 mL glass containers (6 cm high and 6.5 cmin
diameter), containing tracing paper at the bottom previously prepared with 1mL of 20%0 sucrose solution,
at the inside part of the contamer lid received filter paper where it was impregnated with e-Terpinene in
concentrations of 0.75ug (5.77 ug/L of air), 1 pg (7.7 ug/Lof air), 1.5 ug (11.54 ug/Lofair), 2 ug (
154 pg /L of air), 3 pg (23.1 ug/L of air), 3.25 ug (25 pg/L of air), 3.5 ug (26.9 ug/L of air), 3.75
ug (28.8 ug /L of air), and 4 ug (30.7 pg /L of air). In the control group, only sucrose was added to the
tracing paper. Along the entire procedure, the 12-hour Light / dark cycle was mamtained and temperature
controlled at 26 *C and 60% relative humidity. The test was performed in triplicate where each *“n™ was
composed of two containers. The readings for mortality checking were taken in the following hours after
applying the compowund to the filter paper: 1,2, 3, 6, 9, 12, 24 and 48 hours.

223  Neganuve Geotaxis Assay

The damage to the locomotor system was verified through the Negative Geotaxis test described by
Coulom and Birman [29]. Each group of live flies exposed to Benzaldehyde at reading times of 1. 2, 3, 6,
9,12, 24 and 48 hours, were taken to the bottom of the containers and after 5 seconds, the rumber of flies
that reached 5 cm height of the container were counted The tests were repeatad twice at one minute
intervals. The results were presented as everage time (=) EP obtained in two independent experiments [29].

2.3 Swarnsncal analysiz
23.1  Statistical analysis of microbiological results

The test results were dons in triplicars and expressed in geometric everage. One-may ANOVA was used
for statistical analysis, followed by Tukey or Bonferroni post hoc using GraphPad Prism 5.0. In some
analyzes, the T test was used.
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232  Statstical analysis of toxicity results
The analysis of toxicity data was performed using a two-way ANOVA test, followed by a Tukey multiple
comparison test. There was no statistical difference with the same concentration as a function of time.

3 Results
31 Microbiological Assay
3.1.1  Annbacterial activity test by Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

The assays to determine the MIC of a-Terpinene showed an MIC value = 1024 pg/ml. against all the
strains used in the assays. The MIC of sach antibiofic in relation to the specific strains are dascribed in
Table 1.

Table 1: MIC of Antibiotics and a-Terpinsne

STRAIN PUMP MIC OF ANTIBIOTICS MIC OF ALFA-TERPINENE
1199 NorA Norfloxacin 288 pg/mL > 1024 pg/mL
19998 NorA Norfloxacin 256 pg/ml. > 1024 pg/mL
15-58 Tetk Tetracycline 128 pg/mlL > 1024 pg/mL

RN 4220 MepA Erythromycin > 1024 pg/mL > 1024 pg/mL

K 2068 QacC Ciprofloxacin 64 ug/mL > 1024 pg/mL

K 4414 QacAB Penicillin 262 pg/mL > 1024 pg/mL

K 4100 MstA Oxacilin 161 pg/mL > 1024 pg/mlL

3.1.2  Efflux pump inhibition tests by modifying the MIC of the antibiotic and ethidium bromide

The comparison between the geometric mean MICs of the isolated antibiotics and the MIC of the
antibiotic associated with a-Terpinene. as well as the comparison between the MIC of isolated EtBr and
the MIC of EtBr in association with a-Terpinene, can reveal whether there are differences in the effective
concentration of the antibiotic when associated with MIC/8 of a-Terpinene, mmdicating if this association
alters the efficacy of the antibiotic or if a-Terpinene acts on the efflux pumps studied.

In assays with strain 1199, which is considerad wild-type due the exhibition of efflux pump (NorA)
mechanism in a basement form, reductions in MIC concentration were observed from 287 pg/ml o 228
pug/ml and from 80 pg/ml to 64 pg/mL for antibiotic and BrEr, respectively. Association assays betwesn
a-Terpinene and Norfloxacin on strain 1199B, on the other hand, were responsible for reducing the MIC
of the antibiotic from 80 pg/mL to 64 pg/ml. This strain expresses the NorA pump that confers resistance
to fluoroquinolones. which explains the use of Norfloxacin m this assay (Figure 1A). Our results also
showed a reduction from 64 pg/mL to 40 ug/mL in the MIC of the antibiotic Ciprofloxacin, caused by its
association with a-Terpinens on the strain K2068, carrier of the MepA efflux pump, which exprasses effect
on fluoroquinclones such as Ciprofloxacin (Figure 1B). For strain K4100, which expresses the QacC pump,
responsible for Oxacillin extrusion, a reduction in the MIC of the antibiotic was observed due to its
association with a-Terpinene, in contrast to the MIC of the antibiotic alone, with a reduction fom 161
ug/ml 1o 50.79 pug/mlL (Figure 1C).

Figure 1: A: MIC of the antibiotic Norfloxacin isolated and in association with ¢-Terpinens and standard
inhibitors CCCP and Chlorpromazine and MIC of EtBr isolated and in association with standard inhibitors
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CCCP and Chlorpromazine and a-Terpinene on strain 1199B. B: MIC of the antibiotic ciprofloxacin alone
and in association with a-Terpinens and standard inhibitors CCCP and Chlorpromazine and MIC of EtfBr
alone and in association with standard inhibitors CCCP and Chlorpromazine and a-Terpinens on strain
K2068. C: MIC of the antibiotic Oxacillin alone and in association with a-Terpinene and standard mhibitors
CCCP and Chlorpromazine and MIC of EtBr in association with standard imhibitors CCCP and
Chlorpromazine and a-Terpinene on strain K4100. CCCP = carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone;
+*++ represents statistical significance compared to control
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In the other assays with strains 1199B_ IS-58, RN4220, K2068, K4414, and K4100, no reductions in the
MIC of EtBr in association with @-Terpinene were observed compared to the MIC of EtBr alone, which is
the raason for not inserting the graphs referring to these data.

3.1.3  Mortality assay

Through the mortality assay, it was demonstrated the effect of a-Terpinene on the mortality of D.
melanogaster at concentrations of 5.77 pg/L; 7.7 pg/L; 11.54 ug/L; 15.4 ug/L; 23.1 ug/L: 25 ug/L; 26.9
ug/L: 28.8 pg/L and 30.7 pg/L of air (Figure 2). The results obtained showed statistical importance in
concentrations > 23.1 ug/L of arr in relation to the control after 2 howrs of exposure to the compound. and
this effect remained until the end of the experiment. Also, it was possible to verify that the mortality rate
reached 100% from the 48 hours reading at the concentration of 30.7 pg/L of air, obtaming a LC50 value
of 228 ug/L.

Figure 2: Mortality assays with the Drosophila melanogaster model against the compound a-Terpinsne
Negative Geotaxis Assay
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3.1.4 Negatnve Geotaxis Assay

Our results indicate that the concentrations 15.4 ug/L of air were able to cause damage to the locomotor
apparatus of D. melanogaster, starting from 1h of exposure to the compound comparad to the control, and
this result was mamntained unal the last reading. The concentrations 0of 23.1, 25 and 26.9 ug/L of air showed
2 maried reduction in the number of flies able to reach the top of the flask column after 12 h of exposure
to a-Terpinene. Concentrations of 28.8 and 30.7 ug/L of air showed similar patterns regarding the g2otaxis
of flies, with a raduction in the number of flies at the top of the flask after 12 h of exposure. Interestingly,
between § and 12 h there was a recovery in the number of flies that reached the top (Figure 3).

Figure 3: Negative geotaxis assays with the Drosophila melanogaster model in the face of a-Terpinens.
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4  Discussion

a-terpinene is a monocyclic terpene derived from cis-trans isomerization of p-menthane considered to
be 3 mentadiens existing In several plant species (Citrus, Mentha, Juniperus, and Pinus), and associated
with termite combat. In addition, it is commercially widely used as a fragrance by the pharmaceutical and
perfume industries [17,22,30].

Its biological activities have been described both as an 1solated constituent and as part of the essential
oil composition. Essential oils which contain ¢-terpmene m their composition are present in Chenopodium
ambrosioides [31.32] Pulicaria sahiifolia, Dysphania muinifida [33] and Magnolia kwangsiensis [34].
Some activities, as antibacterial antifungal anti-inflammatory, anticancer, and antioxidant [17.35.36], have
been isolately reported.

Bacterial resistance to antbiotics is a fact of increasing concemn. This resistance results from an intense
interaction among bacteria as an exchange of genetic information, and from the pressure caused by the
exposure of these bactena to bactericidal substances. The main mechanisms involved in the development
of resistance are: antiblotic degradation (I), antibiotic target modification (II), alteration of permeability
(III), mbosomal protection (IVY), biofilm production (V), and efflux pump action (VI) [37]. Among these
mechanisms, the action of efflux pumps, which cause the reduction of antibiotic levels in the interior of
bacteria, 15 considered one of the main types of resistance mechanism.

Microdilution assays provide quantitative results of substances against bacteria, such as the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC), which is defined as the lowest concentration that inhibits bacterial growth
[38.39]. Despite the fact that a-Terpmnene is 2 terpene that can mterfere nith oxygen scavenging and
oxidative phosphorylation [22], it showed MIC = 1024 pg/mL against all tested strains, corroborating the
results obtained by de Morais Oliveira-Tintino et. al [32] and Limaverde et. al [31]. Extrapolation to clinical
use shows that the MIC value needs to be 4-5 times higher to ensure the efficacy of the substance, and MIC
values = 1024 pg/mL result in high concentrations that make assessments of criteria such as dosage, target
organism and its resistance, mechanisms. clinical indications, pharmacokinetic/pharmacodynamic
properties, toxicity, and desired climical outcome virtually impossible. All these criteria are necessary to
determine the MIC of the clinical breakpoint, which is defined as the highest safe plasma concentration of
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the substance m the patient and whether the microorganism is susceptible or resistant. These values are
published and defined mainly by EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)
and by CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) [40—3].

The aforemetioned mechanisms used by bacteria can be reversed by using as a strategy the association
of several substances with antibiotics that have reduced efficacy in order to observe their modulation by
these substances and that are able to recover this efficacy, such as the association between amoxicillin and
clavulanic acid [44]. The results indicated that the submhibitory concentration of a-Terpinene in association
with Norfloxacin, Ciprofloxacin and Oxacillin were able to modulate the antibiotics against strains 11998,
K2098 and K4100, respectively. Contrastingly to our results, in a previous report by Morais Oliveira-
Tintino and collaborators [32], there was no demonstrated modulation of Norfloxacin in strain 1199B. This
modulation may have altered quinolone resistance by interfering with efflux pump action, changing the site
of action of the antibiotic, and alterng permeability [45,46]. This same explanation can be usad to explain
the modulation of Ciprofloxacin by a-Terpinene against K2068 strains. The antibiotic modulation results
obtained for the K4100 strain, which presents resistance to Oxacillin resulting from the production of -
lactamases and the action of the QacC efflux pump, may be associated with the ability of monoterpenes,
such as a-Terpinene. to interfere with cell membrane permeability, coagulase activities, enterotoxin
production, and halotolerance [4748].

Efflux pumps has an important role among the various mechanisms of antibiotic rasistance, as they are
responsible for reducmg the intracellular availability of antibiotics, thus decreasing their efficacy. S. aursus
is a Gram-positive bacterium with several strains with efflux pumps from different families [49]. In this
study, seven S. aureus strains bearing different specific active efflux mechanisms were used. Efflux pump
inhibitors, such as CCCP and chlorpromazine, along with BrEt are an interesting way to demonstrate the
presence and inhibition of efflux pumps. Efflux pump inhibitors can interfere with pump function in five
ways: (I) by preventing energy flow into the pump, as in the case of CCCP; (II) by decreasing pump
expression, example chlorpromazine, (IIT) by preventing muiticomponent pump assembly, (TV") by blocking
the external channel of the pump, and (V) by generating a competitive or non-competitive inhibition with
the antibiotic; another strategy that should be considered is chemical remodeling of antibiotics to the point
that they are no longer substrates of the pumps [9,50]. The results of the present study showed that the
association between the MIC of EtBr with a-terpinene did not differ from the control of EtBr only, and
there was no modification in the MIC of EtBr for any of the strains studied, so a-terpmene does not act by
either of the mechanisms cited above. Results from previous studies also showed that there was no
modulation of EtBr at the NorA efflux pump of strain 1199B [32] and TetK efflux pumps of strain IS-58
by a-Terpinene [31]. Thereby. the absence of influence of ¢-Terpinene on efflux pumps is evident,
remforcing the understanding that this modulation presented in the MIC of antibiotics is a result of a
possible interaction with the cell membrane causing its disintegration and/or intracellular coagulation, both
mechanisms leading to cell death [46]

Concerning toxicity assays, it was possible to determine the LC.y 22.8 pg/L of arr after 48 hours of
exposure to the compound. This is the concentration required to kill half of the flies exposed to a-Terpinens
in the fumigation test. The study by Lacerda Neto et al [16] with a-Terpinene reports an LCso of 2,282
mg/L. but the readings were limited to 8 hours. After studying 40 monoterpenes following the fumigation
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method, Zhang et al [11] determined the LCe, of a-Terpinene diluted in acetone and reading at 24 hours to
be 1.96 uL/L of air, and found hydrocarbon monoterpenes to have lower insecticidal activity than
oxygenated monoterpenes.

Alterations in the nervous system are the main mechanisms to promote the lethal effect of terpenes,
whether alterations in signaling or regulatory pathways, such as: interference with acetylcholinasterase,
nicotinic, GABA, oxytocin and tyramine receptors, [11]. apart from interfering with the functioning of the
CytochromeP450 system. responsible for the detoxification process [13]. Since a-Terpinene inhibits the
action of acetylcholinesterase, it is evident that this compound acts in this route, interfering in the nervous
system and causing the death of the msect. [51]. The simmltaneous activation of two or more of the
aforementioned routes s also possible, as demonstrated by the action of carvacrol and pulegone, which act
on GABA and octopamine receptors [52-55].

The mhubition of acetylcholmesterase 1s one of the factors responsible for the decreased mobility of the
fly or damage to the locomotor apparatus. Furthermore, it is possible to note that concentrations higher than
15.4 uz/L of air alter the average number of flies able to reach the top of the flask colunm in the first hour
of recordings when compared to the control: this suggests further imvestigations to elucidate the
participation of enzymes capable of reducing oxidative stress such as glutathione S-transferase (GST),
catalase (CAT), and Superoxide Dismutase (SOD). as well as target proteins involved in oxidative stress
[56] in addition to the participation of acting on the nervous system [11].

The mortality results interpolation, and damage to the locomotor apparatus in concentrations of 7.7 pg/L
(Figure 44), 15.4 ug/L of air (Figure 4B), 23.1 pg/L of air (Figure 4C) and 30.7 ug/L of air (Fizure 4B)
allowed us to verify that in the concentration of 30. 7 pug/L of air, decreasing in mobility occurs rapidly and
is followed by mortality, making it possible to observe that after six hours the mortality curve was stable
while the curve indicating the amount of flies with minimal damage to the locomotor apparatus showed
growth. Studies show that after the action of the enzymes Superoxide Dismmtase and Glutathions S-
Transferase, cells can express the protein Hsp70, a Chaperone 70 (~kDa) producing a late action in
protecting against oxidative stress. This is another point to be clarified in new studies of a-
Terpinen{CUNHA e7 al., 20133).

Figure 4 - Relationship between Iiving flies and alterations in mobility
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§  Conclusion
In association with quinolones and oxacillin, a-Terpinene reduced the MIC of resistant strams,

demonstrating a synergistic activity of the product with these antibiotics. No influence of a-Terpmene on
the afflux pumps of S. aureus strains tested was observed, and no decrease in the MIC of ethidium bromide
was observed. However, it was possible to verify the toxicity of a-Terpinene against D. melanogaster,
clearly showing that it exhibits high toxicity in this eukaryotic model. Thus, this demonstrated toxicity
agamst insects and modulation of quinolone antibiotics against S. aureus inspires the investization of its
modulating potential and toxicity profile against a eukaryotic model, as a possibility of extrapolation for
testing in other models, including mammals.
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Figure Click here to access/download;Figure;Figure.docx £

Figure 1: A: MIC of the antibiotic Norfloxacin isolated and in association with e-Terpinens and standard
inhibitors CCCP and Chlorpromazine and MIC of EtBr isolated and in association with standard inhibitors
CCCP and Chlorpromazine and a-Terpinene on strain 1199B. B: MIC of the antibiotic ciprofloxacin alone
and in association with a-Terpinene and standard inhibitors CCCP and Chlorpromazine and MIC of EtBr
alone and in association with standard inhibitors CCCP and Chlorpromazine and a-Terpinene on strain
K2068. C: MIC of the antibiotic Oxacillin alone and in association with a-Terpinene and standard mhibitors
CCCP and Chlorpromazine and MIC of EtBr in association with standard inhibitors CCCP and
Chlorpromazine and a-Terpinene on strain K4100. CCCP = carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone;
#¢+* represents statistical significance compared to control.
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Figure 2: Monality assays with the Drosophila melanogaster model against the compound a-Terpinens
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Figure 3: Negative geotaxis assays with the Drosophila melanogaster model in the face of a-Terpinens.

Nemberof fles an top

Negative georaxis bebavior v: [g-Terpinene]

10

159

194

<

1 v T v T * T
2 3 . 12 24 4n

Time (honrs)

IRERE EEERR

Conireol

$.T ug/L ofair
7.7 ug/ L ofasr
1.5 gel L of asr
154 pg /L ofasr
231 gg /L of asr
25 gp /L of air
269 pg /L of asr
288 pg /L ofasr

30.7 pg /L of air

116



117

Figure 4 - Relationship between living flies and alterations in mobility
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Table

Table 1: MIC of Antibiotics and a-Terpinene

Click here to access/download; Tabletable.docx £

STRAIN PUMP MIC OF ANTIBIOTICS MIC OF ALFA-TERPINENE
1199 NorA Norfloxacin 288 pg/ml 2 1024 pg/ml
19008 NorA Norfloxacin 256 pg/mlL 2 1024 pg/mL
1s-58 TetK Tetracycline 128 pg/mlL = 1024 pg/mL
RN 4220 MepA Erythromycin > 1024 pg/mL = 1024 pg/mL
K 2068 QacC Ciprofloxacin 64 pg/mL 2 1024 pg/mL
K414 QacAB Penicillin 262 pg/mL = 1024 pg/ml
K 4100 MsrA Oxacilin 161 pg/mL > 1024 pg/ml
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ABSTRACT
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Aedes aegypti (Ae. aegypti) is responsible for the spread of diseases that compromise public health such as dengue
fever, urban yellow fever, chi ya and zika. Synthetic insecticides are used to control Ae. aegypti, however,
this substance use results in vector resistance and environment contamination. Essential oils (OEs) derived from
plants are natural alternatives to replace the commercial synthetic insecticides and repellents, since they present
components that may be toxic to this vector. This review had as its objective to research the literature surround-
ing the repellent and adulticide action of essential oils against Ae. aegypti, using electronic research databases

Edited by | Van Staden
(Pubmed, Science Direct and Scielo), to provide an overall view on the plant species used to obtain EOs, the
Keywords: plant parts, extraction methods and analytical techniques used as well as the major components in the EOs.
Essential oils The data showed 16 families, 35 genera and 49 species, with Lami cat and Rutaceae
Aedes aegypti families being the ones with the most species. Moreover, allphmpamwereshownr.obemedmmrmesserr
Adulticide tial oils, especially with hydro-distillation and steam-distillation methods, with Gas Ch y coupled to
Repellent Mass Spectrometry (GC-MS) as lhe main anzlynal technique, The data revealed the chemical composition of
EOs, especially of Th | oils are promising options for the production of natural insecti-
cides due many reasons: they are less harmful mhuman beings and to the environment; they can be used in
association with synthetic insecticides and repellents, reducing the concentration used of the last ones; and
can be produced in a perennial manner by producers, using subproducts from the crop industries. By all these
reasons, they can be used in insect vector control programs, rather than using synthetic insecticides.
© 2019 SAAB. Published by Elsevier BV. All rights reserved.
Contents
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1. Introduction favors its reproduction (Jansen and Beebe, 2010). It is believed that
the mosquitos arrived in Brazil during the slave trafficking in the colo-
Aedes aegypti L. is a cosmopolitan insect from the Diptera order nial era (Consoli and de Oliveira, 1994). Aedes aegypti is considered
which prefers tropical and subtropical regions, where the weather the main vector for di than comy ise public health such as
dengue fever, urban yellow fever, chikungunya and zika (Brasil, 2015).
e Correspa author at: Uni Regional do Cariri, Urca, Rua Cel. Antonio Luis The dengue vmxs is spread by .lhe. bite of an infected _female
1161, Pimenta 63105000, Brasil. maosquito. Once bitten, the human being is also infected, becoming the
E-mail h i (H.DM. Couti primary carrier, multiplier of this infectious agent and the viral source

hitps://dolorg/10.1016/.54h.2019.05.007

0254-6299/0 2019 SAAB. Published by Elsevier BV. All rights reserved.
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“The chemistry of natural products has always been considered important for the development
of new pharmacological prototypes due to their great structural diversity and functional groups”®
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The chemistry of natural products has always been consdered imp for the develop of new ph o
bsuzlpmtotypcsdumdwgexmnldnmtyandﬁmumlsmups.Mmulanksmukuunn:he
cosmetic, food and other bioprod dustry [1]. Secondary are p in th ds of organ:

u\dftmctwnar.hemcdnmnufblnlqnnllmmmmgmmhnonoﬁhatma&ohtsudtﬁx:mofmznv
researchers = who aim to obtain molecules with biological activity for the development of new drugs and other
products [2].

Secondary metabolism, from which bioactive sub are produced in plant species and is the result of 2
m\nydmbd:andanbnhcmm.ﬂ\aemmlxmalup ity of organic compounds that can

hologw::l-. A plannpcamrhemmdam of secondary metabolites already idenufied are

d\emtmsmous. lic and ds (3.

Tbcchemsaldeftmaofpbnnmdudcmmﬂummutuofo:ganxmpoundsandtypocz.llydononmolve
individuzl sub ; these ¢ ds appear in different concentrations {majority or minority) within various
pmdmudanvdﬁnmmmnlspmu.ﬂnbmlognlxm:mofdmpmdumanbeﬁm\dmongmﬁom
thar ability to i hemselves and other substances through synergastic, additive, antagonistic effects
= and can be opamized :bmu#a the modificanion of the ph kinetics and/or pharmacodynamics of the
compon:nlmhsmccs'rb:bmlogd cffeas mzyooau'fmmlhe mlmmonmlhall:bempmcmmpounds
by the interaction 3 certain comp which may present themselves as majority or minority [4.

lnnxunlpmdunmthulhcm;otcumpoundsmleand mechanism in its associated biological activity s
commonly mvestigated. Thus, in the scienufic I there are 1 blished studies where the major
mmponcnnhmbcmfoundmbuupmdxkfa:h&mnaMcwndmdsmzkthcpomblcmunm

g the toality of compounds that may be p at lower in | prod De Oliverra

et al 5] carnied out a study with the essential oil Ww@uaﬂdmmprmmnl d:ymol-aud)dmuﬁcd
that the effect of the constituents of the oil was not phytotoxic to | seeds, the isolated action of
thymol caused significant inhibitory effects on seed germination, raising the pom'bllu'y of a parnal inhibition of
thymol activity by other components of the oil. This proves the importance of considering the 1 tions 4
all comg of the product

Anodrrmdydmwxiﬁes the importance of the interactions between the bological components of 2 natural
product and its biologacal activitses is the study of Liu et al 16, which evaluated the activity of the sap of Dnectena
eochinchinensis and three active constituents regarding the analgesic activity from the inhibition of currents on the
TRPV1 channel, induced by capsaicin. As a result, the authors found that the combination of the three active
components of the sap & responsible for the analgesic activity of the species in question, where these components

newlands
press

10.4155/8mc-2018-0327 © 2019 Newlands Press Future Med. Chem. (2019) 11(8), 797=759 ISSN 17568919 797

https://doi.org/10.4155/fmc-2018-0327



https://doi.org/10.4155/fmc-2018-0327

Sustainable Ch y and Ph y 18 (2020) 100325

Contents lists available at Sciencelirect

Sustainable Chemistry and Pharmacy

FLSEVIER journal homepage: hitphwww slsevier comiocatalscp

Repellent activity of essential oils against culicids: A review e
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: The use of plants with repelk has been evidenced as an imgp ool in the docontrol of Calicidae
tavensal atls thas threaten public health. Stodies 0o the main genera used for the biological control of these vectars were
Culicides 1y 4 including articles published from 2000 5o 2019. Specialized databases such a5 Web of

mm&mmgmmmmymwmmwmm

ribwoped vectors and "'"MMMENMMIZIWWW
31 families were identified, with L My and Verby g the largest mamber of
mwNWuMymmmmh—dmhm 1 snﬂs.mu. stems,
mmmamum«mwgmwyayﬁwhmﬁmm“m
lagion Gas chy pled 50 mass sp ,(M)mmmmmlqm
Mmmﬁmmmunkmmmhm the of devel
mmmm“m-mammmmqummummm
possess, which are esseasial for biological costral.

1. Introduction generas e 188 familias ([ hompson, 2006).

The Culicidae (Diptera) family encompasses several epidemiologis
Since the dawn of time insect vectors have been regarded as uns dlynpummmfyng&enmmbmdmm

ﬂmﬂmh@&ud&ymwﬁhmgw demics including arboviruses, filari etc. Roughly

1 h, the first evid of these insects 3000 Culicidae species are humsunemdnnomednl
as propaga af" -M"‘ jons began to emerge. Studies began i H some ," Culex, Aedes and other species
to blish refationships b these beings and diseases such as mhuwnﬁartbarablllyln paga demics for insect

laria, arboviruses and filark (Foractind, 2002} (Rey, 2010)

Anthropi i rapid di change, defc ion, globalk I hwb&nwuelyuuibuhinwmwlhsmd
tion, population i disarderly pation of urban areas and and in the area of public health. Th pound
inconsistent health conditions that favor expansion and viral trans. Mmm»mwmmmm

3 i d the ber of arboviruses, one of ph ids, among others. However, the

hﬁmnhammdﬁmahmh&mudmw&u

Ammmqmmmmqﬂmelﬁmémmpu vectors, in addition to its use to p ] toxicity (Luna
de insetos bem d tanto em de et al, 2004; Beserra et al., 2007). These probl d and i d
nqneu de espieies (Counney and Merritt, .'4'03). Com aprox. many researchers to search for safer and more biodegradable vector

d 150 mil espécies descritas, classificadas em cercade 10mil  control products (Simas er al, 2004).
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Abstract: Isopulegol (ISO) is an alcoholic monoterpene widely found in different plant species,
such as Melissa officinalis, and has already been reported to have a number of pharmacological
properties. Like other terpenes, ISO is a highly volatile compound that is slightly soluble in water,
s0 its inclusion into cyclodextrins (CDs) is an interesting approach to increase its solubility and
bioavailability. Thus, our aim was to evaluate the antiedematogenic and anti-inflammatory activity of
isopulegol and a B-cyclodextrin-isopulegol inclusion complex (ISO/B-CD) in rodent models. For the
anti-inflammatory activity evaluation, antiedematogenic plethysmometry and acute (peritonitis and
pleurisy), as well as chronic (cotton pellet-induced granuloma) anti-inflammatory models, were used.
The docking procedure is used to evaluate, analyze, and predict their binding mode of interaction
with H1 and Cox-2 receptors. The animals (n = 6) were divided into groups: ISO and ISO/-CD,
negative control (saline), and positive control (indomethacin and promethazine). ISO and ISO/B-CD
were able to reduce acute inflammatory activity by decreasing albumin extravasation, leukocyte
migration, and MPO concentration, and reducing exudate levels of IL-1 and TNF-«. 1SO and
1SO/B-CD significantly inhibited edematogenic activity in carrageenan- and dextran-induced paw
edema. Moreover, both significantly reduced chronic inflammatory processes, given the lower
weight and protein concentration of granulomas in the foreign body granulomatous inflammation
model. The results suggest that the inclusion of ISO in B-cyclodextrins improves its pharmacological
properties, with the histamine and prostaglandin pathways as probable mechanisms of inhibition,
and also reinforces the anti-inflammatory profile of this terpene.

Keywords: terpenes; antiedematogenic effect; interleukin; tumor necrosis factor

1. Introduction

Functional foods contain ingredients that can be used for disease prevention, health promotion,
and reductions of symptoms of inflammatory processes. These inflammatory processes are non-specific

Foods 2020, 9, 630; doi:10.33%)/foods9050630 www.mdpi.com/fjournal/foods

https://doi.org/10.3390/foods9050630
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
The aim of this study was to identify the presence of tannins, phenols Recelved 9 November 2016
and flavonoids on the hydroalcoholic extract of Caryocar coriaceurn  Mccepted 21 March 2017
leaves (HECCL) and to determine the antioxidant and antibacterial KEYWORDS

activity of this extract. The extract was tested alone (1024-1 ug/mlL) Antiblotic: antiblotic

or associated (MIC/8) with several antibiotics in order to identify  modifying actvty;

any antibacterial activity against multiresistant bacterial strains synergism; pequl
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa).

The existence of tannins, total phenols (901.31 mg/g) and flavonoids

(89.68 ma/g) was confirmed in the HECCL. The presence of rutin and

quercetin were confirmed by Thin-layer chromatography (TLC). Using

the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) method, the antioxidant

activity of the extract (9 pg/ml) was determined. Moreover, the

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) value found for HECCL

was 1024 pug/ml and the association between HECCL (MIC/8) with

benzylpenicillin significantly changed its minimum inhibitory

concentration from 2500 to 625 pug/ml against E. coli.
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O Ssupplemental data for this article can be accessed at http=//dx.dol.org/10.1080/14786419.2017.131239%.
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Larvicidal Activity of Essential Oils Against dedes aegypti (Diptera: Culicidae)
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ARTICLE HISTORY  Reponing liems for R
OEs with L dal

Lokt &

Recetved: Masch 12, 2000

Y review (SR) was p
Y Mmm)dnﬂmu:mbmuudhmhg
agains Ae. aegypi, through clectronic database searches (Pebmed, Scicace Direct
and Sciclo), covering an overview of the plant sources OEs, which plant pars were used, the exwacnon methods,

'mqu&)hwml@hpndlymymu
rlormed ding to PRISMA gu (Pr

Accepead: My 30, 2020 analytical technigues, major and/or wigh greater p a5 well as the LC s respon-
sblefuhrvdmhly.l-‘ola-qm!y Jyses, plants distrib ‘mn’ lics, 90 gesera and 174 spe-
o= cies were idemtified. The Lami Pi A Euphorb and L

hdummehllheﬂ_he'dwu‘ﬂmmmhvuﬁmﬁnw Practically

@ dphmpcmumimmdmhemd&roEcxmnu Hydrodistillation aad stcam distillation were the main
CrossMarh dentified, with GC-MS/GC-FID rep % ®e main asalysical tochniguees used 10 reveal
dheir chemical comp pecially of serpene d: ln&ucm(’&mmmmh
20 igaticn of aatwnl, ccologically correct and biodegradabl icides with the 150 be used i
Ae. aegypti contsol programs.
Keywords: Aeades acgypti, ial oils, bioi icides, larvicidal activity, hydrodistillation, steam distillation.
LINTRODUCTION These problems have alerted and moti d many h

Denguc is an arbovirus transmitted by infected female e aee
2pti mosquitoes, with the virus having four serotypes (1,2, 3 and 4
DEN). A more severe form of the discase, hemorrhagic dengue
fever, has become an important cause of hospitalization and death
among children and adults in most Asian and Latin Amernican coun=
tries [1} According to the World Health Organization (WHO),
dengue is one of the main public health problems, having around 50
to 100 million new infections cases per year [2]. This mosquito is
also sbie for the ission of other arboviruses such as
whny:lhwf:\‘cr.:hlkmgummdmenhvm[l}.

These de ifest th I

| and temp g w‘bm limatic conditions are favors
able for the quito’s d The quito develops, usu=

with greater occurrence in

search for vector coatrol products which are safer and bnodqnd-
able. An altermative pointed out by scveral rescarchers is the use of
natural products, among which are the essential oils (OEs) [10-12].
OEs are pl i of volatile, lipophilic, odoniferous
and g lly higusd sub btained from plants [13.15]. OEs
are produced by more than 17,500 aromatic plant species belonging
to familics, such as Asteraceae, Lauraccae, Myrtaccae and Lae
miaccac [16]. As fur!bclr oomposmal. th:se are Sonnd mainly by
penes and phenylprog bolites
which confer tbeu’a’gmolqmc properties [17].
The sedative and anxsolytic activities [I8], anti-mflammatory
[19], antmociceptive and anti dic [20], bial [21],

and insect vector repell [22..23],. P stand out among the

allynbalhcpopuhmpmnuhmﬁ:ul‘ ding grounds such
as bottles, disposable tires, plant pots, water tanks and any other
contziner which may accumulate clean water and facilitates Ae.
aegypti develop and q y the msect’s dissemination
[4.5]

A constant concern for 2 means to control this mosquito, aiming
mm&lcemwldmdlb:spuadofdums.wnsmm
Synth are g ly used where substances such as
fe i ephos and mal hi arc the main measure used by
publlc bealh pmgmsbmml Ae aez.pn [6]. However, the

use of has caused vector resise

bioactivities exerted by volatile oils.

With respect to msecticidal activities displayed by natural prod-
ucts, especially against Ae. acgypti, studies report a toxic potentzal
for OEs against all stages of vector development, that ix, these exert
ovicidal, larvicadal, pupicidal and adulticidal activities [24-27].

Knowing the importance of controlling this vector and based on
the activities exerted by compounds with plant origin, this review
had the objective of carrying out a bibliographic survey of publica-
tions reporting OEs with insecticidal properties. This SR was re-
smdbahnmchlam\nyapmnﬂe aegypii, with the emphae
sis bclng given %o aspects associated with the plant species used for

m:c.nnﬁhnonlnmusc ity to the enve
[7-9].

g the OEs, the extraction methods, chromatographic teche
nigues, chemical constituents and lethal concentrations (LC o) re=
sl for larval mortality.

'Mwmwmmrnlhewdknw
i ional Un ty of Canini, Urca, Rua Cel. Astonio Luis

ll&l hnu-.bllbsm Craso (CE), Brazil; Tel: +55(88)31021212;
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1873428620 S65.00+.00

=

2. METHODOLOGY
This SR was executed according to PRISMA guidelines [28].
The search of studies was camied out through a database scarch

© 2020 Beatham Science Publishers
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Abstract

The objective of this work was o evaluate the inhibitory effect of quercetin on 5. aurens Efflux Pumps. The MIC of Quercetin
was evaluated through the broth microdilution method, as well as the Efflux Pump inhibition assay through the method of
reducing the antibiotic minimum inhibitory concentration as well as that of ethidium bromide. The in silico approach through
bioinformatics was performed to demonstrate the molecular mechanism of interaction of the substrate and the binding cavity. The
Quercetin inhibition concentration was not clinically relevant. With respect to the reversal of bacterial resistance effect by efflux
pump inhibition, this effect was observed with the strains carrying the TetK and NorA pumps. Regarding the interaction between
the Quercetin complex and the NoeA pump, the extra stability was provided by hydrogen bonds produced by the hydroxyl group.
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