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RESUMO

O uso de produtos de origem vegetal tem sido uma alternativa importante para a industria de
alimentos e farmacéutica. Entre estes, os 6leos essenciais tém apresentado diversas propriedades
farmacolégicas, destacando-se o género Cymbopogon pertencente a familia Poaceae que abriga a
espécie Cymbopogon citratus, conhecida popularmente como capim limao, principalmente pela
alta toxicidade em produtos pesticidas e suas propriedades microbioldgicas. Nesse viés, este
trabalho objetivou avaliar o perfil quimico e a atividade acaricida in silico e in vitro do 6leo
essencial das folhas de Cymbopogon citratus coletadas em ltacoatiara. O dleo essencial foi obtido a
partir da extracdo por hidrodestilacdo das folhas frescas em aparelho de Clevenger, avaliados in
silico por modelagem molecular usando o software Gold da Hermes e por fim analisados in vitro
para avaliar a toxicidade em S. pontifica para atividade acaricida e inibicdo enzimatica de
Acetilcolinesterase. O o¢leo essencial obtido com rendimento 0,97%, apresentou como
componentes majoritarios o Limoneno (10,2%), Dialil dissulfeto( 22,4%), Safrol (8,76%), Dilapiol
(11,8%), 1 nitro 2 feniletano (9,8%) e Metileugenol(21,3%). O Oleo apresentou capacidade
citotoxica tanto para atividade acaricida in vitro, quanto para acetilcolinesterase in silico.
Obtendo-se um produto promissor para etapas seguintes de investigacao.
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais vém sendo utilizados pela humanidade desde os tempos remotos com
o intuito de tratar males e enfermidades. No estudo da Quimica dos Produtos Naturais
destacam-se os dleos essenciais, produtos produzidos pelas plantas com diferentes atividades
biolégicas e com amplo espectro de acdo (TARIQ et al.,2019; NATU;TATE.,2019).

Entre os géneros botanicos que se destacam na producado de déleos essenciais destaca-se o
género Cymbopogon pertencente a familia Poaceae que abriga a espécie Cymbopogon citratus,
conhecida popularmente como capim limdo (CORTEZ et al.,2015). O dleo essencial de
Cymbopogon citratus é composto por diversos metabdlitos de interesse clinico dentre estes
destacam-se o citral e o geranial, esta espécie é conhecida por suas diferentes atividades
farmacoldgicas: alelopatica, citotoxica, antiespasmaddica e entre outras (RANADE.,2015).

Atualmente as industrias vém desenvolvendo produtos utilizando insumos vegetais onde
umas das propriedades bioldgicas de interesse é a atividade acaricida , uma vez que os 6leos
essenciais e extratos de diversas plantas tém atuado como importantes acaricidas naturais o que
pode reduzir o uso de agroquimicos que causam danos aos plantios e aos diferentes ecossistemas
(RANADE.,2015).
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Um dos métodos pelos quais a industria farmacéutica investiga a interacdo de uma
substancia com um alvo é por meio dos estudos in silico através do (Docking molecular) e da
Quimica Computacional. Trata-se de um método de predicdo e simulacdo da interacdo de uma
molécula bioativa com um sitio ativo, que utiliza softwares especificos (BRAGA.,2015).

Até o presente momento, ainda ndo foram encontrados relatos na literatura acerca da
atividade acaricida in silico e in vitro do 6leo essencial das folhas de Cymbopogon citratus frente
acaros de graos armazenados como o Suidasia pontifica Oudemans (1905) espécie de interesse
clinico.

2. OBJETIVO GERAL
Avaliar o perfil quimico e a atividade acaricida in silico e in vitro do 6leo essencial das
folhas de Cymbopogon citratus coletadas em Itacoatiara.

3. METODOLOGIA
3.1 Coleta do vegetal

As folhas de Cymbopogon citratus foram coletadas no Campus 1 da UFAM em lItacoatiara,
levadas para o laboratdrio de Quimica de Produtos Naturais, foram limpas com auxilio de uma
flanela e pesadas.
3.2 Obtengao do odleo essencial

O d6leo essencial foi obtido por hidrodestilacao das folhas frescas em aparelho de Clevenger,
durante 4 horas, utilizando-se 800 gramas de folhas. Em seguida a amostra de 6leo essencial foi
centrifugada por 10 minutos a 3500 RPM. O rendimento foi calculado e a amostra foi mantida em
tubo falcon tampado sob refrigeracao até o momento de ser analisada.
3.3 Analise do 6leo essencial

A analise quimica do dleo essencial foi realizada por meio da técnica de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e a identificacdo dos constituintes ocorreu
por meio do célculo do indice Aritmético e comparacdo dos espectros de massas com dados da
literatura.
3.4 Ensaio acaricida in vitro

Para o ensaio acaricida, foram usados recipientes de vidro de 2,5 L que consistiram nas
camaras de fumigacdo, e foram inseridas trés unidades, cada uma contendo 30 individuos adultos
de S. pontifica e 5 mg de farinha de trigo. O 6leo essencial foi aplicado nas doses: 0, 4, 0,8, 1,2, 1,6
e 2 pL/L de ar em tiras de papel filtro e nada foi aplicado a testemunha. Adotou-se o delineamento
inteiramente casualizado. Os acaros mortos foram contabilizados apds 24, 48 e 72 horas. A
mortalidade corrigida foi calculada em funcdo da mortalidade natural da populacdo, que foi
observada no tratamento controle. A analise estatistica foi realizada por meio da analise no
software R.

3.5 Ensaio acaricida in silico

A triagem virtual in silico foi realizada a partir da obtencdo dos ligantes utilizando o
software ChemDraw (versdo 12) e posteriormente transformados em 3D no software Chem3D.
Esses ligantes foram selecionados a partir dos compostos majoritarios do éleo essencial de
Cymbopogon citratus. Os arquivos foram salvos em formato mol.1 e armazenados em uma pasta
na area de trabalho. Posteriormente foi obtido o arquivo 3D da proteina (alvo molecular) a partir
do Protein Data Bank (PDB; CODIGO:1AX9) o qual também foi armazenado na pasta mencionada
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anteriormente. O Alvo e os ligantes foram tratados para adicdo de cargas, retiradas de cofatores, e
otimizagdo das moléculas para posterior ancoramento (docking molecular).

O Docking molecular foi realizado utilizando o software Gold. Os parametros de docking
consistiram na validacdo do alvo obtido do PDB, a fim de obter-se valores de RMSD (Desvio
quadratico médio) abaixo de 2 A. Foram testadas diferentes fun¢des de pontuac3o e raios de busca
dentro do sitio ativo do alvo. Apés validagao, o arquivo gold. foi utilizado para adicionar os ligantes
desenhados e finalmente o ancoramento foi realizado.

Para analise dos resultados os diferentes arquivos log de cada molécula foram analisados e
as funcbes de pontuacdo foram anotadas e os arquivos dos resultados salvos separadamente. Os
arquivos foram analisados no software Discovery Studio para determinacdo das interacoes
intermoleculares e assim predizer a afinidade dos ligantes frente ao alvo selecionado.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Rendimento e composi¢cao quimica do 6leo essencial.

O rendimento do 6leo essencial foi de 0,97% e foram identificados quimicamente 79
constituintes quimicos. Os compostos majoritarios foram: Limoneno (10,2%), Dialil dissulfeto
(22,4%), Safrol (8,76%), Dilapiol (11,8%), 1 nitro 2 feniletano (9,8%) e Metileugenol(21,3%). Estes
resultados foram superiores aos obtidos por Cortez et al., (2015).

4.2 Atividade acaricida in vitro

O percentual de mortalidade dos acaros apresentou o perfil dose dependente, além disso,
apresentou maior taxa de mortalidade na concentragdo de 2 uL/L de ar para o tratamento em 48
horas. O 6leo essencial causou mortalidade significativamente maior apds 48h (39,24%) e 72h
(38,25%), em comparacgdo ao teste de 24h (30,28%).

4.3 Atividade acaricida in silico frente a acetilcolinesterase

A partir da validacdo do alvo os parametros do docking foram determinados, obtendo-se
um valor de RMSD de 1,1115 A. Em conjunto, a funcdo de pontuagdo selecionada foi a ChemPLP
em um raio de busca de 5,0. Além disso, a figura 1 mostra a sobreposicao do ligante original
confirmando a validacdo da metodologia de docking utilizada.

Figura 1. Visualizacdo da sobreposicdo do ligante original na etapa de validacao.

Fonte: Os autores.,(2024)

Os valores de pontuacdo fitness considerados no gold como parametro de afinidade tanto
para o ligante original co-cristalizado quanto para os ligantes selecionados para andlise foram: LIG
original (Edrofénio)= 56.3669 fazendo ligacdo de hidrogénio com a HIS440. CO1(limoneno)=
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45.9479, fazendo outras interacdes com PHE330, HIS440 e TYR442, CO2(Dialil dissulfeto)= 42.5075
fazendo outras interacdes com TYR442; PHE330; HIS440; TYR130 e LEU127, CO3(Safrol)= 49.8891
fazendo ligacdo de hidrogénio com a SER122 e outras interacdes com TYR442 e PHE330, CO4
(Dilapiol)= 61.5529 fazendo liga¢do de hidrogénio com a SER122 e outras interagdes com PHE331;
PHE330; HIS440 e GLY117, CO5(1 nitro 2 feniletano)= 49.9363 fazendo ligacao de hidrogénio com
SER122;TYR121 e outras interacdes com PHE330 e CO6(Metileugenol)= 55.5514 fazendo ligacdo de
hidrogénio com a SER122 e outras interagcdes com TYR442;TYR121; PHE330; LEU127.

E possivel notar que conforme descrito acima que todos os ligantes apresentaram valores
de pontuacdo proximos ao do original, onde somente C04 foi capaz de superar o valor do padrao,
indicando uma superioridade na afinidade de ligacdo. Além disso, com excecdao de CO1 e C02,
todos os demais apresentaram ao menos 1 ligacao de hidrogénio, altamente favoravel e especifica
em estudos de relagdo estrutura-atividade. Em contrapartida aos resultados positivos, as andlises
das interacGes demonstraram a ocorréncia de uma ligacdo desfavoravel a qual pode interferir na
estabilidade da interacdo. Porém somente este ponto ndo pode ser considerado para descartar
uma molécula como promissora na analise de docking, uma vez que todos os outros parametros
citados anteriormente devem ser considerados. Além do exposto, as demais ligacGes presentes
indicam que todos os ligantes estdo exatamente no sitio ativo da enzima acetilcolinesterase,
selecionada para este estudo, indicada a partir dos aminodcidos do sitio catalitico.

5. CONCLUSOES

O 6leo essencial das folhas de Cymbopogon citratus apresentou em sua composicdo
quimica, compostos de interesse farmacolégico e potencial acaricida in vitro. O teste de atividade
in silico apresentou atividade positiva, todavia devem ser realizados estudos mais aprofundados
gue possam investigar o mecanismo de acdo dos compostos presentes no oleo essencial da
espécie a fim de garantir a seguranca de seu uso para testes em larga escala e o desenvolvimento
de formula¢des com potencial acaricida.
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