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RESUMO

O presente estudo investiga a composi¢do quimica, a atividade antimicrobiana e o perfil de
interacdes moleculares dos 6leos essenciais de Mimosa verrucosa Benth., por meio da integragao
de abordagens experimentais € computacionais, com o objetivo de explorar seu potencial como
agentes multialvo. Os O6leos essenciais dos frutos e das folhas foram caracterizados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), evidenciando a
predominancia de compostos terpénicos, especialmente sesquiterpenos. A atividade antifingica do
0leo essencial dos frutos foi avaliada frente a espécies do género Candida, apresentando valores
consistentes de concentracdo inibitoéria minima (CIM), sugerindo um mecanismo de a¢ao associado
a estruturas celulares conservadas. Ensaios complementares indicaram possivel interagdo com
componentes da membrana celular. As andlises de docking molecular, direcionadas a enzima
esterol 14a-desmetilase (CYP51), revelaram afinidades de ligagcdo favoraveis para os principais
constituintes, corroborando um efeito relacionado a integridade da membrana em nivel molecular.
A atividade antibacteriana do 6leo essencial das folhas foi avaliada frente a Staphylococcus aureus,
apresentando efeito inibitério moderado. Estudos de docking molecular envolvendo multiplos
alvos bacterianos, incluindo PBP2a, FtsZ, Fabl, DHFR e ClpP, demonstraram que os
sesquiterpenos apresentaram as energias de ligacdo mais favoraveis e maior recorréncia de
interacdes com diferentes proteinas. Esse padrao sugere a capacidade desses compostos de atuar
simultaneamente em multiplas vias celulares essenciais. A integracdo dos dados quimicos,
bioldgicos e computacionais sustenta um modelo de agdo multialvo, no qual a atividade biologica
dos 6leos essenciais resulta da atuacdo combinada e complementar de seus constituintes. Esses
resultados reforcam o potencial de M. verrucosa como fonte de compostos bioativos e destacam a

relevancia de abordagens integrativas no estudo de produtos naturais complexos.

Palavras-chave: Mimosa verrucosa; 6leos essenciais; atividade antimicrobiana; docking

molecular; resisténcia microbiana.



ABSTRACT

The present study investigates the chemical composition, antimicrobial activity, and molecular
interaction profile of essential oils obtained from Mimosa verrucosa Benth., integrating
experimental and computational approaches to explore their potential as multi-target agents.
Essential oils from fruits and leaves were chemically characterized by gas chromatography—mass
spectrometry (GC-MS), revealing a predominance of terpenoid compounds, particularly
sesquiterpenes. The antifungal activity of the fruit essential oil was evaluated against Candida
species, exhibiting consistent minimum inhibitory concentration (MIC) values, suggesting a
mechanism associated with conserved cellular structures. Complementary assays indicated a
possible interaction with membrane components. Molecular docking analyses targeting sterol 14a-
demethylase (CYP51) demonstrated favorable binding affinities for major constituents, supporting
a membrane-associated mode of action at the molecular level. The antibacterial activity of the leaf
essential oil was assessed against Staphylococcus aureus, showing moderate inhibitory effects.
Docking studies against multiple bacterial targets, including PBP2a, FtsZ, Fabl, DHFR, and ClpP,
revealed that sesquiterpenes exhibited the most favorable binding energies and interaction profiles
across different proteins. This distribution of interactions suggests the ability of these compounds
to act on multiple cellular pathways simultaneously. The integration of chemical, biological, and
in silico data supports a multi-target model of action, in which the biological activity of the essential
oils arises from the combined and complementary effects of multiple constituents rather than a
single active compound. These findings reinforce the potential of M. verrucosa essential oils as
sources of bioactive molecules and highlight the relevance of integrative approaches in the study

of complex natural products.

Keywords: Mimosa verrucosa; essential oils; antimicrobial activity; molecular docking; microbial

resistance
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APRESENTACAO - ESTUDO FITOQUIMICO E AVALIACAO DA ATIVIDADE
BIOLOGICA DE Mimosa verrucosa BENTH. (LEGUMINOSAE)
INTRODUCAO

A crescente demanda por novos agentes antimicrobianos tem impulsionado a investigagao
de produtos naturais como fontes estratégicas de compostos bioativos (LOPEZ-VALVERDE et al.,
2023). Esse cenario torna-se ainda mais critico diante da expansao global da resisténcia microbiana,
fendmeno que compromete progressivamente a eficacia de terapias convencionais e representa uma
das principais ameagas contempordneas a saude ptblica (BONIFACIO et al., 2014). Nesse
contexto, a biodiversidade vegetal, especialmente em ecossistemas tropicais, constitui um
reservatorio quimico de elevada complexidade e ainda subexplorado, com potencial significativo
para a identificacdo de moléculas funcionalmente relevantes (RUTALA et al., 2000).

O bioma Caatinga insere-se nesse cenario como um sistema ecologico singular,
caracterizado por condigdes edafoclimaticas restritivas, incluindo irregularidade hidrica acentuada,
elevada incidéncia de radiacdo solar, altas temperaturas e solos frequentemente pobres em
nutrientes (QUEIROZ; LEITE; VASCONCELOS, 2023). Essas condi¢des impdem uma forte
pressdo seletiva sobre as espécies vegetais, favorecendo o desenvolvimento de estratégias
adaptativas complexas. Como consequéncia, observa-se a produ¢do de metabodlitos secundarios
com func¢des ecologicas bem definidas, como defesa contra herbivoria, protecdo contra estresse
oxidativo e interagdo com microrganismos (SOUZA; CORDULA; CAVALCANTI, 2024).

Diferentemente de outros biomas tropicais mais imidos, a Caatinga apresenta um regime
ambiental marcado por ciclos de estresse e recuperacdo, o que pode intensificar a plasticidade
metabolica das espécies vegetais. Esse dinamismo ambiental contribui para a gera¢do de perfis
quimicos diversificados, especialmente no que se refere a producdo de compostos volateis, como
os constituintes de oOleos essenciais. Assim, a flora da Caatinga ndo apenas representa um
repositorio de diversidade taxondmica, mas também um sistema altamente relevante do ponto de
vista da diversidade funcional de metabolitos (CASTELO BRANCO et al., 2012).

Entre os tdxons representativos desse bioma, o género Mimosa (Fabaceae) destaca-se pela
elevada diversidade e ampla distribui¢do, com ocorréncia significativa no Nordeste brasileiro
(OBISTIOIU et al., 2021). Espécies desse género t€m sido associadas a produgdo de compostos
com atividades biologicas relevantes, embora grande parte dessa diversidade ainda permanecga
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pouco explorada sob uma perspectiva integrada (ARAYA-CLOUTIER et al., 2017; GUTIERREZ-
DURAN et al., 2026). Em particular, permanece limitada a compreenséo da variabilidade quimica
intraespecifica e de como diferentes 6rgaos vegetais podem influenciar tanto a composi¢do quimica

quanto as propriedades biologicas associadas.

1. OLEOS ESSENCIAIS COMO SISTEMAS QUIMICOS MULTIFUNCIONAIS

Oleos essenciais constituem sistemas quimicos complexos, formados predominantemente
por terpenoides volateis derivados das vias biossintéticas do mevalonato (MVA) e do metileritritol
fosfato (MEP), responsaveis pela producdo de monoterpenos e sesquiterpenos (BUHAESCU;
IZZEDINE, 2007). Esses compostos apresentam elevada diversidade estrutural e funcional,
estando associados a fungdes ecoldgicas especificas, como defesa quimica contra herbivoria,
protecdo frente a microrganismos e participacdo em processos de comunicagdo planta—ambiente
(LOMBARD; MOREIRA, 2011). A volatilidade e a lipofilicidade dessas moléculas favorecem sua
interagdo com sistemas biologicos, justificando seu interesse farmacologico.

A atividade antimicrobiana desses sistemas esta frequentemente relacionada a interacao de
seus constituintes com estruturas lipidicas, especialmente membranas celulares. Monoterpenos
como a-pineno e 1,8-cineol, assim como sesquiterpenos como cariofileno e humuleno, apresentam
afinidade por regides hidrofobicas da bicamada fosfolipidica, promovendo aumento da
permeabilidade, desorganizacdo estrutural e perda de integridade da membrana (MOO et al., 2021;
VILLECCO et al., 2008). Esse processo pode resultar em extravasamento de ions, colapso do
potencial de membrana e comprometimento de processos essenciais, incluindo transporte de
elétrons e sintese de ATP. Em fungos, efeitos andlogos tém sido descritos, frequentemente
associados a interagdo com ergosterol ou a desestabilizagdo da membrana plasmatica,
comprometendo a integridade celular e a homeostase osmética (YELBOGA; KARAKUS, 2023).

Evidéncias também indicam que determinados constituintes de Oleos essenciais podem
interagir com alvos intracelulares, incluindo enzimas envolvidas em vias metabolicas criticas e
proteinas associadas a divisdo celular e a biossintese da parede bacteriana (BITENCOURT et al.,
2022; FIGUEROA; ORTIZ; HENNINGSEN, 2021). Em sistemas flingicos, essas interagdes
podem envolver enzimas da via de biossintese de esterdis, como a lanosterol 14a-desmetilase
(CYP51), bem como outros componentes essenciais a manutengdo da estrutura e funcionalidade
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celular (STUCKEY; SANTIAGO-TIRADO, 2023). A multiplicidade dessas interagdes sugere um
modo de agdo distribuido, caracterizado pela atuagdo simultinea sobre diferentes estruturas e
processos celulares (ROCHA et al., 2021).

A complexidade quimica dessas misturas favorece a ocorréncia de efeitos sinérgicos ou
aditivos entre seus constituintes (NAZZARO et al., 2013). Compostos majoritarios podem atuar
como agentes de perturbagdo estrutural inicial, facilitando a penetragdo de componentes
minoritarios que passam a interagir com alvos moleculares mais especificos. Esse comportamento
cooperativo contribui para a eficacia bioldgica dos oleos essenciais € impde maior dificuldade a
adaptacdo microbiana, tanto em bactérias quanto em fungos (SAAD; MULLER; LOBSTEIN,
2013).

A interpretagdo desses sistemas sob a perspectiva multialvo tem se mostrado
particularmente relevante frente a microrganismos com elevada plasticidade adaptativa, como
Staphylococcus aureus e espécies do género Candida. A possibilidade de interagdo simultanea com
proteinas envolvidas em processos essenciais, como biossintese da parede celular, divisdo celular
e metabolismo, amplia o entendimento de seu potencial bioldgico. A integracdo entre ensaios
experimentais e abordagens computacionais permite explorar essas interagdes em nivel molecular,
contribuindo para a constru¢do de hipdteses mecanisticas mais consistentes (KOWALCZYK,

2024).

1.1 Variabilidade intraespecifica e influéncia da matriz vegetal

A composi¢ao quimica de 6leos essenciais apresenta elevada variabilidade, sendo modulada
por fatores ambientais, genéticos e fisiologicos. Entre esses, a matriz vegetal utilizada para extragao
constitui um determinante central, uma vez que diferentes 6rgaos desempenham fungdes ecologicas
especificas e, por consequéncia, exibem perfis metabodlicos diferenciados (YU et al., 2025). Essa
heterogeneidade pode ser compreendida a luz da plasticidade metabdlica das plantas, que ajustam
a producao de metabodlitos secundarios em resposta a pressdes seletivas distintas (DAS;
PRAKASH, 2024).

A ocorréncia de quimiotipos intraespecificos e a variagdo na abundancia relativa de
compostos volateis refletem nao apenas condigdes ambientais, mas também a especializacao
funcional dos orgdos vegetais. Folhas, frequentemente expostas a herbivoria e estresse abiotico
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direto, tendem a concentrar compostos com fungdes defensivas e volateis de rapida difusdo
(GONCALVES; MANSINHOS; ROMANO, 2023). Frutos, por sua vez, podem apresentar perfis
quimicos associados a protecao contra patdgenos e a interagdo com dispersores, resultando em
composigdes distintas tanto em termos qualitativos quanto quantitativos (GIORGI et al., 2015).

Essa diferenciagdo quimica possui implicagdes diretas na atividade biologica dos o6leos
essenciais. Variagdes na composi¢do podem alterar propriedades fisico-quimicas, como
lipofilicidade e volatilidade, influenciando a capacidade de interagdo com membranas celulares e,
potencialmente, com alvos moleculares especificos. Consequentemente, diferencas entre partes
vegetais de uma mesma espécie podem resultar em perfis distintos de atividade antimicrobiana e
em padrdes variados de interacdo com sistemas bioldgicos (GORNI; PACHECO; SPERA, 2025;
KHAN et al., 2025).

No caso de M. verrucosa, a literatura ainda apresenta lacunas quanto a analise comparativa
entre diferentes Orgdos vegetais sob uma abordagem integrada. A auséncia de estudos que
correlacionem composicdo quimica, atividade bioldgica e interagdo molecular limita a
compreensdo do papel da variabilidade intraespecifica no potencial farmacoldgico da espécie

(ROCHA et al., 2024; MONCAO; ARAUJO; CITO, 2019)

1.2 Integracio de abordagens experimentais e computacionais

A integracdo entre ensaios experimentais e abordagens in silico tem se consolidado como
uma estratégia metodologica relevante na investigagdo de produtos naturais, especialmente diante
da complexidade quimica de sistemas como os 6leos essenciais (SAGSOZ et al., 2025). Ensaios
microbiologicos, como a determinagdo da concentracdo inibitoria minima (MIC), permitem
quantificar a atividade antimicrobiana em condigdes controladas, fornecendo uma medida
operacional da efic4cia biologica frente a microrganismos especificos. Esse parametro, embora
amplamente utilizado, reflete um resultado fenotipico global, resultante da interagdo simultanea de
multiplos constituintes com diferentes alvos celulares (SILVA et al., 2024).

A interpreta¢do mecanistica desses resultados experimentais apresenta limitagdes inerentes,
uma vez que ndo discrimina, em nivel molecular, quais componentes sdo responsaveis pelos efeitos
observados nem quais vias celulares sdo predominantemente afetadas. A complexidade das
misturas e a possibilidade de interagdes sinérgicas entre compostos tornam ainda mais desafiadora
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a identificagdo de mecanismos de acdo especificos a partir de dados exclusivamente experimentais
(DA SILVA et al., 2020).

Abordagens computacionais, particularmente o docking molecular, oferecem uma
perspectiva complementar ao permitir a investigacao de interagdes entre ligantes e alvos proteicos
em nivel atdmico (ASSAGGAF et al., 2023). Esse método baseia-se na predi¢do da orientacdo
conformacional (pose) de uma molécula dentro do sitio ativo de uma proteina, associada a
estimativas de energia livre de ligagao (AG), que refletem a afinidade tedrica entre ligante e alvo.
Embora essas estimativas sejam aproximadas e dependam de fungdes de pontuacao simplificadas,
o docking fornece informagdes relevantes sobre possiveis modos de interacdo, incluindo liga¢des
hidrofobicas, interacdes m e contatos com residuos cataliticamente importantes (SHARMA;
KAUR, 2022).

No contexto de S. aureus, diferentes proteinas estdo envolvidas em processos essenciais a
sobrevivéncia e viruléncia bacteriana, incluindo enzimas associadas a biossintese da parede celular,
como a proteina ligadora de penicilina PBP2a, proteinas estruturais envolvidas na divisdo celular,
como FtsZ, além de alvos metabdlicos como Fabl, DHFR e proteases como ClpP (ARAUJO et al.,
2021). A avaliagdo da interacdo de constituintes de Oleos essenciais com esses alvos permite
explorar a possibilidade de interferéncia em multiplas vias celulares, compativel com o carater
multifatorial da atividade antimicrobiana desses sistemas (SHARMA et al., 2025).

Em organismos fungicos, mecanismos analogos podem ser considerados, com destaque
para enzimas envolvidas na biossintese de esterdis, como a lanosterol 14a-desmetilase (CYP51),
amplamente reconhecida como alvo de antifingicos. A andlise de interagdes entre compostos
volateis e esse tipo de proteina contribui para a compreensdo do potencial antifungico de 6leos
essenciais em nivel molecular, ainda que em carater preditivo (MEDEIROS, 2018).

A combinacdo entre dados experimentais e resultados de docking ndo implica validagao
direta de mecanismos de acdo, mas permite a constru¢do de hipdteses mecanisticas plausiveis,
especialmente quando padrdes consistentes de interagdo sdo observados entre diferentes compostos
e multiplos alvos (RIGBY, 2024). Essa abordagem integrada ¢ particularmente relevante para
sistemas quimicos complexos, nos quais a atividade bioldgica emerge da acdo combinada de
diversos constituintes, reforgando a interpretacdo de 6leos essenciais como sistemas de atuacao

potencialmente multialvo (LAHLOU, 2026).
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1.3. DELIMITACAO DO PROBLEMA E HIPOTESE DE TRABALHO

Apesar do avanco no estudo de Oleos essenciais, permanece limitada a compreensao
integrada entre variabilidade quimica intraespecifica, atividade antimicrobiana e interacao
molecular com alvos biologicos (BAKKALI et al., 2008). Em particular, ha uma lacuna no
entendimento de como diferentes partes vegetais de uma mesma espécie podem influenciar esses
parametros de forma sistematica (DHIFI et al., 2016; HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012;
ANGANE et al., 2022)

Diante desse cendrio, esta tese parte da hipdtese de que diferentes 6rgaos de M. verrucosa
apresentam perfis quimicos distintos em seus 6leos essenciais, 0 que resulta em variacdes na
atividade antimicrobiana e no padrdo de interagdo com alvos moleculares relevantes, configurando

um comportamento potencialmente multialvo.
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FUNDAMENTOS DA INVESTIGACAO: PRODUTOS NATURAIS, Mimosa E ACAO
MULTIALVO

INTRODUCAO

O género Mimosa (Fabaceae) constitui um dos grupos mais representativos da subfamilia
Mimosoideae, com aproximadamente 540 espécies predominantemente distribuidas em regioes
neotropicais (SILVA et al., 2011). Sua ocorréncia abrange diferentes biomas sul-americanos, com
destaque para Caatinga, Cerrado ¢ Mata Atlantica, nos quais as espécies exibem elevada
plasticidade ecologica e capacidade de ocupacao de nichos ambientais contrastantes (CAMARGO-
RICALDE et al., 2001). Essa ampla distribuicdo geografica estd associada a um conjunto de
estratégias adaptativas que incluem modificacdes morfofisioldgicas, ajustes metabdlicos e
interagdes simbidticas com microrganismos do solo (SILVEIRA, 2015).

No bioma Caatinga, caracterizado por regimes hidricos irregulares, alta incidéncia de
radiagdo solar e solos frequentemente pobres em matéria organica, as espécies de Mimosa estao
submetidas a intensas pressdes seletivas (IWAZAKI, 2008). Essas condigdes favorecem o
desenvolvimento de mecanismos de tolerancia ao estresse abiotico, incluindo reducgdo da area foliar
efetiva, presenca de estruturas de protecao mecanica, controle estomatico eficiente e estratégias de
armazenamento hidrico. Paralelamente, a limita¢do de recursos e a elevada pressao por herbivoria
e colonizagdo microbiana contribuem para a sele¢do de vias metabolicas especializadas voltadas a
producdo de compostos secundarios com func¢des defensivas (JUNIOR, 2024).

A associagdo simbiotica com bactérias fixadoras de nitrogénio, especialmente do género
Rhizobium, representa um dos principais fatores que sustentam o sucesso ecologico das espécies
de Mimosa (JUNIOR, 2014). Essa interacdo possibilita a fixacdo biologica de nitrogénio
atmosférico, permitindo o estabelecimento em solos com baixa disponibilidade de nutrientes. A
eficiéncia dessa simbiose influencia diretamente o crescimento vegetal e a dindmica de colonizacao
de areas degradadas, conferindo ao género relevancia ecoldgica em processos de sucessao vegetal
e recuperacao ambiental (PAULO, 2016).

Do ponto de vista evolutivo, a diversidade observada no género reflete processos de
radiacdo adaptativa associados a ocupagdao de ambientes heterogéneos. A variabilidade intra e
interespecifica, tanto em caracteristicas morfologicas quanto quimicas, sugere que diferentes
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linhagens tenham desenvolvido estratégias metabolicas especificas em resposta a pressoes
ambientais locais. Essa heterogeneidade se manifesta, por exemplo, na variagao da composi¢ao de
metabolitos secundarios entre populagdes geograficamente distintas, indicando que fatores
edafoclimaticos podem atuar como moduladores da biossintese de compostos bioativos
(OLIVEIRA, 2018; SILVA, 2020).

A produgdo de metabolitos secundarios em Mimosa esta intimamente relacionada a fungdes
ecologicas, incluindo defesa contra herbivoros, inibi¢do do crescimento de microrganismos
competidores ¢ mediagdo de interagdes planta-microrganismo (OLIVEIRA, et al., 2020).
Compostos fendlicos, alcaloides e terpenoides desempenham papéis centrais nesses processos,
atuando tanto como barreiras quimicas quanto como moléculas sinalizadoras (NUNES et al., 2008).
A expressdo diferencial dessas vias metabdlicas, influenciada por fatores ambientais e fisioldgicos,
contribui para a formagao de perfis quimicos distintos entre espécies, 6rgaos vegetais e estagios de
desenvolvimento (PEREIRA et al., 2019).

Esse conjunto de caracteristicas posiciona o género Mimosa como um modelo relevante
para estudos integrados envolvendo ecologia quimica, adaptacdo ambiental e prospeccdo de
compostos bioativos. A compreensdo das relagcdes entre ambiente, diversidade metabodlica e funcao
biologica representa um eixo fundamental para a exploragdo racional do potencial quimico dessas
espécies, especialmente em biomas como a Caatinga, onde condi¢des extremas tendem a favorecer

a producao de metabodlitos com elevada atividade biologica (LIMA; SANTOS; LA PORTA, 2018).

2.1 Aspectos taxonomicos e morfolégicos do género Mimosa

O género Mimosa pertence a familia Fabaceae, ordem Fabales, e apresenta grande
diversidade estrutural, incluindo espécies arboreas, arbustivas, herbaceas e lianescentes. A
morfologia das espécies ¢ caracterizada, de modo geral, por folhas bipinadas, frequentemente
associadas a movimentos nictindsticos e tigmonasticos em algumas espécies, além da presenca
variavel de actleos ao longo dos ramos (AMORIM et al., 2016).

As inflorescéncias sdo predominantemente do tipo espiga ou capitulo, com flores pequenas,
geralmente bissexuadas, nas quais os estames se destacam pela projecdo além da corola. Os frutos

apresentam-se como craspédios, podendo variar quanto a forma, textura e grau de segmentacao,
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enquanto as sementes sdo tipicamente plano-compressas, com variagdo na colora¢io e no tamanho

(CORDULA; MORIM; ALVES, 2014).

Figura 1. Flores, frutos e folhas de M. verrucosa coletadas no municipio de Jequié. Fotografia
registrada pelo autor em Jequié — BA (abril de 2024).

A diversidade morfoldgica observada no género estd diretamente relacionada a sua
capacidade de adaptacdo a diferentes condi¢des ambientais. Entretanto, a sobreposicdo de
caracteristicas estruturais entre espécies pode dificultar sua delimitagdo taxondmica, tornando
necessarias abordagens integradas que incluam analises morfoldgicas, anatomicas e moleculares

para uma identificagdo precisa (GURGEL et al., 2012).

2.2 Diversidade fitoquimica do género Mimosa

Estudos fitoquimicos conduzidos com espécies do género Mimosa demonstram a presenga
de uma ampla variedade de metabolitos secundarios, incluindo flavonoides, alcaloides, taninos,
saponinas, terpenoides e acidos fenolicos. Essa diversidade quimica esta associada a diferentes
fungdes biologicas e ecologicas, além de contribuir para o potencial farmacoldgico dessas espécies
(DE SOUSA et al., 2025).

Entre os compostos mais investigados, destacam-se os flavonoides, frequentemente
associados a atividade antioxidante e a modulagdo de processos inflamatdrios. Alcaloides, como a

mimosina, apresentam relevancia bioldgica devido a sua capacidade de interferir em processos
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celulares, incluindo proliferacdo e metabolismo. Taninos e saponinas, por sua vez, t€ém sido
relacionados a atividades antimicrobianas e cicatrizantes, frequentemente descritas em estudos com
extratos vegetais (SILVA et al., 2019).

A diversidade estrutural desses metabolitos reflete a complexidade bioquimica do género,
sendo estimado que mais de uma centena de compostos distintos ja tenham sido identificados em
diferentes espécies. Essa riqueza fitoquimica reforga o interesse cientifico no género como fonte

de moléculas bioativas e como modelo para estudos envolvendo produtos naturais (PENA et al.,

2006).

2.3 Oleos essenciais: localizacdo, composicio e variabilidade

Os 6leos essenciais sao misturas complexas de compostos volateis produzidos por plantas
e armazenados em estruturas especializadas, como tricomas glandulares, cavidades secretoras e
idioblastos. Em espécies do género Mimosa, esses compostos podem ser encontrados em diferentes
orgdos vegetais, incluindo folhas, flores, caules e raizes, refletindo fun¢des ecologicas especificas
(PERRIOT et al., 2010).

A composicao quimica dos Oleos essenciais ¢ predominantemente constituida por
monoterpenos e sesquiterpenos, derivados das vias biossintéticas do mevalonato e do metileritritol
fosfato. A propor¢do desses compostos pode variar significativamente em funcdo de fatores
ambientais, fisiologicos e genéticos, além da matriz vegetal utilizada para extragio (SERA et al.,
2021).

Diferencas entre orgdos vegetais representam um fator determinante na variabilidade
quimica observada. Folhas tendem a apresentar compostos associados a defesa contra herbivoria e
estresse abidtico, enquanto flores e frutos podem conter substancias relacionadas a atracdo de
polinizadores ou protecdo contra microrganismos. Essa heterogeneidade contribui para a
diversidade funcional dos 6leos essenciais e influencia diretamente suas propriedades bioldgicas

(AQUINO et al., 2017).

2.4 Atividade antimicrobiana de espécies do género Mimosa

2.4.1 Atividade antifiingica
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Extratos vegetais e fragdes quimicas de espécies do género Mimosa tém demonstrado
atividade antifungica frente a diferentes espécies de relevancia clinica, com destaque para
leveduras do género Candida, incluindo Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis
e Candida auris, uma espécie emergente associada a surtos hospitalares e elevada resisténcia a
antifingicos convencionais (GOMEZ-GAVIRIA; RAMIREZ-SOTELO; MORA-MONTES,
2022). Ensaios in vitro indicam que esses extratos sdo capazes de inibir o crescimento fingico em
concentragdes moderadas, sugerindo potencial terap€utico relevante, especialmente no contexto de
infec¢des oportunistas (PEREIRA et al., 2009).

A relevancia de produtos naturais como fontes de agentes antifungicos tem sido
amplamente documentada. Oleos essenciais de espécies como Melaleuca alternifolia (tea tree),
Thymus vulgaris (tomilho) e Origanum vulgare (orégano) apresentam atividade significativa contra
C. albicans e outros fungos patogénicos, frequentemente atribuida a presenca de compostos como
terpinen-4-ol, timol e carvacrol (OLIVEIRA, 2016). De forma semelhante, extratos de Azadirachta
indica (nim) e Allium sativum (alho) t€ém demonstrado ag¢do antifingica relevante, envolvendo
mecanismos que incluem dano a membrana celular e interferéncia em processos metabodlicos
essenciais. No contexto brasileiro, espécies adaptadas a condi¢des semidridas, como Lippia
sidoides e Croton blanchetianus, também tém apresentado resultados promissores frente a fungos
de importancia clinica, refor¢ando o potencial da flora da Caatinga como fonte de compostos
bioativos (CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2007; SILVA et al., 2020).

A importancia desses achados torna-se ainda mais evidente diante do aumento global da
resisténcia antifingica, que compromete a eficacia de classes amplamente utilizadas, como os
azois, equinocandinas e polienos (SHOKRI, 2011). Cepas resistentes de Candida, bem como
fungos filamentosos como Aspergillus fumigatus e dermatofitos como 7. rubrum, tém sido
frequentemente relatados em ambientes clinicos, ampliando a necessidade por novas abordagens
terapéuticas baseadas em mecanismos alternativos (CHEN; SHEN; WU, 2009).

Os mecanismos de a¢do associados a extratos de Mimosa envolvem, predominantemente, a
interacdo com a membrana plasmatica fingica, particularmente com o ergosterol, principal esterol
estrutural dessas células (MA et al., 2006). Essa interagdo pode resultar em alteragdes na
permeabilidade da membrana, perda de integridade estrutural e consequente comprometimento da
viabilidade celular. Paralelamente, evidéncias experimentais sugerem a possivel inibi¢do de
enzimas-chave da via de biossintese de esterois, como a lanosterol 14a-desmetilase (CYP51), alvo
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classico de antiflingicos azoélicos. A modulacdo dessa enzima compromete a formacdo de
ergosterol, levando ao acimulo de intermediarios toxicos e disfungdo da membrana (LEPESHEVA;
VILLALTA; WATERMAN, 2011).

Além dos efeitos sobre a membrana, estudos indicam que compostos fenolicos e saponinas
podem atuar na desestabilizacdo de estruturas celulares adicionais, incluindo parede celular e
sistemas enzimaticos intracelulares. Ha relatos de interferéncia em processos como formacao de
biofilmes, transicdo morfoldgica em Candida albicans (levedura-hifa) e produgdo de fatores de
viruléncia, aspectos diretamente relacionados a patogenicidade e persisténcia das infeccdes
fingicas (TROSKEN et al., 2006).

A presenca de flavonoides, taninos e saponinas nos extratos de Mimosa esta frequentemente
associada a esses efeitos, sugerindo que a atividade antifingica nao resulta de um tinico composto,
mas da acdo combinada de multiplos constituintes. Esse comportamento ¢ consistente com o
conceito de sistemas quimicos complexos, nos quais interagdes sinérgicas ou aditivas podem
potencializar a atividade biologica e reduzir a probabilidade de desenvolvimento de resisténcia
(ZHANG et al., 2011).

Dessa forma, a investigacdo de espécies do género Mimosa, especialmente aquelas
adaptadas a ambientes extremos como a Caatinga, emerge como uma estratégia promissora para a
identificacao de novos agentes antifingicos (ROCHA et al., 2024). As condi¢des ambientais desse
bioma, marcadas por estresse hidrico, elevada radiacao e limitagdes nutricionais, podem favorecer
a selecdo de metabdlitos com fungdes defensivas intensificadas, ampliando o potencial bioativo

dessas espécies frente a microrganismos patogénicos (MONCAO; ARAUJO; CITO, 2019).

2.4.2 Resisténcia microbiana e limitagdes terap€uticas

A atividade antibacteriana de espécies do género Mimosa tem sido amplamente descrita
frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo patdégenos de relevancia clinica
como S. aureus e Escherichia coli (YUAN et al., 2011). Em particular, S. aureus destaca-se pela
sua capacidade de desenvolver resisténcia a multiplas classes de antibidticos, incluindo cepas
resistentes a meticilina (MRSA), o que reforca a necessidade de novas abordagens terapéuticas

(RIAZ et al., 2011). Ensaios experimentais demonstram que extratos vegetais e 6leos essenciais
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podem apresentar efeitos bacteriostaticos ou bactericidas, dependendo da concentragdo,
composi¢ao quimica e da susceptibilidade da cepa testada (YUNIATI et al., 2018).

Os mecanismos de acdo associados a compostos presentes em Mimosa envolvem multiplos
niveis de interagao celular (MANDAL et al., 2022). A desorganizagdo da membrana citoplasmatica
constitui um dos efeitos mais frequentemente descritos, resultando em aumento da permeabilidade,
perda de ions e comprometimento da homeostase celular. Compostos lipofilicos, especialmente
terpenoides, sdo capazes de se inserir na bicamada fosfolipidica, alterando sua fluidez e integridade
estrutural (SANTIAGO et al., 2025).

Além dos efeitos sobre a membrana, ha evidéncias de interferéncia em alvos intracelulares
especificos. A inibicdo de enzimas envolvidas na biossintese da parede celular, como proteinas
ligadoras de penicilina (PBPs), incluindo a PBP2a em cepas resistentes, compromete a formacao
adequada do peptidoglicano (CHUA; DERETIC, 2004; FAIR; TOR, 2014). A perturbagdo do
processo de divisdo celular também tem sido associada a interacdo com proteinas como FtsZ,
essencial para a formagao do anel de divisdo bacteriana (GRAY; WENZEL, 2020).

Compostos fenolicos, flavonoides e saponinas desempenham papel relevante nessas
interagdes, promovendo tanto efeitos inespecificos, como danos estruturais a membrana, quanto
interacdes mais direcionadas com proteinas e enzimas intracelulares (CUSHNIE; LAMB, 2005).
Flavonoides, por exemplo, tém sido descritos como inibidores de enzimas bacterianas e
moduladores de sistemas de efluxo, enquanto saponinas podem intensificar a permeabilizacdo da
membrana, facilitando a entrada de outros compostos ativos(CUSHNIE; CUSHNIE; LAMB,
2014).

A atividade antibacteriana de produtos naturais ¢ frequentemente reforcada por efeitos
combinatorios entre seus constituintes (LEPORE et al., 2011). Esse comportamento multifatorial
resulta de interagdes sinérgicas ou aditivas, nas quais compostos majoritarios podem atuar na
perturbagao inicial da célula bacteriana, enquanto componentes minoritarios interagem com alvos
especificos, ampliando o espectro de acao (ULTEE; KETS; SMID, 1999). Esse padrao de atividade
¢ particularmente relevante frente a microrganismos com elevada capacidade adaptativa, como S.
aureus, reduzindo a probabilidade de desenvolvimento de resisténcia (BASSOLE; JULIANI,
2012).

A diversidade de compostos presentes nos extratos de Mimosa sugere, portanto, um modo
de acao multialvo, no qual diferentes componentes atuam simultaneamente sobre multiplos alvos
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celulares (BURT, 2004). Essa caracteristica posiciona o género como uma fonte promissora de
moléculas bioativas com potencial aplicagdo no desenvolvimento de novas estratégias
antimicrobianas, especialmente no contexto de resisténcia bacteriana crescente (HYLDGAARD;

MYGIND; MEYER, 2012; ANGANE et al., 2022).

2.5 Oleos essenciais em sistemas multialvo

A atividade bioldgica de dleos essenciais nao pode ser atribuida a um unico composto ou a
um mecanismo isolado. Esses sistemas correspondem a misturas quimicas altamente complexas,
constituidas predominantemente por terpenoides € compostos aromaticos volateis, cujas interagdes
resultam em efeitos biologicos emergentes que ndo podem ser previstos a partir da a¢do individual
de seus constituintes. Nesse contexto, interacdes sinérgicas, aditivas e, em menor grau,
antagonistas, desempenham papel central na modulagdo da atividade biologica observada
(BAKKALI et al., 2008; RAUT; KARUPPAYIL, 2014).

Do ponto de vista mecanistico, a agao de 6leos essenciais envolve multiplos niveis de
interagdo celular (ISKANDAR et al., 2025). A desestabilizacao inicial de membranas bioldgicas,
frequentemente promovida por compostos majoritarios lipofilicos, resulta em alteracOes na
permeabilidade, perda de gradientes eletroquimicos e comprometimento da homeostase celular
(SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016a). Esse efeito facilita a penetragdo de compostos
minoritarios, que passam a interagir com alvos intracelulares mais especificos, incluindo enzimas
metabolicas, proteinas estruturais e sistemas de regulacdo celular (FALLEH, 2025).

Além dos efeitos diretos sobre membranas e proteinas, ha evidéncias de que constituintes
de 6leos essenciais podem modular processos celulares complexos, como formagdo de biofilmes,
sistemas de quorum sensing e expressao de fatores de viruléncia em bactérias, bem como transi¢des
morfoldgicas e adaptacdo ao estresse em fungos. Esses efeitos ampliam o espectro de a¢do dessas
misturas e contribuem para sua eficicia frente a microrganismos com elevada plasticidade
fisiologica (GUILLIN et al., 2021; TOUATI et al., 2025).

Do ponto de vista farmacolédgico e quimico, os 6leos essenciais podem ser compreendidos
como sistemas dindmicos, nos quais a composi¢do qualitativa e quantitativa dos constituintes
determina o perfil de atividade observado (RAN et al., 2018). Pequenas variagdes na proporgao
entre compostos majoritdrios e minoritarios podem resultar em mudancas significativas na
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atividade bioldgica, evidenciando a importancia de abordagens integradas que considerem a
mistura como unidade funcional (ANDRADE-OCHOA et al., 2021).

Esse entendimento reforca a relevancia de estratégias que combinem dados experimentais
com abordagens in silico, permitindo a avaliagdo do potencial de interacdo de multiplos
constituintes com diferentes alvos bioldgicos. A andlise integrada desses sistemas contribui para a
formulagdo de hipoteses mecanisticas mais consistentes, especialmente no contexto de
microrganismos de interesse clinico, como S. aureus e espécies do género Candida, nos quais a
atuacao multialvo pode representar uma vantagem terapéutica significativa (FORLI et al., 2016;

EBERHARDT et al., 2021; XIONG et al., 2021).

2.6 Abordagens in silico aplicadas a produtos naturais

Ferramentas computacionais, como o docking molecular, tém sido amplamente utilizadas
na investigacdo de intera¢des entre compostos naturais e alvos biologicos, especialmente no
contexto da prospeccdo de moléculas bioativas. Essa abordagem permite estimar a afinidade de
liga¢do por meio de fungdes de pontuacdo (scoring functions), além de prever modos de interacao
em nivel atomico, incluindo ligacdes de hidrogénio, interacdes hidrofdbicas, forcas de van der
Waals e interagdes n—n (AJIBADE; ZOU, 2024). Esses parametros fornecem uma visao preliminar
do potencial de um composto em interagir com sitios ativos ou regides alostéricas de proteinas-
alvo (FERREIRA et al., 2015).

No contexto bacteriano, particularmente em S. aureus, proteinas envolvidas em processos
essenciais a sobrevivéncia e viruléncia tém sido amplamente exploradas em estudos de docking
(LIN et al., 2024). Entre essas, destacam-se as proteinas ligadoras de penicilina, como a PBP2a,
associada a resisténcia a meticilina, a proteina FtsZ, fundamental para a formagdo do anel de
divisdo celular, a enoyl-ACP redutase (Fabl), envolvida na biossintese de acidos graxos, € a
diidrofolato redutase (DHFR), essencial para a sintese de nucleotideos (WANG et al., 2021).
Proteinas relacionadas a proteodlise e regulacdo da viruléncia, como ClpP, também tém sido
consideradas alvos relevantes. A avaliagdo da interacdo de compostos naturais com esses sistemas
permite explorar diferentes vias metabolicas e estruturais simultaneamente, refor¢ando o conceito

de abordagem multialvo (GAO et al., 2026).
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Em fungos, enzimas associadas a biossintese de esterois, como a lanosterol 140-desmetilase
(CYP51), representam alvos classicos em estudos de docking, dada sua importancia na manutencao
da integridade da membrana celular (RABELO et al., 2017). A inibi¢cdo dessa enzima compromete
a producao de ergosterol, resultando em disfungdes estruturais e metabolicas. Além da CYPS5I,
outros alvos vém sendo progressivamente explorados, incluindo proteinas envolvidas na sintese da
parede celular, transporte de membrana e regulacdo do estresse oxidativo, ampliando o escopo das
abordagens in silico no estudo de antifungicos (RUMA et al., 2022).

Apesar de sua utilidade, os resultados obtidos por docking molecular apresentam carater
preditivo e devem ser interpretados com cautela. Fatores como flexibilidade proteica limitada,
simplificagdes nos modelos de solvatagdo e restri¢des das fungdes de pontuagdo podem impactar a
precisao das estimativas de afinidade (IQBAL et al., 2023). Por essa razdo, a validagdo dos
protocolos por meio de redocking de ligantes co-cristalizados e andlise de parametros como RMSD
constitui etapa fundamental para garantir a confiabilidade dos resultados (SAKITA et al., 2023).

A integracdo entre dados experimentais, como ensaios de concentracdo inibitoria minima
(MIC), e analises computacionais permite a constru¢cdo de hipdteses mecanisticas mais robustas
(SARMA et al., 2023). Essa abordagem combinada possibilita correlacionar perfis de atividade
bioldgica com padrdes de interacdo molecular, contribuindo para a identificagdo de compostos
prioritarios e para a compreensao do potencial multialvo de sistemas complexos, como os 6leos
essenciais. Em conjunto, essas estratégias ampliam a capacidade de interpretacdo dos dados e
fortalecem a base cientifica para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos de origem

natural (GOLCHHA et al., 2024).

2.6.1 Fundamentos metodoldgicos e ferramentas computacionais em analises in silico

As abordagens in silico aplicadas ao estudo de produtos naturais envolvem um conjunto de
ferramentas computacionais destinadas a predicdo de propriedades fisico-quimicas,
farmacocinéticas e interacdes moleculares com alvos biologicos. Entre essas abordagens, o docking
molecular destaca-se como uma das metodologias mais amplamente utilizadas, permitindo a
investigagdo da afinidade e do modo de ligagdo entre ligantes e macromoléculas, geralmente

proteinas (BANJARE et al., 2023).
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O processo de docking baseia-se na exploragdo conformacional do ligante dentro do sitio
ativo da proteina-alvo, considerando diferentes orientacdes e conformagdes possiveis. Algoritmos
de busca, como métodos genéticos, Monte Carlo e gradientes locais, sdo empregados para amostrar
o espago conformacional, enquanto fungdes de pontuagdo (scoring functions) sdo utilizadas para
estimar a energia de ligacdo e classificar as poses geradas. Essas fun¢des consideram contribui¢des
energéticas associadas a interagdes eletrostaticas, forcas de van der Waals, liga¢des de hidrogénio
e efeitos hidrofoébicos (SPECK-PLANCHE; KLEANDROVA; SCOTTI, 2012).

Diversos softwares tém sido empregados em estudos de docking, destacando-se ferramentas
como AutoDock® e AutoDock Vina®, amplamente utilizadas devido a sua eficiéncia
computacional e robustez na predicdo de interagdes ligante-receptor. Outras plataformas, como
Glide (Schrodinger)®, Gold e Molecular Operating Environment (MOE)®, também sao utilizadas,
oferecendo diferentes abordagens algoritmicas e niveis de precisdo. A escolha do software estd
frequentemente associada ao equilibrio entre custo computacional, acessibilidade e complexidade
do sistema analisado (MURUGAN et al., 2020; RAJ; VARADWAJ, 2016).

A preparacao das estruturas moleculares constitui etapa critica no fluxo de trabalho in silico.
Proteinas obtidas de bancos de dados como o Protein Data Bank (PDB) devem ser previamente
tratadas, incluindo remocao de moléculas de agua ndo estruturais, adigdo de hidrogénios polares,
defini¢do de estados de protonag¢do e, quando necessario, reconstru¢ao de residuos ausentes
(LAVECCHIA; CERCHIA, 2016; MURUGAN et al., 2020). De forma semelhante, os ligantes
devem ser otimizados geometricamente, com definicdo adequada de cargas parciais e graus de
liberdade rotacional (YOUSUF et al., 2017).

A defini¢do do sitio de ligacdo pode ser realizada com base na posicdo de ligantes co-
cristalizados ou por meio de predicdo de cavidades. A validacdo do protocolo de docking ¢
geralmente conduzida por redocking, no qual o ligante original é reposicionado no sitio ativo, sendo
a qualidade da predi¢do avaliada por meio do desvio quadratico médio (RMSD), com valores
inferiores a 2,0 A considerados indicativos de boa reprodutibilidade (HASAN et al., 2022;
TANVEER et al., 2022).

Além do docking molecular, outras ferramentas in silico podem ser empregadas para
complementar a andlise, incluindo predicdes de propriedades farmacocinéticas (ADMET),
avaliacdo de toxicidade e estudos de dindmica molecular, que permitem explorar a estabilidade
temporal dos complexos formados (KARAKOTI et al., 2022). Em sistemas complexos, como oleos
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essenciais, essas abordagens possibilitam a triagem de multiplos constituintes e a identificagdo de
padrdes de interacdo com diferentes alvos biologicos (MUSLIKH et al., 2022).

Embora essas metodologias fornegam informagdes valiosas em nivel molecular, seus
resultados devem ser interpretados como preditivos, sendo essencial sua integracdo com dados
experimentais. A combinagdo entre ensaios bioldgicos e andlises computacionais permite uma
abordagem mais abrangente, contribuindo para a construcdo de hipdteses mecanisticas e para a

selegdao de compostos com maior potencial bioativo (WARUDE et al., 2023).

2.6.2 Estratégias de triagem multialvo em produtos naturais

A abordagem multialvo tem emergido como um paradigma relevante na investigacio de
produtos naturais, especialmente no contexto de sistemas quimicos complexos, como extratos
vegetais e 0leos essenciais. Diferentemente da estratégia tradicional “um farmaco—um alvo”, essa
abordagem considera a possibilidade de multiplos compostos interagirem simultaneamente com
diferentes proteinas ou vias metabolicas, resultando em efeitos biologicos integrados e,
frequentemente, mais robustos (DENG et al., 2017).

No caso de produtos naturais, essa perspectiva ¢ particularmente pertinente, uma vez que
essas matrizes sao constituidas por misturas de compostos com diferentes propriedades fisico-
quimicas e perfis de interacdo molecular. A diversidade estrutural presente nesses sistemas favorece
a ocorréncia de multiplas interacdes com alvos biologicos distintos, incluindo enzimas, proteinas
estruturais e sistemas regulatorios celulares. Essa caracteristica tem sido associada a capacidade
desses compostos de atuar sobre diferentes etapas do metabolismo microbiano, contribuindo para
efeitos antimicrobianos mais amplos (GRISONI et al., 2019).

As estratégias de triagem multialvo baseadas em in silico envolvem, geralmente, a avaliagdo
de um conjunto de compostos frente a uma biblioteca de alvos bioldgicos previamente selecionados
(ZHENG et al., 2014). Esse processo pode ser conduzido por meio de docking molecular
sistematico, no qual cada ligante ¢ testado contra multiplas proteinas, permitindo a construcao de
perfis de afinidade e a identificacdo de padrdes de interagdo. A andlise comparativa desses perfis
possibilita a priorizacdo de compostos com potencial de atuagao simultanea sobre diferentes alvos,
bem como a identificagdo de alvos mais suscetiveis a interagdo com classes especificas de
metabolitos (MAYR et al., 2020).
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No contexto bacteriano, a selecdo de alvos pode abranger proteinas envolvidas em
processos essenciais (QURESHI et al.,, 2021; REHMAN, 2025). A avaliagdo simultdnea de
proteinas essenciais permite explorar diferentes niveis da fisiologia bacteriana, ampliando a
compreensao sobre possiveis mecanismos de acao. Em fungos, abordagens semelhantes podem ser
aplicadas a enzimas como a lanosterol 14a-desmetilase (CYP51), entre outros alvos envolvidos na
manuten¢do da integridade celular (BOGARI et al., 2023).

Além da analise individual de afinidade de ligagdo, estratégias multialvo podem incorporar
abordagens estatisticas e computacionais adicionais, como analise de clusters, mapas de calor
(heatmaps) e padronizagdo por escores (Z-score), permitindo a visualizagdo de padrdes de interacao
entre compostos e multiplos alvos. Essas ferramentas facilitam a identificagdo de compostos com
comportamento consistente entre diferentes proteinas, bem como a detecgao de perfis seletivos ou
preferenciais (AGONI; SOLIMAN, 2021).

A interpretagdo desses dados deve considerar ndo apenas os valores absolutos de energia de
ligacdo, mas também a consisténcia dos resultados entre diferentes alvos e a plausibilidade
bioldgica das interacdes propostas. Compostos que apresentam afinidade moderada por multiplos
alvos podem ser tao relevantes quanto aqueles com alta afinidade por um unico alvo, especialmente
no contexto de sistemas multialvo (KOEBERLE; WERZ, 2014).

Essa abordagem apresenta implicacdes importantes para o desenvolvimento de agentes
antimicrobianos, uma vez que a atuagdo simultanea sobre multiplos sistemas celulares pode
dificultar o desenvolvimento de resisténcia. A necessidade de adaptagcdes multiplas por parte do
microrganismo reduz a probabilidade de sele¢do de cepas resistentes, tornando essa estratégia
particularmente interessante frente a patdgenos com elevada plasticidade genética e metabolica
(MARUCA et al., 2017).

No contexto de 6leos essenciais, a triagem multialvo assume um papel ainda mais relevante,
considerando que diferentes constituintes podem atuar de forma complementar. Compostos
majoritarios podem promover alteracdes iniciais na integridade celular, enquanto componentes
minoritarios interagem com alvos intracelulares especificos, configurando um modelo de agao
cooperativa. A integragdo entre dados experimentais e analises in silico permite, portanto, uma
compreensdo mais abrangente desses sistemas, contribuindo para a identificacdo de compostos

prioritarios e para a formulacdo de hipoteses mecanisticas consistentes.
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2.7 Sintese critica e lacunas do conhecimento

A literatura disponivel demonstra que o género Mimosa constitui um reservatorio
expressivo de diversidade fitoquimica, com destaque para sistemas metabolicos capazes de gerar
compostos bioativos em resposta a condigdes ambientais adversas, como aquelas observadas no
bioma Caatinga (MONCAO; ARAUJO; CITO, 2019).

Embora multiplos estudos tenham evidenciado a atividade antimicrobiana de extratos e
fragcdes dessas espécies, a compreensdo mecanistica desses efeitos permanece fragmentada,
frequentemente limitada a descrigdes fenotipicas ou a atribui¢ao de atividade a classes quimicas de
forma generalista. Essa limitacdo ¢ particularmente relevante no contexto de 6leos essenciais, cuja
natureza multicomponente impde um desafio adicional a interpretagdo de seus efeitos bioldgicos,
dificultando a distin¢ao entre contribui¢des individuais e interacdes sinérgicas ou aditivas.

Paralelamente, abordagens in silico tém ampliado a capacidade de investigagdo em nivel
molecular, permitindo a exploragcdo de interagdes entre compostos naturais ¢ multiplos alvos
bioldgicos; no entanto, tais estratégias ainda sdo, em grande parte, aplicadas de forma dissociada
de dados experimentais, restringindo sua aplicabilidade interpretativa.

Nesse cenario, persiste uma lacuna significativa na integracao entre caracterizagao quimica,
avaliagdo bioldgica e modelagem molecular, especialmente para espécies pouco exploradas como
M. verrucosa. Assim, o presente estudo propde uma abordagem integrada, baseada na andlise
combinada de composi¢do quimica, atividade antimicrobiana e interagdes moleculares preditivas,
com o objetivo de investigar o potencial multialvo de seus constituintes e contribuir para a

construgdo de hipoteses mecanisticas mais consistentes no contexto de produtos naturais.

2.8 OBJETIVO GERAL E ESPECIFICOS

O objetivo geral desse estudo ¢ investigar a variabilidade quimica e o potencial
antimicrobiano dos 6leos essenciais de diferentes partes vegetais de M. verrucosa, integrando
andlises experimentais e abordagens de docking molecular para avaliar suas interagdes com alvos
biologicos relevantes.

Seus objetivos especificos sao descritos abaixo:
[ Extrair 0leos essenciais de diferentes partes vegetais de Mimosa verrucosa Benth.
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[1 Caracterizar e comparar a composi¢ao quimica dos 6leos essenciais por GC-MS.

[ Avaliar a atividade antimicrobiana dos dleos essenciais frente a cepas bacterianas e fungicas
selecionadas.

[ Determinar as concentragdes inibitdrias minimas dos 6leos essenciais contra os microrganismos
testados.

[1 Investigar possiveis efeitos de associagdo entre os 0leos essenciais e farmacos antimicrobianos
de referéncia.

[ Awvaliar, por docking molecular, a interagdo dos principais constituintes quimicos com alvos
biologicos relevantes.

(1 Integrar os dados quimicos, microbioldgicos e computacionais para discutir o potencial

antimicrobiano dos 6leos essenciais de M. verrucosa.

3.0 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL E COMPUTACIONAL

Os dados gerados nesse estudo serdo organizados de forma a contemplar, inicialmente, a
composicdo quimica das amostras, seguida dos ensaios biologicos in vitro e das andlises in silico
por docking molecular. Essa abordagem visa fornecer uma base integrada de evidéncias que
permita explorar, de maneira sistematica, a hipotese de atuagao multialvo proposta neste estudo. A
interpretagdo detalhada e a articulacdo entre esses resultados serdo desenvolvidas nos topicos
seguintes, no qual se busca compreender os possiveis mecanismos envolvidos na atividade

bioldgica observada.

3.1 Material vegetal e preparo das amostras

Os materiais vegetais de M. verrucosa (folhas e frutos) foram coletados no municipio de
Jequié, Bahia, Brasil, sob as coordenadas geograficas —13.8933 e —40.0645, em abril de 2024,
durante o periodo de frutificagdo plena, logo apds a fase de floragdao, quando as vagens
apresentavam maior desenvolvimento volumétrico e estagio avangado de maturagao fisiologica. A
escolha desse periodo visou reduzir a variabilidade associada ao estadio fenoldgico e maximizar a
representatividade quimica do material vegetal empregado nas etapas subsequentes de extracao e

caracterizacao.
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A identificagdo botanica da espécie foi realizada com base em caracteres morfoldgicos
diagnésticos, incluindo padrao de ramificacdo, presenca de aculeos, morfologia foliar bipinada,
tipo de inflorescéncia e caracteristicas dos frutos, em conformidade com a circunscri¢ao
taxondmica adotada para o género Mimosa no trabalho. O material testemunho foi depositado no
Herbério da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, campus de Jequi¢ (HUESB), sob nimero
de exsicata HUESB - 12727, assegurando a rastreabilidade taxonomica e a reprodutibilidade do
estudo. O acesso ao patriménio genético ¢ o uso do material botanico no presente trabalho
encontram-se regularizados no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN), sob cadastro ADASACA.

Apbs a coleta, o material vegetal foi acondicionado de forma a minimizar exposi¢do
excessiva a radiacao solar, aquecimento e perda de constituintes volateis durante o transporte. Em
seguida, os frutos foram encaminhados ao laboratorio de Instrumentacdo Analitica (LAIA) da
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB), onde foram realizadas as etapas iniciais de
triagem, limpeza, secagem, fragmentacdo e acondicionamento pré-extrativo.

Nessa etapa, procedeu-se a selecdo manual do material, priorizando frutos integros, livres
de danos mecanicos evidentes, sinais de colonizagdo flingica, deterioragdo, perfuracdes por insetos
ou alteracdes visuais que pudessem indicar degradacao fisiologica ou interferéncia bidtica no perfil
quimico. O mesmo procedimento foi realizado para as folhas. Também se buscou uniformidade
quanto ao tamanho, coloragdo e grau de maturacdao, com o objetivo de reduzir a heterogeneidade
intra-amostral.

Posteriormente, aproximadamente 1,70 kg de folhas e frutos recém-coletados foram
submetidos a secagem em estufa com circulagdo de ar forgada, a 38 °C, até obten¢do de massa
constante, resultando em aproximadamente 1,30 kg de material seco para os frutos e 1,20 para as
folhas. A adocdo dessa temperatura relativamente branda foi deliberada, visando favorecer a
remog¢ao gradual da umidade residual sem promover perdas expressivas de metabdlitos volateis
termossensiveis ou alteracdes quimicas relevantes na fragdo aromatica. Esse procedimento também
contribuiu para a padronizagdo da umidade do material vegetal, aspecto importante para a
reprodutibilidade do rendimento da hidrodestilagdo e da composi¢do do 6leo essencial.

Ap0s a secagem, os materiais foram fragmentados manualmente em unidades menores, com
o proposito de aumentar a area superficial de contato entre o material vegetal e a 4gua durante o
processo de extragdo. Essa etapa favorece a ruptura parcial das estruturas vegetais e melhora a
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eficiéncia da hidrodestilagdo, facilitando a liberagdo dos constituintes volateis (BASER;
BUCHBAUER, 2015).

O material seco e fragmentado foi entdo acondicionado em recipientes adequados,
protegidos da luz e da umidade, permanecendo armazenado sob condi¢des controladas até a etapa
de extragdo do dleo essencial. Esse cuidado foi adotado para minimizar processos de oxidagao,
adsor¢ao de umidade e volatilizagdo de compostos, preservando a integridade quimica da amostra

até sua utilizagdo experimental.

3.2 Obtencao do 6leo essencial

A extragdo dos oleos essenciais das folhas e frutos de M. verrucosa foi realizada por
hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger modificado, utilizando-se o material vegetal
previamente seco ¢ fragmentado (ELYEMNI et al., 2019). Para essa etapa, empregou-se
aproximadamente 1,30 kg dos frutos secos, os quais foram submetidos ao processo extrativo sob
aquecimento controlado, de modo a promover o arraste dos constituintes volateis pela fase aquosa
e sua posterior condensacdao. O método foi escolhido por sua ampla aplicagdo na obtencao de 6leos
essenciais de partes vegetais aromaticas e por permitir recuperagao adequada da fra¢do volatil com
baixo custo operacional e boa reprodutibilidade.

Ao término da hidrodestilacdo, que durou em torno de 3,5 horas, a fracdo oleosa foi
separada da fase aquosa e acondicionada em frascos de vidro ambar com capacidade de 2 mL,
hermeticamente fechados, a fim de evitar exposicdo a luz, ao oxigénio atmosférico e a umidade.
As amostras foram mantidas sob refrigeragdo a —3 °C até o momento das analises quimicas por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas e dos ensaios biologicos subsequentes.
Esse protocolo de armazenamento foi adotado com o objetivo de preservar a estabilidade da
composicdo quimica do o6leo essencial e reduzir alteragdes oxidativas ou evaporacdo de
constituintes mais volateis ao longo do periodo experimental.

Para extragdo do 6leo essencial das folhas utilizou-se o mesmo procedimento aplicado para

os frutos, porém usando a massa de 1,20 kg e um periodo de hidrodestilacao de cerca de 2,5 horas.

3.3 Caracterizacdo quimica por CG-EM
3.3.1 Condigdes cromatograficas
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A analise da composicao quimica do 6leo essencial dos frutos de M. verrucosa foi realizada
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), utilizando sistema
Agilent 7890B acoplado a detector de massas Agilent 5977A MSD, equipado com coluna capilar
HP-5MS (5%-fenil-95%-dimetilpolisiloxano; 30 m x 0,25 mm de diametro interno % 0,25 um de
espessura de filme).

O gés de arraste utilizado foi hélio (pureza > 99,999%), mantido em fluxo constante de 1,0
mL min™". A injecdo foi realizada no modo split, com razdo de divisao de 1:20, utilizando volume
de inje¢do de 1,0 uL. da amostra previamente diluida em solvente apropriado (diclorometano, for
gas chromatography MS SupraSolv®; CAS 75-09-2; >99.8% (GC)).

A temperatura do injetor foi mantida a 250 °C, enquanto a interface GC-MS foi mantida a
280 °C. A temperatura da fonte de ions foi ajustada para 230 °C e o quadrupolo mantido a 150 °C.
O programa de temperatura do forno cromatografico foi iniciado a 50 °C, permanecendo nessa
condi¢do inicial por 2 min, seguido de aquecimento a uma taxa de 3 °C min™"' até¢ 280 °C, sendo
mantido por tempo adicional (geralmente 10 min) para garantir a elui¢do de compostos de maior
massa molecular.

A deteccao foi realizada em modo de varredura total (scan mode), com faixa de aquisi¢ao
de massas de m/z 40—400, utilizando ionizagdo por impacto eletronico (EI) a 70 eV. Esse método
de ionizagdo foi escolhido por sua robustez e compatibilidade com bibliotecas espectrais
comerciais, permitindo a identificacdo confidvel dos compostos volateis.

O procedimento experimental acima foi adaptado para obtencdo do melhor resultado
possivel, de acordo com os equipamentos e procedimentos disponiveis no local de analise. Além
disso, as rotinas experimentais aplicadas foram sustentadas pelos resultados disponiveis na
literatura de trabalhos semelhantes aos desenvolvidos nessa pesquisa (BAKKALI et al., 2008; EL
HASSANTI et al., 2010; WANG et al., 2011).

3.3.2 Identificagao dos constituintes

Os compostos volateis foram identificados por comparacao dos espectros de massas com a

biblioteca NIST 17, considerando indices de similaridade superiores a 85%. Os indices de retengao
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(RI) foram calculados a partir da co-inje¢do de uma série homoéloga de n-alcanos (Cs—Cas) e
comparados com dados da literatura (ADAMS, 2007; VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963).

As analises foram processadas com auxilio do software AMDIS (versao 2.73), sendo
considerada a consisténcia entre RI e espectros de massas para confirmagdo estrutural

(MARCHYSHYN et al., 2023; ZHU et al., 2026).

3.3.3 Analise de acidos graxos (FAME)

Para a avaliacdo da fragdo lipidica ndo volatil do material vegetal (M. verrucosa), incluindo
folhas e frutos, foram inicialmente obtidos extratos organicos por maceragao sucessiva utilizando
solventes de polaridade crescente. O material vegetal previamente seco e pulverizado foi submetido
a extragdo com hexano, cloroférmio, acetato de etila ¢ metanol, permanecendo em contato com
cada solvente por aproximadamente 72 h, sob agitacdo ocasional e a temperatura ambiente. Apds
cada etapa, os extratos foram filtrados e os solventes removidos sob pressdo reduzida em
evaporador rotativo (< 45 °C), resultando nos extratos brutos correspondentes.

Dentre os extratos obtidos, a fragdo hexanica foi selecionada para andlise de 4cidos graxos,
em func¢do de sua afinidade por compostos apolares, especialmente lipidios e acidos graxos de
cadeia longa.

Para a preparacao dos ésteres metilicos de 4cidos graxos (FAME), aproximadamente 1,00
g do extrato hexanico foi inicialmente submetido a filtracdo em camada de celite, utilizada como
material inerte para remoc¢do de impurezas particuladas e residuos insoliiveis (ICHIHARA;
FUKUBAYASHI, 2010).

Uma aliquota de 10,0 mg do extrato purificado foi entdo transferida para tubo de reagao,
sendo adicionados 100 pL de solugdo metanolica de hidroxido de potassio (KOH 1,0 mol L™, 5%)).
A mistura foi submetida a aquecimento assistido por micro-ondas doméstico, operando a 5% da
poténcia maxima, durante 5 min. Essa etapa promove a saponificacdao dos lipidios presentes,
liberando os 4cidos graxos na forma de sais.

Ap0s resfriamento a temperatura ambiente, foram adicionados 100 puL de agua destilada,
seguido de extracao liquido-liquido com hexano (3 % 300 pL), visando a remog¢do de compostos

neutros e impurezas apolares remanescentes.
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A fase aquosa resultante foi entdo acidificada com soluciao de HCI 1,0 mol L™, promovendo
a protonacdo dos sais de acidos graxos e regeneragdo dos acidos graxos livres. Estes foram
posteriormente extraidos com acetato de etila (3 x 300 uL), sendo a fase organica reunida para a
etapa de derivatizagao.

A conversao dos acidos graxos livres em seus respectivos ésteres metilicos foi realizada por
esterificacao utilizando 100 pL de solugdo de trifluoreto de boro em metanol (BF:-—MeOH, 14%).
A mistura reacional foi submetida a centrifugagao por 15 min, seguida de aquecimento em banho-
maria a 80 °C por 15 min, garantindo a completa metilagcao dos acidos graxos presentes.

Os ésteres metilicos obtidos (FAME) foram entdo resfriados e diretamente utilizados para
analise cromatografica por CG-EM.

A anélise dos FAME foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM), sob condig¢des especificas otimizadas para compostos de maior massa molecular
e menor volatilidade relativa. O hélio foi utilizado como gés de arraste a um fluxo de 1,8 mL min".
A temperatura do injetor foi mantida a 290 °C, enquanto a interface e o detector foram mantidos a
290 °C e 260 °C, respectivamente.

O programa de temperatura do forno foi iniciado a 100 °C, seguido de aquecimento a uma
taxa de 5 °C min! até 285 °C, com manuten¢do nessa temperatura por aproximadamente 40 min,
permitindo a adequada eluicao de 4cidos graxos de cadeia longa. A detecgdo foi realizada em modo
scan, na faixa de m/z 40-350.

A identificacdo dos 4acidos graxos foi realizada com base na comparagdo dos espectros de
massas com a biblioteca NIST, considerando padrdes de fragmentagdo caracteristicos de FAME,
bem como comparagdo com dados descritos na literatura cldssica (FULK; SHORB, 1970;

MORRISON; SMITH, 1964).

3.4 Avaliacao da atividade antimicrobiana

3.4.1 Microrganismos e condi¢des de cultivo

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana, foram utilizadas cepas de referéncia (ATCC)
e cepas clinicas (LM), abrangendo bactérias, leveduras e fungos filamentosos, permitindo uma
analise abrangente do espectro de acdo dos dleos essenciais de M. verrucosa. As cepas que foram
empregadas utilizadas nesse estudo estdo descritas na tabela 1.
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As cepas microbianas foram cedidas pela Micoteca do Laboratério de Micologia, vinculada
ao Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF), Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da

Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

Tabela 1. Painel de microrganismos utilizados na avalia¢do da atividade antimicrobiana, incluindo
bactérias, leveduras e fungos filamentosos, com suas respectivas espécies e linhagens de referéncia
(ATCC) e isolados clinicos ou laboratoriais (LM).

Categoria Espécie Linhagem (Strain)
Bactérias S. aureus ATCC 25923
P. aeruginosa ATCC 25853
Leveduras C. albicans ATCC 76485
C. albicans LM-65
C. tropicalis ATCC 750
C. tropicalis LM-14
Fungos Filamentosos T rubrum ATCC 28188
T. rubrum LM-150
A. flavus ATCC 4603
A. flavus LM-248
P. citrinum ATCC 28752
P, citrinum LM-74

3.4.2 Preparo das amostras

Os oleos essenciais das folhas e dos frutos de M. verrucosa, bem como os extratos testados
foram submetidas aos ensaios biologicos para avaliacdo da atividade antimicrobiana sobre cepas
de bactérias, fungos leveduriformes e fungos filamentosos. Os OE das folhas e frutos foram
pesados e devidamente solubilizados em 150 puL (3%) de dimetilsulféxido (DMSO) e adicionados
100 uL (2%) de Tween 80, completando-se o volume final com 4gua destilada esterilizada q.s.p. 3
mL. Dessa forma, foi obtida a concentracao inicial dos produtos de 1024 pg/mL e diluido em série

até 32 ng/mL.
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Para o controle dos resultados dos ensaios bioldgicos, foram usadas como padrao as drogas
licenciadas: gentamicina/bactérias e fluconazol/fungos filamentosos conforme dados obtidos da

literatura (KOZICS et al., 2019; SIMBU; ORCHARD; VUUREN, 2024).

3.4.3 Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados nos ensaios para avaliacao da atividade biologica foram
Brain Heart Infusion Broth (BHI) e caldo RPMI 1640 com L-glutamina e sem bicarbonato (Difco
Laboratories Ltd, USA, France e INLAB, Sao Paulo, Brasil). Os meios foram preparados conforme

as descrigoes dos fabricantes.

3.4.4 In6culo

Para preparagdo do indculo, as colonias obtidas de culturas das cepas de fungos em meio
ASD, foram suspensas em solucdo fisiologica a 0,9% estéril e ajustadas de acordo com o tubo 0,5
da escala padrdo de Mcfarland para obtengio de aproximadamente 1-5 x 10® UFC/mL para as cepas
fingicas e 1-5 x 103 UFC/mL para as cepas bacterianas (WIEGAND; HILPERT; HANCOCK,
2008).

3.4.5 Determinagao da concentragdo inibitoéria minima (CIM)

Os ensaios de atividade antiflingica foram realizados conforme os protocolos de Cleeland
e Squires (1991), Eloff (1998) e CLSI (2008), com algumas modificagdes. A determinacao da CIM
das amostras fungicas foram realizadas através da técnica de microdiluigdo em caldo, com placa
para cultura de células (TPP/ SWITZERLAND/EUROPA) contendo 96 pocos com fundo em “U”.

Inicialmente, foram distribuidos 100 puL de caldo BHI/bactérias e RPMI/fungos duplamente
concentrados nos pocos das placas de microdiluicdo. Em seguida, 100 puL dos produtos
solubilizados foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. Por meio de uma
dilui¢do seriada a uma razao de dois, foram obtidas concentragdes de 1024 até 32 pug/mL. Por fim,
foram adicionados 10 pL das suspensodes das cepas bacterianas e fungicas nas cavidades, onde cada
coluna da placa refere-se, especificamente, a uma espécie. Paralelamente, foram realizados os
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controles: micro-organismos (BHI + bactérias e RPMI + fungos), para comprovagao da viabilidade
das cepas, meio de cultura (RPMI), para comprovagdo da esterilidade e controle positivo foram
utilizados os antimicrobianos gentamicinas e fluconazol. As placas preparadas foram
assepticamente fechadas e submetidas a incubagao numa temperatura de 35 + 2°C por 24 - 48 horas
para os ensaios com bactérias e leveduras e a Temperatura Ambiente (TA/28-30 °C) para os fungos
filamentosos.

A CIM para cada produto foi definida como a menor concentracdo capaz de inibir
visualmente o crescimento microbiano e/ou verificado pela permanéncia da coloragdo do corante
indicador. O produto foi considerado ativo quando inibiu, pelo menos, 50% dos micro-organismos
utilizados nos ensaios de atividade biologica. A atividade antifingica dos produtos foi interpretada
e considerada como ativa ou inativa, conforme os seguintes critérios: até 600 pg/mL= forte
atividade; 600-1500 pg/mL= moderada atividade; acima de 1500 pg/mL=fraca atividade ou
produto inativo.

Ap6s leitura da CIM, foi realizado o ensaio para determinacdo da CBM/ CFM. Aliquotas
de 10 pL do sobrenadante das cavidades onde foi observada completa inibi¢do do crescimento
fungico (CIM, CIMx2 e CIMx4) foram adicionadas a 100 pL de caldo RPMI contidos em novas
placas de microdiluicao/96 pocos e incubadas por 24-48 horas a 35 + 2°C/leveduras e TA (28-30
°C)/5-7dias para fungos filamentosos. A CBM e a CFM foram consideradas como sendo a menor
concentracdo do produto teste capaz de inibir o crescimento dos micro-organismos. Os ensaios
foram realizados em triplicata e o resultado expresso pela média aritmética das CFM’s obtidas nos
trés ensaios. Paralelamente, foi realizado o controle de esterilidade (caldo RPMI 1640) ¢ de
viabilidade das espécies bacterianas e fungicas (RPMI 1640 mais inoculo de cada micro-
organismo) (CLSI, 2017a; CLSI, 2017b; CLSI, 2024).

Também foi avaliado o modo de agdo da substancia teste através da razao CFM/CIM,
metodologia para especificar a natureza do efeito antimicrobiano, considerada como bactericida ou
fungicida quando a razdo CBM/CIM ou CFM/CIM est4 entre 1:1 a 2:1. Por outro lado, se a
proporcao for maior que 2:1, o modo de acdo tem maior probabilidade de ser bacteriostatico ou
fungistatico (DINIZ-NETO et al., 2024; HAFIDH et al., 2011; SQUIRES et al., 1991; TEIXEIRA
et al., 2020).

3.4.6 Ensaio de interagdo (Checkerboard)
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A interacdo entre o 6leo essencial e o fluconazol foi avaliada por meio do ensaio de
checkerboard (microdiluigdo em caldo em matriz bidimensional), permitindo a andlise
combinatoria dos dois agentes em diferentes concentracdes (MELETIADIS et al., 2010;
HLEBOVA et al., 2023). O ensaio foi realizado em placas de microtitulagdo de 96 pogos com
fundo em “U”, nas quais o fluconazol e o 6leo essencial foram distribuidos em gradientes seriados
ortogonais. O fluconazol foi diluido ao longo do eixo horizontal da placa, enquanto o 6leo essencial
foi diluido ao longo do eixo vertical, resultando em uma matriz de combinagdes contendo
diferentes propor¢des dos dois agentes. As concentracdes testadas foram definidas a partir dos
valores previamente obtidos de concentracdo inibitoria minima (CIM) para cada substancia
isoladamente, sendo empregadas diluigdes seriadas em razao de dois, abrangendo intervalos acima
e abaixo da CIM (geralmente de 4x CIM até 1/8x CIM).

Os 6leos essenciais foram previamente solubilizados em solugao contendo dimetilsulfoxido
(DMSO 3%) e Tween 80 (2%), com posterior diluicdo em meio RPMI-1640, garantindo adequada
dispersao no sistema aquoso e minimizando interferéncias na atividade antifungica. Em cada pogo
da microplaca, foram adicionados volumes equivalentes das solu¢des dos agentes testados e do
meio de cultura duplamente concentrado, seguido da inoculagdo com suspensdo padronizada de C.
albicans, previamente ajustada a turbidez equivalente ao padrdo 0,5 da escala de McFarland e
posteriormente diluida para obtencdo de concentragdo final de aproximadamente 1-5 X 103
UFC/mL, conforme recomenda¢des do CLSI para ensaios antifingicos em caldo.

Controles apropriados foram incluidos em todas as placas, incluindo controle de
crescimento (meio + indculo), controle de esterilidade (meio sem indculo) e controles contendo
cada agente isoladamente nas mesmas condigdes experimentais. As placas foram incubadas a 35 +
2 °C por 2448 horas, € a leitura dos resultados foi realizada visualmente, considerando a auséncia
de turbidez como indicativo de inibi¢ao do crescimento microbiano.

A interacdo entre os agentes foi quantificada por meio do indice de concentrag@o inibitdria
fracionada (FICI), calculado a partir das concentracdes dos compostos em combinagdo necessarias
para inibir o crescimento microbiano, em relagdo as suas CIMs individuais. O FICI foi determinado
pela soma das fragdes inibitérias de cada agente (FIC_A + FIC B), onde FIC_A corresponde a
razdo entre a CIM do 6leo essencial em combinacdo e sua CIM isolada, e FIC B corresponde a

razao entre a CIM do fluconazol em combinagao e sua CIM isolada.
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Os valores obtidos foram interpretados conforme critérios amplamente aceitos na literatura:
FICI < 0,5 indicando efeito sinérgico; 0,5 < FICI < 1,0 indicando efeito aditivo; 1,0 < FICI < 4,0
indicando efeito indiferente; e FICI > 4,0 indicando antagonismo. Esse método permite uma
avaliacdo quantitativa da intera¢ao farmacodindmica entre compostos, sendo particularmente util
na identificacdo de potenciais efeitos de modulagdo da atividade antifungica, como a redu¢do da
concentragdo necessaria de antifungicos convencionais na presen¢a de produtos naturais (ODDS,
2003; TCHINANG et al., 2023).

Ressalta-se que, embora o ensaio de checkerboard fornega evidéncias importantes sobre
interagdes entre agentes antimicrobianos, os resultados devem ser interpretados como indicativos
e ndo conclusivos quanto ao mecanismo de acdo, sendo recomendada a complementagdo com

abordagens adicionais para elucidagdo mecanistica (LASCARIS et al., 2022).

3.5 Ensaios de mecanismo de aciao

3.5.1 Ensaio com sorbitol

Para investigacdo de possiveis efeitos do 6leo essencial sobre a integridade da parede
celular fungica, os ensaios de concentracao inibitoria minima (CIM) foram realizados na presenca
de sorbitol (0,8 M), utilizado como agente osmoprotetor. Esse ensaio baseia-se no principio de que
compostos capazes de comprometer a estrutura da parede celular tornam as células mais suscetiveis
a lise osmotica; nesse contexto, a adicdo de sorbitol ao meio de cultura atua como estabilizador
osmotico, prevenindo a ruptura celular e permitindo a sobrevivéncia de células com parede celular
danificada (MANI-LOPEZ; GARCIA; LOPEZ-MALO, 2021; SOUZA et al., 2024).

Os ensaios foram conduzidos conforme a metodologia de microdiluigdo em caldo
previamente descrita, com a modificacdo da adi¢do de sorbitol ao meio RPMI-1640, de forma a
atingir concentra¢do final de 0,8 M em todos os pogos da microplaca. As solugdes do 6leo essencial
foram preparadas nas mesmas condi¢des utilizadas nos ensaios convencionais, incluindo
solubilizacdo em DMSO (3%) e Tween 80 (2%), seguida de diluicdo seriada em razdo de dois.
Ap0s a adi¢do do indculo padronizado de C. albicans, ajustado conforme as recomendagdes do
CLSI, as placas foram incubadas a 35 = 2 °C por 24-48 h (TCHINANG et al., 2023; OUYANG et
al., 2021).
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A CIM foi determinada visualmente como a menor concentragdo capaz de inibir o
crescimento fingico, sendo os valores obtidos na presen¢a de sorbitol comparados aqueles obtidos
na auséncia do agente osmoprotetor (ARUNACHALAM; SASIDHARAN, 2021).

Ressalta-se que este ensaio fornece uma evidéncia indireta do possivel mecanismo de agao,
devendo ser interpretado com cautela e preferencialmente em conjunto com outros testes
complementares, uma vez que alteragdes na CIM podem também estar relacionadas a efeitos

secundarios sobre a fisiologia celular.

3.5.2 Ensaio com ergosterol

A possivel interacdo do 6leo essencial com a membrana celular fungica foi avaliada por
meio da adicdo de ergosterol exdgeno ao meio de cultivo, conforme metodologia adaptada de
ensaios classicos de interferéncia com ester6is de membrana. O principio desse ensaio baseia-se na
capacidade de compostos com afinidade por esterdis de se ligarem ao ergosterol presente na
membrana celular; na presenga de ergosterol exdgeno, esses compostos podem ter sua atividade
reduzida devido a interagao preferencial com o esterol livre no meio, resultando em aumento dos
valores de concentracdo inibitéria minima (CIM (MANI-LOPEZ; GARCIA; LOPEZ-MALO,
2021; SOUZA et al., 2024)).

Para a realizagdo do ensaio, o ergosterol foi previamente solubilizado em dimetilsulféxido
(DMSO), sob aquecimento moderado e agitagdo, de modo a garantir sua completa dissolucao,
sendo posteriormente incorporado ao meio RPMI-1640 para obtencao de concentragdo final de 400
pg/mL em todos os pogos da microplaca. As solugdes do oleo essencial foram preparadas nas
mesmas condi¢des descritas para os ensaios convencionais, utilizando DMSO (3%) e Tween 80
(2%) como agentes solubilizantes, seguidas de dilui¢des seriadas em razao de dois.

Os ensaios foram conduzidos por microdiluicdo em caldo em placas de 96 pogos, com
adicao de indculo padronizado de C. albicans, ajustado de acordo com o padrao 0,5 da escala de
McFarland e posteriormente diluido para obtencdo de concentracdo final compativel com as
recomendacdes do CLSI. As placas foram incubadas a 35 + 2 °C por 24-48 h, sendo a CIM
determinada como a menor concentra¢do capaz de inibir visualmente o crescimento flngico

(AHMAD et al., 2011; CRUZ et al., 2024).
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Os valores de CIM obtidos na presenca de ergosterol foram comparados aqueles
determinados na auséncia do esterol. Um aumento na CIM foi interpretado como indicativo de
possivel interagdo do oOleo essencial com componentes lipidicos da membrana celular,
particularmente com esterdis, sugerindo que parte da atividade antifungica pode estar associada a
perturbacdo da organizacdo ou funcdo da membrana. Por outro lado, a auséncia de alteracdo
significativa nos valores de CIM indicaria baixa afinidade do composto por ergosterol ou auséncia
de envolvimento direto com esse componente estrutural (ALIZADEH et al., 2018).

Ressalta-se que esse ensaio fornece evidéncias indiretas de interagdo com a membrana
celular, ndo permitindo a identificacdo precisa do alvo molecular envolvido. Dessa forma, os
resultados devem ser interpretados de maneira integrada com outras abordagens experimentais e

computacionais, como ensaios adicionais de mecanismo de acdo e estudos de docking molecular.

3.6 Avaliacao da toxicidade utilizando Artemia salina

A avaliagdo preliminar de toxicidade das amostras foi realizada por meio do bioensaio de
letalidade com Artemia salina, conforme metodologia classica descrita na literatura, com
adaptagdes para produtos naturais. Cistos de 4. salina foram incubados em soluc¢do salina artificial
(NaCl 3,5%, p/v), sob aeracdao constante ¢ iluminagdo continua, a temperatura ambiente (25-28
°C), por um periodo de 24 a 48 horas, até a eclosao dos nauplios (RAJABI et al., 2015).

Apds a eclosdo, os nauplios ativos foram coletados e transferidos para tubos ou placas
contendo solucdo salina fresca. Para os ensaios, grupos de aproximadamente 10 nduplios foram
adicionados a cada unidade experimental contendo diferentes concentragdes das amostras testadas.
As amostras (extratos e Oleo essencial) foram previamente solubilizadas em dimetilsulfoxido
(DMSO), respeitando concentragao final inferior a 1%, e posteriormente diluidas em solugdo salina
artificial para obtencao de uma faixa de concentragdes entre 10 e 1000 pg/mL. Cada concentracao
foi testada em triplicata independente.

Como controle negativo, foi utilizada solugdo salina contendo a mesma propor¢ao de
DMSO empregada nas amostras. O dicromato de potassio (K>Cr20-) foi utilizado como controle
positivo, devido a sua toxicidade conhecida e comportamento dose-dependente.

Apo6s 24 horas de exposicao, foi realizada a contagem dos organismos vivos € mortos, sendo
considerados mortos aqueles que ndo apresentaram qualquer movimento ap6s leve agitacdo do
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sistema. A porcentagem de mortalidade foi calculada para cada concentragao testada (MEYER et
al., 1982; FILIPE et al., 2022).

Quando necessario, os dados foram corrigidos utilizando a férmula de Abbott:

Mortalidad {ida (%) = (mortalidade no teste—mortalidade no controle) 100
ortalidade corrigida (%) = (100—mortalidade no controle)

Equacdo 01. Mortalidade corrigida (%) calculada pelo método de Abbott, ajustando os valores

observados em relacdo a mortalidade do grupo controle.

Os valores de concentracao letal média (LCso) foram estimados por analise de regressao,
utilizando os dados de mortalidade em funcdo da concentracdo. A toxicidade das amostras foi
classificada conforme critérios estabelecidos na literatura: alta toxicidade (LCso < 100 pg/mL),
toxicidade moderada (100-500 pg/mL) e baixa toxicidade (LCso > 500 ug/mL) (BRAGUINI;
ALVES; PIRES, 2019; CANSIAN et al., 2017; MESQUITA et al., 2021).

3.7 Triagem fitoquimica preliminar

A triagem fitoquimica preliminar foi realizada com o objetivo de identificar
qualitativamente a presenca de classes de metabolitos secundarios nos extratos do material vegetal,
empregando testes colorimétricos classicos descritos na literatura, com adaptagdes. As analises
foram conduzidas utilizando solugdes dos extratos previamente preparadas em solventes
apropriados, sendo os resultados interpretados com base no desenvolvimento de coloracdes
caracteristicas ou formagdo de precipitados (GUL et al., 2017; SHAIKH; PATIL, 2020;
GODLEWSKA et al., 2023).

A presenga de flavonoides foi investigada por meio do teste de Shinoda, no qual uma
aliquota do extrato foi tratada com pequenas quantidades de magnésio metalico e acido cloridrico
concentrado. A formacdo de coloracdo avermelhada, rosada ou alaranjada foi considerada
indicativa da presenca de flavonoides, especialmente flavonas e flavondis.

Adicionalmente, a detec¢do de flavonoides foi confirmada pelo teste com cloreto de

aluminio (AICls), no qual o extrato foi tratado com solugdo alcodlica de AICls. A formagdo de
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coloracdo amarela intensa ou fluorescéncia sob luz UV foi interpretada como indicativa da presenca
de flavonoides, devido a formagdo de complexos com grupos hidroxila fendlicos (SHAIKH;
PATIL, 2020; GODLEWSKA et al., 2023). A preseng¢a de compostos fenolicos foi avaliada
utilizando o reagente de cloreto férrico (FeCls), sendo considerada positiva a formacao de
coloragdo azul, verde ou violeta, resultante da complexacdo com grupos fenolicos (MUZAYINAH,;
WUTSQA; FAUZI, 2025).

Taninos foram identificados também por meio do teste com FeCls, complementado pela
formacgao de precipitado ap6s adicao de gelatina ou solugdo de proteinas, indicando a presenca de
taninos condensados ou hidrolisaveis (N’CHO et al., 2025).

A presenca de saponinas foi avaliada pelo teste de formagao de espuma persistente, no qual
solugdes dos extratos foram agitadas vigorosamente em agua destilada. A formac¢do de espuma
estavel por periodo superior a 10 minutos foi considerada indicativa da presenca dessas substancias.
Alcaloides foram investigados utilizando reagentes classicos, como Dragendorff e Mayer, sendo a
formagao de precipitados de coloragdo alaranjada ou esbranquigada interpretada como indicativa
da presenca dessa classe de compostos. Em alguns casos, a resposta foi considerada fraca,
sugerindo baixa concentracdo desses metabolitos nas amostras analisadas (WINA; MUETZEL;
BECKER, 2005).

Os resultados obtidos nesta triagem foram considerados qualitativos, fornecendo apenas
indicacdo preliminar da presenca ou auséncia das classes de metabolitos, sem quantificagdo dos

compostos presentes.

3.8 Avaliacao da atividade antioxidante pelo método do radical DPPH

A atividade antioxidante das amostras foi avaliada pelo método de sequestro do radical livre
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPHe), utilizado como triagem complementar da capacidade redox
dos extratos e do 6leo essencial. Inicialmente, preparou-se uma solu¢do de DPPHe a 0,10 mM em
metanol, a qual foi mantida protegida da luz at¢ o momento do uso (SHAHIDI; ZHONG, 2015;
MUNTEANU; APETREI, 2021). As amostras foram previamente solubilizadas em
dimetilsulfoxido (DMSO) e posteriormente diluidas em metanol, de modo que a concentragdo final

de DMSO em todas as solu¢des permanecesse igual ou inferior a 1% (v/v). As determinagdes foram
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realizadas nas concentragdes de 5, 10, 25, 50, 100, 250 ¢ 500 ug/mL(HARBORNE, 1998; MATOS,
2009).

Para a reagao, adicionou-se 1,0 mL da solu¢ao de DPPHe a 1,0 mL da solu¢ao da amostra
em tubos de ensaio. As misturas foram homogeneizadas ¢ mantidas em repouso por 30 min, a
temperatura ambiente (25 + 2 °C), ao abrigo da luz. O controle do radical foi preparado
substituindo-se a amostra por metanol contendo a mesma propor¢cdo de DMSO empregada nas
solucdes teste. Brancos das amostras, sem adicdo de DPPHe, também foram preparados para
corre¢ao de eventuais interferéncias causadas por cor propria ou turbidez das amostras. O acido
galico foi utilizado como padrao antioxidante de referéncia(CHEBBAC et al., 2021; FONSECA
GOMES et al., 2013).

Apo6s o periodo de incubagdo, as leituras de absorbancia foram realizadas a 517 nm. A
porcentagem de sequestro do radical DPPHe foi calculada a partir da reducdo da absorbancia da
solugdo reacional em comparagdo com o controle, e os valores de ICso foram obtidos por regressao
ndo linear. Todos os ensaios foram realizados em triplicata independente (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995; GULCIN; ALWASEL, 2023).

3.9 Abordagem in silico: docking molecular

3.9.1 Preparacao dos ligantes

As estruturas quimicas dos constituintes majoritarios do 6leo essencial foram inicialmente
construidas e/ou editadas no software Avogadro (versdo 1.97), a partir de suas formulas estruturais
bidimensionais obtidas da literatura e bancos de dados quimicos. As geometrias moleculares foram
convertidas para representagdes tridimensionais e submetidas a otimizagdo geométrica preliminar
utilizando campos de forga classicos (MMFF94), visando a obtencdo de conformacgdes
energeticamente favoraveis e livres de tensdes estruturais artificiais (SHARMA et al., 2024).

Posteriormente, as estruturas foram processadas no Open Babel (versdo 3.1.1), sendo
convertidas entre diferentes formatos quimicos e submetidas a etapas adicionais de padronizagao,
incluindo verificagdo de conectividade, normalizacdo de hidrogénios explicitos e geracdo de
conformacdes compativeis com os requisitos do docking molecular. Durante essa etapa, foi

assegurada a correta atribuicao dos estados de protonagao das moléculas, considerando condigdes
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fisiologicas (pH 7,4), de modo a refletir de forma mais realista o comportamento dos ligantes em
ambiente bioldgico (TOSCO; STIEFL; LANDRUM, 2014).

As moléculas preparadas foram entdo importadas para o (versao 1.5.7), onde foram
realizadas etapas essenciais para a simulacdo de docking, incluindo a adi¢ao de hidrogénios
polares, definicao de atomos do tipo AutoDock, e atribuicdo de cargas parciais do tipo Gasteiger—
Marsili. Em seguida, foram definidos os graus de liberdade rotacional dos ligantes por meio da
identificacdo de ligacdes rotacionaveis, mantendo-se rigidos os sistemas aromaticos e regides
estruturais planas (KABIER et al., 2024).

Por fim, todos os ligantes foram convertidos para o formato PDBQT, compativel com o
software AutoDock, contendo informagdes sobre coordenadas atomicas, cargas parciais e
parametros de flexibilidade molecular. Esse procedimento garantiu a padronizagdo estrutural e
energética dos compostos analisados, permitindo sua utilizacdo em simulacdes de docking
molecular com maior confiabilidade e reprodutibilidade (FORLI et al., 2016; EBERHARDT et al.,
2021).

3.9.2 Preparacao dos alvos moleculares

As estruturas tridimensionais das proteinas-alvo foram obtidas a partir do Protein Data
Bank (PDB), sendo selecionadas com base em sua relevancia bioldgica para processos essenciais
em microrganismos, incluindo biossintese da parede celular, divisao celular e metabolismo. Foram
priorizadas estruturas cristalograficas com alta resolu¢do e contendo ligantes co-cristalizados, de
modo a permitir a definigdo precisa dos sitios ativos e a validagdo dos protocolos de acoplamento
molecular (GUEDES; DE MAGALHAES; DARDENNE, 2014; PINZI; RASTELLI, 2019).

A preparacdo das proteinas foi realizada utilizando ferramentas apropriadas, incluindo
AutoDockTools (versdo 1.5.7), seguindo etapas padronizadas de pré-processamento estrutural.
Inicialmente, foram removidas moléculas de &gua cristalografica, ions ndo essenciais € outros
heteroatomos que nado participavam diretamente do sitio de ligacdo, visando evitar interferéncias
artificiais nas simulagdes de docking. Em seguida, foram adicionados hidrogénios polares as
estruturas proteicas, considerando que os dados cristalograficos geralmente ndo incluem esses
atomos, sendo fundamentais para a correta modelagem de interacdes intermoleculares,
especialmente ligacdes de hidrogénio.
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As cargas parciais do tipo Gasteiger foram atribuidas aos dtomos das proteinas, e os tipos
atdmicos compativeis com o AutoDock foram definidos, garantindo consisténcia com os ligantes
previamente preparados. Os sitios ativos foram definidos com base nas coordenadas dos ligantes
co-cristalizados presentes nas estruturas originais, sendo utilizadas como referéncia para o
posicionamento das caixas de grid (grid box), assegurando que as regides biologicamente
relevantes fossem corretamente amostradas durante as simulagdes.

Adicionalmente, os ligantes co-cristalizados foram removidos apos a defini¢cao do sitio
ativo e utilizados em etapas de redocking para validagdo do protocolo, permitindo verificar a
capacidade do método em reproduzir a orientacdo experimental do ligante no sitio de ligagdo,
usualmente avaliada por valores de RMSD inferiores a 2,0 A. Por fim, as estruturas proteicas
preparadas foram convertidas para o formato PDBQT, contendo informacdes de coordenadas,

cargas e parametros necessarios para as simula¢des de docking molecular.

3.9.3 Execugdo do docking

Os estudos de docking molecular foram realizados utilizando o software AutoDock 4.2.6,
empregando o algoritmo Lamarckian Genetic Algorithm (LGA), amplamente utilizado para
exploracdo do espago conformacional de ligantes flexiveis em sitios proteicos definidos. As
simulagdes foram conduzidas considerando o ligante como flexivel e a proteina como rigida,
permitindo a amostragem de diferentes conformagdes por meio de operadores genéticos
combinados com otimizag¢ao local.

As caixas de busca (grid boxes) foram definidas com base nas coordenadas dos ligantes co-
cristalizados presentes nas estruturas do PDB, garantindo o direcionamento das simulacdes para os
sitios ativos biologicamente relevantes. Os parametros do grid foram configurados de modo a
abranger completamente a cavidade catalitica, com espagamento tipico de 0,375 A entre os pontos
da malha, assegurando resolu¢do adequada na avaliagdo das interagdes intermoleculares.

Para cada sistema ligante-proteina, foram realizadas multiplas execugdes independentes de
docking (tipicamente 100 corridas por ligante), com populagao inicial de 200 individuos, nimero
maximo de avalia¢des de energia da ordem de 2,5 x 10° a 4,5 x 10, e nimero maximo de geracdes
de até 50.000, parametros estes selecionados para garantir adequada convergéncia do algoritmo e
amostragem eficiente do espaco conformacional. A taxa de mutagdo e cruzamento foi mantida nos
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valores padrdo do AutoDock, assegurando equilibrio entre diversidade conformacional e
refinamento das solugdes.

Os resultados obtidos foram agrupados com base em critérios de similaridade estrutural
(clusterizagdo), utilizando um valor de tolerancia de RMSD de 2,0 A, sendo selecionadas como
representativas as conformagdes pertencentes aos clusters mais populados e/ou com menor energia
livre de ligacdo (AG). As energias de ligacdo estimadas foram utilizadas como pardmetro
comparativo entre os diferentes ligantes, sendo interpretadas de forma relativa, sem atribuicao de
valores absolutos de afinidade.

A andlise das interagdes ligante-proteina foi realizada considerando liga¢des de hidrogénio,
interagdes hidrofobicas, forgas de van der Waals e possiveis interagdes mt, permitindo a identificacao
de padrdes de ligacdo relevantes nos diferentes alvos moleculares. Ressalta-se que os resultados de
docking representam predi¢des tedricas baseadas em modelos estaticos, devendo ser interpretados
como indicativos do potencial de interagdo molecular e ndo como evidéncia definitiva de atividade

bioldgica (FORLI et al., 2016; EBERHARDT et al., 2021; WARREN et al., 2006).

3.9.4 Validacao do protocolo

A validagao do protocolo foi realizada por redocking dos ligantes co-cristalizados, sendo
considerado adequado um desvio RMSD < 2,0 A entre as poses experimental e predita (KHMIL;
SHESTOPALOVA; KOLESNIKOYV, 2025).

3.9.5 Anaélise das interacoes

As interagdes entre ligantes e proteinas foram analisadas a partir dos complexos obtidos nas
simulagdes de docking, selecionando-se, para cada sistema, as conformagdes com menor energia
livre de ligacdo (AG) e pertencentes aos clusters mais representativos. A visualizagdo
tridimensional dos complexos foi realizada no software PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics
System, versdo 2.x), permitindo a inspecao detalhada da orientag¢do dos ligantes no sitio ativo, bem
como a analise espacial das interagdes com residuos aminoacidicos relevantes.

Adicionalmente, os perfis de interacdo bidimensional foram gerados utilizando o software
LigPlot+, o qual possibilita a identificacdo automatica de ligagdes de hidrogénio e interagdes
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hidrofobicas, representando graficamente os contatos intermoleculares entre ligante e proteina. As
ligacdes de hidrogénio foram consideradas com base em critérios geométricos padrao, incluindo
distancias tipicas inferiores a 3,5 A entre doadores e aceptores, e angulos favoraveis a formagio
dessas interagoes.

O software Discovery Studio Visualizer (BIOVIA) foi utilizado como ferramenta
complementar para analise e validagao das interagdes, permitindo a caracterizagao mais abrangente
dos contatos intermoleculares, incluindo interacdes de van der Waals, interacdes n—m, m-alquil,
ligagdes de hidrogénio convencionais € ndo convencionais, além de contatos eletrostaticos. Essa
abordagem integrada permitiu uma avaliagdo mais robusta do modo de ligacdo dos ligantes,
considerando diferentes perspectivas de analise estrutural.

Os residuos aminoacidicos envolvidos nas interacdes foram identificados com base na
proximidade espacial e na natureza das interagdes estabelecidas, sendo comparados, sempre que
possivel, com aqueles descritos para os ligantes co-cristalizados, a fim de verificar a consisténcia
do posicionamento dos compostos testados no sitio ativo. Ressalta-se que as interagdes descritas
representam modelos estaticos derivados das conformagdes mais estaveis previstas pelo docking,
devendo ser interpretadas como indicativas do potencial de interacdo molecular, € ndo como

evidéncia definitiva de mecanismo de agao.
3.9.6 Predi¢do de propriedades farmacocinéticas (ADMET)

As propriedades farmacocinéticas e toxicoldgicas dos compostos selecionados foram
preditas utilizando as plataformas SwissADME, pkCSM e ProTox-II, permitindo a avaliagdo
preliminar do potencial farmacologico das moléculas (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017;

XIONG et al., 2021; BANERIJEE et al., 2024).

4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Composicio quimica do o6leo essencial dos frutos de M. verrucosa

A composicao quimica do 6leo essencial dos frutos de M. verrucosa, apresentada na Tabela

2, revelou um perfil dominado por terpenoides, com predominancia da fragcdo sesquiterpénica.
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Tabela 2. Composicao quimica do dleo essencial de M. verrucosa, obtida por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), incluindo compostos identificados, indices de
retengdo calculados (RI) e areas relativas (%), com agrupamento por classes quimicas.

N° Composto RI (calc.) Area Relativa (%)
1 o-Pineno 980 9.3
2 B-Pineno 1057 19,56
3 Eucaliptol 1153 8,6
4 Terpinen-4-ol 1425 0,3
5 Ciclosativeno 1780 0,25
6 Copaeno 1793 2,15
7 Elemeno 1820 0,43
8 Cariofileno 1886 22
9 B-Calareno 1906 1,91
10 (-)-0-Panasinsene 1913 1,01
11 Humuleno 1958 2,92
12 Aromadendrene 1966 0,58
13 2-Isopropenil-4a,8-dimetil-1,2,3,4,4a,5,6,7-octa-hidronaftaleno 1990 0,07
14 o-Muuroleno 1994 0,2
15 B-Longipineno 2008 0,16
16 B-Selineno 2021 1,72
17 (1R,5S)-1,8-Dimetil-4-(propan-2-ilideno)espiro[4.5]dec-7-eno 2031 1,18
18 a-Selineno 2038 1,54
19 y-Muuroleno 2069 0,31
20 Cubeneno 2077 2,18
21 cis-Calameneno 2087 0,17
22 Espatulenol 2202 6,09
23 Oxido de cariofileno 2214 10,9
24 Isovalencenol 2220 0,34
25 Ledol 2266 0,2
26 Epoxido de humuleno | 2280 1,09
27 Cubenol 2316 0,34
28 (-)-Espatulenol 2332 0,21
29 10,10-Dimetil-2,6-metilenobiciclo[7.2.0Jundecan-53-o0l 2348 0,64
30 Acetato de t-cadinol 2357 0,21
31 1-Cadinol 2363 0,19
32 t-Muurolol 2370 0,54
33 a-Cadinol 2396 1,19
34 Neointermedeol 2407 0,22
35 (1R,7S,E)-7-Isopropil-4,10-metilenociclodec-5-enol 2437 0,68

A soma de sesquiterpenos hidrocarbonados (38,78%) e oxigenados (22,84%) totaliza

61,62%, superando a fracdo monoterpénica (37,76%). Esse padrdo indica uma matriz composta
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majoritariamente por moléculas de maior massa molecular e menor volatilidade, sugerindo maior

persisténcia e estabilidade funcional.
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Figura 2. Cromatograma do 6leo essencial dos frutos de M. verrucosa extraido por hidrodestilacao
em aparelho de Clevenger modificado.

Os principais constituintes foram cariofileno (22,0%), B-pineno (19,56%), o6xido de
cariofileno (10,9%), eucaliptol (8,6%) e espatulenol (6,09%), os quais concentram parcela
significativa do 6leo essencial. O cromatograma (Figura 2) evidencia essa distribui¢do nao
homogeénea, caracterizada por poucos compostos majoritarios acompanhados por uma fragdo
minoritaria diversificada.

Do ponto de vista estrutural, o 6leo essencial dos frutos apresenta coexisténcia de
sesquiterpenos hidrocarbonados (como cariofileno, humuleno e selinenos) e sesquiterpenos
oxigenados (6xido de cariofileno, espatulenol, cadindis). Essa organizacdo amplia o espectro de
interacdes bioldgicas: compostos apolares favorecem interagdes hidrofobicas com membranas,
enquanto derivados oxigenados introduzem possibilidades adicionais de interagdao intermolecular
(SELL, 2020; ZUZARTE; SALGUEIRO, 2015).
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A elevada propor¢ao de cariofileno e 6xido de cariofileno configura um eixo quimico
central, combinando carater hidrofébico e funcionalizagdo por oxigénio, o que sugere
complementaridade estrutural relevante (PRAET et al., 2016). A presenga expressiva de f-pineno
e eucaliptol indica contribui¢do adicional de compostos mais volateis, potencialmente envolvidos
em etapas iniciais de interagdo com sistemas biologicos (JAOUI et al., 2013).

Embora poucos constituintes sejam majoritarios, a fragdo minoritaria deve ser considerada,
pois pode atuar modulando a atividade global do 6leo essencial (DI SOTTO et al., 2020). Dessa
forma, a composicao observada aponta para um sistema quimico multifatorial, no qual a atividade
bioldgica resulta da interag@o entre diferentes classes de compostos, € ndo da agdo isolada de um
unico constituinte (NAZZARO et al., 2017; TCHINANG et al., 2023; ANGANE ect al., 2022).

Em conjunto, os dados da Tabela 2 e do cromatograma (Figura 2) indicam que o 6leo
essencial dos frutos de M. verrucosa constitui uma matriz terpénica organizada e funcionalmente
coerente com atividades bioldgicas complexas, fornecendo base estrutural para os resultados

antifingicos discutidos nas se¢des seguintes.

4.2 Atividade antifingica do 6leo essencial dos frutos de M. verrucosa

4.2.1 Microrganismos avaliados e visdo geral dos resultados

A atividade antifingica do 6leo essencial dos frutos de M. verrucosa foi avaliada frente a
leveduras e fungos filamentosos de relevancia clinica e ambiental, conforme apresentado na Tabela
3.

Foram incluidas leveduras do género Candida — C. albicans (ATCC 76485 ¢ LM-65) e C.
tropicalis (ATCC 750 e LM-14) — e fungos filamentosos, representados por 7. rubrum (ATCC
28188 e LM-150), A. flavus (ATCC 4603 e LM-248) e P. citrinum (ATCC 28752 e LM-74). A
utilizacdo de linhagens padrao (ATCC) e isolados clinicos (LM) permitiu avaliar a consisténcia da
resposta antifiingica frente a diferentes perfis bioldgicos.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 3, o 6leo essencial dos frutos exibiu
atividade antifingica mensuravel para todos os microrganismos avaliados, com valores de

concentragdo inibitéria minima (CIM) predominantemente iguais a 64 ug/mL. Esse padrao foi
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observado tanto para leveduras quanto para a maioria dos fungos filamentosos, indicando um

comportamento relativamente uniforme frente a diferentes grupos fingicos.

Tabela 3. Resultados da média da avaliagdo (n=3) da Concentracao Inibitéria Minima/CIM
(ng/mL) do 6leo essencial de folhas e de frutos M. verrucosa contra espécies microbianas-Técnica
de Microdiluigao.

[sa)
v N
% % 2 %
Al O A o = 0 =4 ) 0 <
O = i Q N b b © S QA =
Oleo essencial 2 S = e > & = g < S 2
< = v < - @) — LI) 3 IS] s
S < § 2 = O g O “ < 3
(hg/mL) S = £ 5 § g i 2 g s
8 S = 2 2 < < S S S
@ S S 5 g S N 2 = £ 3
S R s S
. @) O < Q A
R = =~
Folhas 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64
Frutos 64 64 64 64 64 64 64 64 64 128 128
Controle: Meio de - - _
cultura
Controle: Micro- + + +
) + + + + +
organismo
Controle: X X X X
ontrote 128 X X X X X X
gentamicina
le: 128 256 256 1024
Controle X 128 128 128 128 128 1024

Fluconazol

Uma excecdo foi observada para P. citrinum, cujas linhagens apresentaram CIM de 128
ug/mL, sugerindo menor suscetibilidade quando comparado aos demais microrganismos testados
(FERREIRA et al., 2019; LIU; WANG; SU, 2024), dados compativeis com os encontrados na
literatura para Zataria multiflora por exemplo (MOHAJERI et al., 2018). A auséncia de variacao
significativa entre linhagens ATCC e isolados clinicos indica que a atividade antifungica do 6leo
essencial se manteve consistente independentemente da origem do microrganismo. Esse
comportamento reforca a reprodutibilidade dos resultados e sugere que o efeito observado ndo esta
restrito a caracteristicas especificas de uma unica linhagem, conforme descrito no estudo
Bactericidal activity of herbal volatile oil extracts against multidrug-resistant Acinetobacter
baumannii (INTORASOOT et al, 2017) e em Antifungal Activity of Essential Oils
Against Candida Species Isolated from Clinical Samples (CORDOBA et al., 2019)
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4.2.2 Relagao inicial entre atividade antifingica e composi¢ao quimica

A relagdo entre a atividade antifingica observada e a composi¢ao quimica do 6leo essencial
dos frutos de M. verrucosa pode ser analisada ndo apenas em termos de presenca de compostos
bioativos, mas sobretudo a partir da organizagao estrutural da matriz terpénica.

Um aspecto relevante ¢ a predominancia de sesquiterpenos (38,78%) e sesquiterpenos
oxigenados (22,84%), em contraste com a fracdo de monoterpenos, que, embora presente,
representa uma contribui¢do menor em termos estruturais. Esse padrao sugere uma matriz quimica
dominada por compostos de maior massa molecular e menor volatilidade, o que pode influenciar
diretamente a forma de interagdo com células fungicas. Diferentemente de monoterpenos, que
frequentemente apresentam agdo mais rapida e difusa, os sesquiterpenos tendem a promover
interagdes mais estaveis e prolongadas com sistemas bioldgicos, especialmente em ambientes
lipidicos (BAKKALI et al., 2008; SRINIVASAN et al., 2015).

Essa distingdo estrutural permite interpretar a atividade antifingica observada sob uma
perspectiva funcional. A presenga de compostos como cariofileno e seus derivados oxigenados
indica a coexisténcia de regides hidrofobicas extensas com pontos de funcionalizagdo quimica,
favorecendo maultiplos modos de interagio (SCHWINDL; KRAUS; HEILMANN, 2017,
SRINIVASAN et al., 2015). Em vez de atuar por um tnico mecanismo dominante, a matriz quimica
do 6leo pode proporcionar uma distribui¢do de interagdes, nas quais diferentes constituintes
contribuem para a perturbagao progressiva da célula fungica (ISKANDAR et al., 2025).

O padrdo relativamente uniforme de CIM (64 pg/mL) entre espécies de Candida e outros
fungos sugere que essa distribui¢do de interagdes € suficientemente robusta para superar variagdes
fisiologicas entre microrganismos distintos. Isso indica que a atividade ndo depende de afinidade
especifica por um alvo molecular isolado, mas possivelmente de um efeito cumulativo, resultante
da agdo simultanea de multiplos constituintes sobre estruturas celulares essenciais (GRAY;
WENZEL, 2020).

Por outro lado, a menor suscetibilidade observada para P. citrinum (CIM = 128 pg/mL)
sugere que essa estratégia quimica apresenta limitacdes frente a organismos com maior
complexidade estrutural ou diferengas na organizagdo da parede celular e membrana. Fungos

filamentosos, de modo geral, apresentam barreiras adicionais a difusdo de compostos hidrofobicos,
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o que pode reduzir a eficiéncia de interagdo da matriz terpénica (GOMEZ-GAVIRIA; RAMIREZ-
SOTELO; MORA-MONTES, 2022).

Dessa forma, a analise conjunta da composicao quimica e da atividade antifungica sugere
que o 6leo essencial dos frutos de M. verrucosa atua como um sistema quimico organizado, no qual
a predominancia de sesquiterpenos contribui para uma atividade consistente, enquanto a
diversidade estrutural permite a adaptagao do efeito biologico a diferentes tipos de microrganismos.
Essa interpretacdo fornece uma base conceitual mais refinada para as analises mecanisticas e

moleculares apresentadas nas se¢des subsequentes.

4.3 Interacao o 6leo essencial dos frutos de M. verrucosa com fluconazol (checkerboard)

A avaliacdo da interacdo entre o 6leo essencial dos frutos de M. verrucosa e o fluconazol
foi realizada com o objetivo de investigar se a combina¢ao entre um produto natural complexo e
um antifingico de uso clinico poderia resultar em modula¢do da atividade antifingica. Essa
abordagem ¢ particularmente relevante no contexto de infec¢des por Candida, nas quais a
resisténcia a azolicos representa um desafio crescente, tornando desejavel a identificacdo de
estratégias capazes de potencializar a eficacia de farmacos ja estabelecidos (CORREA et al., 2009;
SARRAZIN et al., 2024).

O ensaio de combinagao foi conduzido utilizando a técnica de microdilui¢do em matriz
bidimensional (checkerboard), permitindo a avaliacdo simultanea de diferentes concentragdes do
oleo essencial e do fluconazol. A partir dos dados obtidos, foram calculados os indices de
concentracdo inibitéria fracionada (CIF) para cada agente e o indice de concentragdo inibitéria

fracionada combinado (ICIF), conforme apresentado na Tabela 4.

Tabela 4. Efeito da combinacdo do 6leo essencial dos frutos de M. verrucosa com o antifingico
fluconazol sobre cepas de C. albicans ATCC-76485.

OE- frutos +
OE-frutos Fluconazol Resultado
C. albicans Fluconazol
CIF A CIFB ICIF
ATCC-76485 0,5 0,125 0,625 Aditividade
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CIF - Concentragio Inibitoria Fracionada; ICIF - Indice da Concentragio Inibitéria Fracionada;
Valores em pg/mL.

Para C. albicans ATCC 76485, foram obtidos os valores de CIF = 0,5 para o dleo essencial
e CIF =0,125 para o fluconazol, resultando em um ICIF de 0,625, caracterizando um efeito aditivo.
Esse resultado indica que, quando utilizados em combinagdo, o 6leo essencial e o fluconazol
apresentam um efeito antifungico superior ao observado quando aplicados isoladamente, embora
ndo atendam ao critério estabelecido para sinergismo (ICIF < 0,5). A redu¢ao das concentragdes
efetivas de ambos os agentes na condi¢do combinada evidéncia que nao ha interferéncia negativa
entre eles, sugerindo compatibilidade funcional entre seus modos de agao.

A observacao de um efeito aditivo ¢ particularmente relevante, pois indica que o 6leo
essencial pode atuar como modulador da atividade do fluconazol, contribuindo para o aumento da
eficicia antifingica sem evidéncia de antagonismo (ADASZYNSKA-SKWIRZYNSKA;
DZIECIOL; SZCZERBINSKA, 2023). Esse comportamento fornece suporte experimental para a
continuidade das analises mecanisticas, especialmente no que se refere a interagdo com estruturas
celulares fungicas e possiveis alvos moleculares (MANDRAS et al., 2016; MEDEIROS et al.,
2022).

4.4 Indicios do mecanismo de acio do oleo essencial frente a C. Albicans
A investigacdo preliminar do mecanismo de agdo do oleo essencial dos frutos de M.

verrucosa foi realizada por meio de ensaios com sorbitol e ergosterol (tabela 5 e 6), utilizando C.

albicans ATCC 76485 como organismo modelo.

Tabela 5. Concentragao Inibitoria Minima do 6leo essencial dos frutos de M. verrucosa, na auséncia
e na presenca de sorbitol 0,8 M.

Cepas OE-frutos
Auséncia de sorbitol Presenca de sorbitol
CIM (ng/mL) CIM (ng/mL)
C. albicans ATCC-76485 64 64
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No ensaio com sorbitol (0,8 M), ndo foi observada alteragdo na concentragdo inibitoria
minima (CIM), que permaneceu em 64 pg/mL tanto na presenca quanto na auséncia do agente
osmoprotetor. Esse resultado indica que o oOleo essencial ndao exerce efeito antifingico
primariamente associado a inibi¢ao da biossintese da parede celular, uma vez que o sorbitol atua

protegendo células submetidas a esse tipo de estresse (SOUZA et al., 2010).

Tabela 6. Concentragao Inibitoria Minima do 6leo essencial dos frutos de M. verrucosa, na auséncia
e na presenca de ergosterol (400 pg/mL).

Cepas OE-frutos
Auséncia de ergosterol  Presenca de ergosterol
CIM (pg/mL) CIM (pg/mL)
C. albicans ATCC-76485 64 128

Em contraste, no ensaio com ergosterol exdgeno, foi observada elevagao da CIM de 64 para
128 pg/mL, correspondendo a um aumento de duas vezes na concentragdo necessaria para inibigao
do crescimento fungico . Esse comportamento sugere uma possivel interagcdo entre os constituintes
do dleo essencial e os esterois da membrana fungica, uma vez que o ergosterol livre pode atuar
como alvo competitivo, reduzindo a disponibilidade do composto ativo para interagdo com a
membrana celular (ESSID et al., 2017).

A diferenca de resposta entre os dois ensaios indica que o efeito antifungico do dleo
essencial estd mais associado & membrana plasmatica do que a parede celular, sugerindo um
mecanismo compativel com a desorganizacao estrutural da bicamada lipidica ou interferéncia em
componentes esterolicos (RAJPUT; KARUPPAYIL, 2013). Um importante estudo (Anti-
Candida activity of geraniol involves disruption of cell membrane integrity and function)
(SHARMA; KHAN; MANZOOR, 2016) mostrou que esse tipo de efeito ja foi descrito na literatura
para monoterpenos isolados, como o geraniol, cuja atividade antifungica frente a espécies de
Candida tem sido associada a desestabilizagdo da membrana plasmatica, com aumento da
permeabilidade e comprometimento da integridade estrutural celular (TRAN; GRAHAM;
ADUKWU, 2020).
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Esse comportamento ¢ coerente com a composicao quimica do 6leo essencial dos frutos,
caracterizada pela predominancia de sesquiterpenos e sesquiterpenoides, como cariofileno, 6xido
de cariofileno e espatulenol, compostos reconhecidos por sua natureza lipofilica e capacidade de
interacdo com membranas biologicas. A presenca simultdnea de hidrocarbonetos terpénicos e
derivados oxigenados pode favorecer diferentes tipos de interagdo, incluindo inser¢@o na bicamada
lipidica e perturbagdo da organizagado estrutural da membrana (LEITE et al., 2015).

Embora esses resultados ndo permitam a definicdo de um mecanismo de agdo especifico,
eles fornecem evidéncias consistentes de um efeito associado a membrana, contribuindo para a
constru¢ao de uma hipodtese mecanistica que serd posteriormente discutida em conjunto com os

dados de intera¢ao com fluconazol e as analises in silico.

4.5 Analise in silico e correlacido com os dados experimentais

4.5.1 Validagao do Protocolo de Docking

A validacdo do protocolo de docking foi realizada por meio do redocking dos ligantes co-
cristalizados presentes nas estruturas das proteinas 5V5Z (ligante 1YN), 5TZ1 (ligante VT1) e
SFSA (ligante X2N), todas associadas a enzima CYP51 de C. albicans. Os dados de gridbox pode

ser visto na tabela 7 abaixo.

Tabela 7. Principais parametros do arquivo de configura¢do (config.txt) empregados no redocking
das enzimas 5V5Z, 5STZ1 e 5FSA.

Proteina Center Center Center Size size Size
Ligante exhaustiveness
(Receptor) X y Y/ X y zZ
5V5Z 1YN -38.357 -19.239  25.342 40 50 40 1000
5TZ1 VT1 72915 66.463 3.815 22 40 32 1000
S5FSA X2N 195.009 -1.596 35.690 32 40 32 1000

Para cada estrutura cristalografica, os ligantes co-cristalizados foram inicialmente
removidos e, em seguida, preparados individualmente para o processo de redocking. O preparo

envolveu a adicdo de hidrogénios polares, definicdo de cargas parciais e conversdo dos arquivos
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para o formato PDBQT, compativel com o AutoDock Vina. Em seguida, foi realizado o redocking
utilizando o software AutoDock Vina, com a geracdo de 10 poses conformacionais para cada
composto, permitindo avaliar a melhor orientacao possivel no sitio ativo da proteina em relagao ao

ligante original. A tabela 8 mostra os resultados numéricos dessa analise.

Tabela 8. Melhores afinidades (kcal/mol), faixa de afinidades obtidas e valores de RMSD relativos
a pose cristalogréafica.

Faixa das
Melhor Afinidade RMSD em relacio
Proteina (Ligante) Demais Poses
(kcal/mol) ao cristal (A)
(kcal/mol)
5V5Z (1YN) -12,7 -12,0 a-12,7 1,360
5TZ1 (VT1) -12,7 -11,6 a-12,7 0,558
S5FSA (X2N) -13,2 -12,2 a-13,1 0,758

Todos os valores ficaram abaixo do limite de 2,0 A, considerado adequado para validar a
reprodutibilidade do docking. As energias de ligacdo preditas para as melhores poses foram -12,7
a-13,2. As andlises visuais confirmaram a manutengao do posicionamento dos ligantes no interior
do sitio ativo, incluindo coordenagdo axial com o ferro do grupo heme, além de multiplas interagdes
hidrofobicas e aromaticas com residuos como Tyr132, Leu376, Phe126, Met508 e His310.

Esses resultados indicam que o protocolo empregado ¢ confidvel e reproduz
satisfatoriamente as poses experimentais, servindo como referéncia para os compostos dos 6leos
essenciais avaliados nas etapas seguintes como podem ser vistos nas Figuras 3, 4 e 5, onde as
proteinas CYP51 (PDB: 5V5Z, 5STZ1 e SFSA) podem ser visualizadas em sua forma de superficie.
Nas figuras 6, 7 e 8 podem ser vistos em destaque as interagdes entre o ligante padrdo e o substrato

da proteina, bem como sua posi¢do na cavidade proteica.
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Figura 3. Estrutura cristalina do esterol 14a-desmetilase (CYP51) de C. albicans em complexo com antifingico
a base de tetrazol VT1161 (VT1).
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Figura 5. Estrutura cristalina do esterol 14-alfa desmetilase (CYP51) de uma levedura patogénica C. albicans
em complexo com o antifingico posaconazol (X2N).

Figura 6. Alinhamento entre o ligante 1YN da proteina 5V5Z e a pose 1 (em destaque) gerada
pelo protocolo de docking.
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Figura 7. Alinhamento entre o ligante VT1 da proteina 5STZ1 e a pose 1 (em destaque) gerada
pelo protocolo de docking.

Figura 8. Alinhamento entre o ligante X2N da proteina SFSA e a pose 1 (em destaque) gerada
pelo protocolo de docking.

4.5.2 Avaliagdo da Afinidade de Liga¢do dos Compostos dos Oleos Essenciais com Alvos

Proteicos

A Tabela 9 apresenta os valores de afinidade de ligacdo (kcal/mol) obtidos por docking
molecular para os principais compostos do 6leo essencial com as proteinas CYP51 de C. albicans
(PDB IDs: 5V5Z, 5STZ1 e SFSA).Valores negativos altos indicam interagdes mais favoraveis com
o sitio ativo das enzimas, sugerindo maior potencial antifingico.

Para detalhamento das interagdes moleculares, foram selecionados os cinco compostos com
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a melhor afinidade média de ligacao frente as trés proteinas-alvo, em evidéncia na tabela 10. Esses
cinco compostos, que demonstraram o maior potencial global de interagdo, sdo analisados em

profundidade nas proximas se¢des, com visualizagdes 2D e 3D de suas interagdes no sitio ativo.

Tabela 9. Andlise Comparativa das Afinidades de Ligacao (kcal/mol) dos compostos naturais com
a enzima CYP51 de C. albicans (PDB: 5V5Z, 5TZ1 e SFSA) por docking molecular.

Enzimas de C. albicans (ATCC76485)

Compostos S5VS5Z 5TZ1 S5FSA
a-Pineno -6.80 -6.70 -6.70
B-Pineno -6.70 -6.60 -6.80
Eucaliptol -6.70 -6.80 -6.70
Terpinen-4-ol -6.90 -6.70 -6.70
Ciclosativeno -8.80 -9.10 -8.70
Copaneno -8.50 -8.80 -8.90
Elemeno -8.00 -8.50 -8.10
Cariofileno -9.40 -9.20 -9.20
B-Celareno -8.90 -8.90 -8.80
(-)a-Panasinsen -9.20 -8.70 -9.00
Humuleno -9.50 -9.30 -9.00
Aromandreno -8.80 -8.80 -8.90

2-Isopropenil-4a,8-dimetil-1,2,3,4,4a,5,6,7-
octahidronaftaleno -8.80 -8.60 -9.00
a-Muuroleno -8.70 -8.80 -8.80
B-Longipineno -9.10 -9.00 -9.00
B-Selineno -8.90 -8.80 -8.80
(1R,55)-1,8-Dimetil-4-(propan-2-

ilideno)spiro[4.5]dec-7-eno -8.70 -8.90 -9.10
a-Selineno -8.80 -8.60 -9.10
y-Muuroleno -8.50 -9.10 -9.10
Cubeneno -8.70 -8.80 -8.60
cis-Calameneno -8.80 -9.00 -8.90
Spatulenol -8.90 -8.20 -8.90
Oxido de Cariofileno -8.40 -8.60 -8.50
Isovalencenol -8.20 -8.10 -8.40
Ledol -9.00 -8.70 -9.30
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Epoxido Humuleno I -9.10 -9.10 -9.20

Cubenol -8.30 -8.50 -8.70

(-)-Spatulenol -8.90 -8.20 -8.90
10,10-Dimetil-2,6-dimetilenobiciclo[7.2.0Jundecan-

5pB-ol -8.90 -9.00 -8.90

Acetato de Tau-Cadinol -9.00 -9.10 -9.40

Tau-Cadinol -8.10 -8.70 -8.70

t-Muurolol -8.40 -9.10 -9.00

o-Cadinol -8.40 -9.10 -9.00

Neointermedeol -8.80 -8.40 -9.00

(1R,7S,E)-7-Isopropil-4,10-dimetilenociclodec-5-
enol -8.80 -9.00 -9.10

O conjunto de pontuagdes (AG) evidencia um padrio robusto, visto que os sesquiterpenos
concentram as melhores afinidades nos trés alvos de C. albicans, com destaque recorrente para
humuleno e cariofileno (= —9,3 kcal'mol™). Em contraste, os monoterpenos (o/B-pineno,
eucaliptol, terpinen-4-ol) permanecem em torno de —6,7 a —6,9 kcal-mol™', sugerindo contribuicao
de ligacdo mais fraca. Esse gradiente ja configura uma relagdo estrutura-atividade intuitiva: maior
superficie hidrofobica, geometria mais rigida e esqueleto policiclico tendem a maximizar o encaixe
e a estabilizagdo do complexo.

Entre os sesquiterpenos, dois arquétipos ajudam a explicar o desempenho. Os
hidrocarbonetos biciclicos (humuleno, cariofileno, p-longipineno, muurolenos, selinenos)
preenchem canais apolares e exploram extensivamente contatos hidrofobicos/n-alkyl, com menor
penalidade entrdpica pela rigidez conformacional (JONES et al., 2008). J4 os derivados oxigenados
(acetato de tau-cadinol, ledol, epdxido de humuleno I, T-muurolol, a-cadinol) preservam o “corpo”
hidrofobico, mas acrescentam pontos de ancoragem polar (OH, epoxido, acetato), capazes de
formar pontes de H ou interagdes dipolares periféricas quando o bolso oferece essa oportunidade
(NIKONOVA et al., 2004).

As nuances por alvo reforcam essa leitura. Em CYP51 (5V5Z) e CYPS1 (5TZ1), humuleno
e cariofileno lideram, seguidos de hidrocarbonetos de perfil semelhante, sugerindo bolsos
predominantemente apolares em que o empacotamento volumétrico domina (CRUNKHORN,
2017). Em 5FSA, os melhores passam a incluir acetato de tau-cadinol e ledol, no alvo CYP51
(5FSA), indicando maior tolerancia (ou preferéncia) por grupos polares na borda do sitio. Embora

as séries mostrem correlagdes altas (tendéncia global compartilhada), a troca de posicdes entre
74



compostos revela micro-preferéncias de cada bolso, tuteis para desenhar combinagdes com

cobertura quimica complementar (SUN; JIANG; WANG, 2009).

Tabela 10. Ranking dos compostos por energia de ligagao (AG, kcal-mol™) frente a enzima CYP51
de C. albicans (PDB: 5V5Z, 5TZ1 e 5FSA).

Posicao 5vVs5zZ 5TZ1 S5FSA
1 Acetato de Tau-
Humuleno -9.50 Humuleno -9.30 Cadinol -9.40
2 Cariofileno -9.40 Cariofileno -9.20 Ledol -9.30
3 Epoxido
(-)a-Panasinseno  -9.20 a-Cadinol -9.10 Humuleno I -9.20
4 Epo6xido Humuleno
I -9.10 t-Muurolol -9.10 Cariofileno -9.20
5 V-
B-Longipineno -9.10 Muuroleno -9.10 a-Selineno -9.10

A distribui¢do hierarquica de afinidades apresentada na Tabela 10 reforca a coeréncia entre
os dados de docking e a aditividade experimental observada para OE-frutos + fluconazol (FICI =
0,625). Em 5V5Z e 5STZ1, humuleno e cariofileno ocupam as primeiras posi¢des, sugerindo bolsos
ativos majoritariamente apolares, nos quais o empacotamento volumétrico e a pressao hidrofobica
predominam. Ja em 5FSA, compostos oxigenados como acetato de tau-cadinol e ledol lideram,
indicando maior tolerancia a grupos polares periféricos. Essas micropreferéncias estruturais entre
alvos sustentam um modelo de efeito combinado sem antagonismo, no qual sesquiterpenos
volumosos modulam a membrana e facilitam o desempenho do azdlico no sitio candnico
(MUNDHE; RAJKUMARI, 2025; UNGUREANU et al., 2025).

Do ponto de vista aplicado, destacam-se trés perfis prioritarios: (i) sesquiterpenos apolares
(humuleno, cariofileno, B-longipineno); (ii) oxigenados (acetato de tau-cadinol, ledol, T-muurolol,
a-cadinol); e (ii1) epoxidos do humuleno como intermediarios hidrofobico-polares. A validacao
pode prosseguir com fragdes enriquecidas nesses compostos em checkerboard, cinéticas de morte
e ensaios de permeabilidade/ergosterol, associando evidéncias in silico e fenotipicas para

consolidar a narrativa de complementaridade multi-alvo.
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Figura 9. Representacao tridimensional (3D) e bidimensional (2D) dos trés compostos com melhor
funcao de pontuacao para o alvo SV5Z. (A) Humuleno acomodado no sitio ativo da proteina e (B)
seu respectivo mapa de interagdes em 2D; (C) Cariofileno no sitio ativo e (D) seu mapa de
interacdes em 2D; (E) (—)-a-Panasinseno no sitio ativo e (F) sua representacao em 2D.
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Figura 10. Representag¢do tridimensional (3D) e bidimensional (2D) dos trés compostos com
melhor funcao de pontuagdo para o alvo 5STZ1. (G) Humuleno acomodado no sitio ativo da proteina
e (H) seu respectivo mapa de interagdes em 2D; (I) Cariofileno no sitio ativo (J) seu mapa de
interagdes em 2D; (K) a-Cadinol no sitio ativo e (L) sua representagdo em 2D.
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Figura 11. Representagdo tridimensional (3D) e bidimensional (2D) dos trés compostos com

melhor funcdo de pontuagdo para o alvo SFSA. (M) Acetato de Tau-Cadinol acomodado no sitio
ativo da proteina e (N) seu respectivo mapa de interagdes em 2D; (O) Ledol no sitio ativo da
proteina e (R) seu mapa de interagdes em 2D.
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Dentre os cinco compostos selecionados com base nas afinidades preditas (Humuleno,
Cariofileno, Acetato de t-cadinol, Ledol e Epoxido de humuleno I), foram representados
graficamente os trés com melhores valores de AG e poses mais bem definidas em cada alvo (Figuras
1-3). Essa escolha visou destacar perfis estruturais contrastantes — hidrocarbonetos volumosos ¢
derivados oxigenados — que refletem padrdes complementares de interagdo nos sitios ativos.

Em 5V5Z e 5TZ1, Humuleno e Cariofileno mantiveram posicionamento profundo e
interacdes predominantemente hidrofobicas, em consonancia com as maiores afinidades
observadas (Tabela 1). J& em SFSA, compostos oxigenados, como Acetato de t-cadinol e Ledol,
assumiram destaque, sugerindo maior tolerancia a grupos polares periféricos. Essa distribuicao
hierarquica diferenciada entre alvos reforca a interpretacdo de micropreferéncias estruturais e
explica, em parte, a aditividade observada para OE-frutos + fluconazol (FICI = 0,625), sem
evidéncia de antagonismo.

Em sintese, a distribui¢cdo hierarquica das afinidades, aliada a complementaridade estrutural
entre os compostos, delineia um cendrio consistente com a aditividade observada
experimentalmente. Esses achados fornecem uma base solida para estratégias combinatorias e

apontam perspectivas promissoras para 0os proximos passos experimentais.

4.6 Integracao dos resultados e implicacoes biologicas

A andlise integrada dos resultados obtidos neste estudo revela um padrdo bioldgico
consistente, no qual a atividade antifungica do 6leo essencial dos frutos de M. verrucosa se
manifesta de forma relativamente uniforme entre diferentes espécies e linhagens de fungos,
especialmente no género Candida (ABD RASHED et al., 2021). A manutenc¢ao de valores de CIM
proximos entre as cepas avaliadas sugere a atuagdo sobre alvos celulares conservados,
possivelmente relacionados a integridade da membrana plasmatica. Esse comportamento ¢
frequentemente observado em O6leos essenciais ricos em terpenoides amplamente descritos na
literatura (DEMYTTENAERE, 2001; GALINDO-SOLIS; FERNANDEZ, 2022; GUIMARAES et
al., 2019), cuja atividade tende a ser menos dependente de especificidades genéticas de uma unica
linhagem e mais associada a propriedades fisico-quimicas gerais da célula fungica (LEIVA-MORA

et al., 2025).
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Quando comparados a literatura (CAVALEIRO et al., 2006; NENOFF; HAUSTEIN;
BRANDT, 1996), os valores de CIM obtidos neste estudo (64 pg/mL para Candida spp.) situam o
oleo essencial de M. verrucosa dentro de uma faixa considerada biologicamente relevante para
sistemas naturais complexos. Estudos com outros o6leos essenciais demonstram grande
variabilidade de atividade, incluindo sistemas com menor eficicia em ensaio direto ou com
desempenho limitado em associacdo com antiflingicos convencionais. Em alguns casos, como
relatado para o oleo essencial de Eugenia uniflora, a interacdo com fluconazol foi classificada
como indiferente ou antagonista, evidenciando que nem todos os 6leos apresentam comportamento
farmacolodgico favoravel em combinagdo (DOS SANTOS et al., 2018).

Em contraste, sistemas como os 6leos de Lippia origanoides (SCALAS et al., 2018) e
Thymus vulgaris (GIL et al., 2025) tém sido associados a efeitos sinérgicos mais pronunciados.
Nesse contexto, o efeito aditivo observado para M. verrucosa pode ser interpretado como um
comportamento intermedidrio, porém consistente ¢ farmacologicamente relevante, uma vez que
demonstra compatibilidade com fluconazol sem perda de atividade propria.

A interpretacdo desse padrdo biologico torna-se mais robusta quando considerada a luz da
composi¢ao quimica do dleo essencial. A predominancia de sesquiterpenos e sesquiterpenoides,
associada a uma fracdo menor de monoterpenos, configura uma matriz quimica lipofilica e
estruturalmente diversa. Compostos como cariofileno, 6xido de cariofileno e espatulenol
apresentam caracteristicas que favorecem interacdes com sistemas biologicos, especialmente
membranas (SANTOS et al., 2021; SELESTINO NETA et al., 2017).

Esse perfil ¢ compativel com a literatura, que descreve maior contribuicdo de
sesquiterpenos para atividades antimicrobianas em comparacdo a monoterpenos, frequentemente
devido a sua maior capacidade de interacdo hidrofébica com a bicamada lipidica. Nesse cenario, a
atividade antifingica observada pode ser interpretada como resultado de um efeito coletivo, no
qual diferentes classes de compostos contribuem de forma complementar, evidencia sustentada por
(VAN VUUREN; SULIMAN; VILJOEN, 2009) em “The antimicrobial activity of four commercial
essential oils in combination with conventional antimicrobials” além de outras literaturas
relacionadas (CHOUHAN; SHARMA ; GULERIA, 2017; SOULAIMANI, 2025).

Os ensaios voltados a investigacdo de mecanismo de a¢do fornecem suporte experimental
adicional para essa interpretacdao. A auséncia de alteracdo da CIM na presenca de sorbitol indica
que a atividade antifingica ndo estd associada a parede celular, enquanto o aumento da CIM na
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presenca de ergosterol sugere uma possivel interagdo com componentes esterolicos da membrana.
Esse comportamento encontra paralelos na literatura, na qual diversos dleos essenciais tém sido
associados a desestabilizacao da membrana plasmatica e a interferéncia na homeostase de esterois
(BIERNASIUK; BAJ; MALM, 2022; LIMA et al., 2012).

No entanto, nem todos os compostos seguem esse padrdo; estudos com moléculas como
citral (DE MENEZES et al., 2023) demonstram que atividades antifungicas semelhantes podem
ocorrer por mecanismos distintos, sem envolvimento direto com ergosterol. Essa variabilidade
refor¢a a necessidade de interpretar os resultados como indicativos, € ndo como evidéncia definitiva
de um mecanismo unico (ZHENG et al., 2021).

A andlise in silico complementa os dados experimentais ao indicar que diversos
constituintes do 6leo essencial apresentam afinidade favoravel com a enzima lanosterol 14a-
desmetilase (CYP51), um alvo central na biossintese de ergosterol. A predominancia de interacdes
hidrofobicas observada no docking favorece compostos apolares, como os sesquiterpenos, o que
esta de acordo com a composi¢ao quimica do 6leo. Estudos computacionais com produtos naturais
tém demonstrado que a CYP51 € um alvo recorrente em andlises preditivas envolvendo compostos
terpénicos, embora tais resultados devam ser interpretados com cautela (SISWINA et al., 2023).
No presente estudo, a convergéncia entre docking e ensaio com ergosterol sugere, de forma
consistente, que a via de biossintese de esterdis pode estar envolvida, ainda que nao seja possivel
afirmar exclusividade desse mecanismo.

Adicionalmente, a inspecdo detalhada dos mapas de interacdo revelou um padrdo recorrente
de contatos predominantemente hidrofobicos envolvendo residuos-chave do sitio ativo da CYPS51,
incluindo Tyrl118, Tyr132, Phe228, Phe233, Leul2l, Leu376 ¢ Met508, além da proximidade
consistente com o grupo prostético heme (HEM A:601). Esse arranjo indica que o sitio de ligacao
favorece ligantes apolares com elevada complementaridade conformacional, nos quais o
reconhecimento molecular ¢ guiado principalmente por forgas dispersivas e empacotamento
estérico. Comportamento semelhante pode ser observado nos derivados de 1,2,4-triazol,
promissores agentes antifigicos (SADEGHIAN et al., 2023) e que sustentam a argumentagdo para
o0 0leo essencial dos frutos de M. verrucosa.

Esse achado ¢ particularmente relevante para os sesquiterpenos identificados no dleo
essencial, como humuleno, cariofileno e (-)-a-panasinseno, cuja natureza hidrocarbonada favorece
a acomodagdo em cavidades lipofilicas. A recorréncia desses residuos entre diferentes ligantes
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sugere a existéncia de um nucleo de interagdo conservado dentro do sitio ativo, no qual compostos
estruturalmente distintos podem ser estabilizados por um mesmo ambiente hidrofoébico (SABT et
al., 2022).

Nesse contexto, a afinidade observada nao parece depender de interagdes polares altamente
especificas, mas sim de uma compatibilidade fisico-quimica entre os ligantes e 0 microambiente
do sitio catalitico. Essa caracteristica ajuda a explicar, em nivel molecular, como constituintes
terpénicos — mesmo desprovidos de grupos funcionais fortemente reativos — podem interagir de
forma favoravel com alvos envolvidos na biossintese de ester6is (KHAN et al., 2020).

Ainda que essas interagdes ndo constituam evidéncia direta de inibigdo enzimatica, elas
fornecem suporte estrutural consistente a hipdtese de envolvimento da CYP51, especialmente
quando consideradas em conjunto com os resultados experimentais obtidos no ensaio com
ergosterol. Assim, os dados sugerem um cenario no qual a atividade antifungica pode emergir da
convergéncia entre interagdes em nivel molecular e efeitos fisico-quimicos sobre sistemas de
membrana (FARIS SHALAYEL et al., 2024).

A avaliagdo da interacdo com fluconazol, por meio do ensaio de checkerboard, revelou
efeito aditivo, indicando auséncia de antagonismo e possivel compatibilidade farmacoldgica. Na
literatura, observa-se que interagdes entre Oleos essenciais e antifiungicos variam amplamente,
podendo resultar em sinergismo, aditividade ou antagonismo, dependendo da composi¢do quimica
e do mecanismo envolvido (SINGH et al., 2023). Nesse cenario, o comportamento observado para
M. verrucosa reforga a hipdtese de atuagdo por multiplas vias, nas quais o 6leo essencial pode
complementar a a¢do do fluconazol sem competir diretamente pelo mesmo sitio de acdo.

Em conjunto, os resultados obtidos sustentam a hipotese de que a atividade antifingica do
0leo essencial dos frutos de M. verrucosa emerge de um sistema quimico complexo e multifatorial.
A combinagdo de dados experimentais e computacionais sugere a atuacdo simultanea sobre a
membrana plasmatica, a biossintese de esterdis e possivelmente outros processos celulares ainda
nao explorados (SANA et al., 2026). Esse comportamento ¢ compativel com o conceito de
abordagem multialvo, no qual diferentes constituintes contribuem de forma integrada para o efeito
biologico observado. Assim, a atividade antifingica ndo deve ser atribuida a um nico composto
ou mecanismo isolado, mas sim a intera¢do dindmica entre os componentes da matriz quimica,

resultando em um efeito emergente (CASCAES et al., 2023).
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Essa interpretacdo deve ser compreendida como um modelo conceitual, construido a partir
da convergéncia entre diferentes abordagens metodoldgicas, e que pode orientar investigagdes
futuras voltadas a elucidacao mais detalhada dos mecanismos envolvidos.

O dleo essencial dos frutos de M. verrucosa apresentou atividade antifingica consistente,
com padrdo uniforme entre diferentes espécies, sugerindo atuacdo sobre estruturas celulares
conservadas. Os resultados experimentais indicam envolvimento da membrana plasmatica,
enquanto as analises in silico apontam a CYP51 como alvo potencial, sustentado por interagdes
hidrofobicas favoraveis no sitio ativo. Em conjunto, os dados suportam um mecanismo
multifatorial, no qual a atividade emerge da complementaridade entre os constituintes do dleo,

reforcando seu potencial como sistema bioativo de agdo multialvo.

50 FOLHAS DE M. verrucosa: COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADE
ANTIBACTERIANA E POTENCIAL MULTIALVO

A emergéncia de microrganismos resistentes a antimicrobianos representa um dos
principais desafios da medicina contemporanea, impulsionando a busca por novas estratégias
terapéuticas (KUMAR et al., 2013). Nesse contexto, produtos naturais tém se destacado como uma
fonte relevante de compostos bioativos, devido a sua elevada diversidade estrutural e a capacidade
de interagir com multiplos alvos bioldgicos. Diferentemente de moléculas sintéticas altamente
especificas, metabolitos secundarios de origem vegetal frequentemente apresentam perfis de agado
mais complexos, o que pode contribuir para a redu¢do do desenvolvimento de resisténcia
microbiana (NUNES et al., 2022; RODRIGUES et al., 2020).

Entre os patdgenos de maior relevancia clinica, S. aureus destaca-se pela sua capacidade
adaptativa e pela associagdo com infec¢des de dificil tratamento. A identificagdo de compostos
capazes de atuar sobre diferentes vias celulares tem se tornado uma abordagem promissora,
especialmente no contexto de estratégias multialvo (RABELLO et al., 2020; ROSSI, 2011).

A investiga¢ado da atividade biologica de espécies vegetais frequentemente revela variagdes
entre diferentes orgdos da planta, refletindo diferencas na composicdo quimica e nas fungdes

ecologicas associadas a cada tecido (JANOTTO et al., 2023; MELO et al., 2019; ROSSI, 2011).

83



No caso de M. verrucosa, enquanto os frutos apresentam atividade antifungica relevante, as folhas
exibem um perfil metabdlico distinto, com potencial para atuagdo frente a bactérias como S. aureus.

O oleo essencial das folhas ¢ caracterizado pela predominancia de terpenoides,
especialmente sesquiterpenos e monoterpenos, cuja diversidade estrutural sugere a possibilidade
de multiplas interagdes com sistemas bioldgicos. Essa complexidade est4 frequentemente associada
a mecanismos de a¢ao distribuidos, envolvendo tanto interagdes com membranas celulares quanto
a modulacao de proteinas envolvidas em processos metabolicos essenciais (BACHIR; BENALI,
2012).

Nesse cendario, a integracao entre dados experimentais ¢ abordagens in silico, como o
docking molecular, permite a identificacdo de possiveis alvos bioldgicos e a construcao de
hipdteses mecanisticas mais robustas (SWAIN et al., 2023). A andlise de multiplos alvos, incluindo
proteinas relacionadas a biossintese da parede celular, divisao bacteriana e metabolismo, possibilita
explorar o potencial multialvo de compostos naturais (AOUF et al., 2022).

Diante disso, o presente capitulo tem como objetivo discutir, de forma integrada, os
resultados obtidos a partir do 6leo essencial e dos extratos das folhas de M. verrucosa, incluindo a
caracterizacdo quimica, a avaliacdo da atividade antibacteriana, os ensaios de citotoxicidade e as
analises in silico direcionadas a alvos-chave de S. aureus. A abordagem adotada busca estabelecer
conexoes entre diferentes niveis de evidéncia, contribuindo para a proposicdo de um modelo

interpretativo consistente para a atividade observada.

5.1 Elucida¢do da composi¢ido quimica do d0leo essencial das folhas de M. verrucosa

A analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) permitiu
a identificag¢do de 45 constituintes no 6leo essencial das folhas de M. verrucosa, correspondendo a
91,95% da composicao total.

O perfil quimico revelou predominancia de sesquiterpenos hidrocarbonetos (47,70%),
seguidos por hidrocarbonetos monoterpénicos (20,67%), sesquiterpenos oxigenados (14,57%) e
monoterpenos oxigenados (8,70%), além de uma fracdo minoritaria de ésteres (0,31%).

Os principais constituintes identificados foram cariofileno (15,96%), B-pineno (14,00%),
a-selineno (9,14%), eucaliptol (7,57%), B-helmiscapeno (6,55%), a-pineno (5,81%) e humuleno
(5,36%), que juntos representaram mais de 60% da fracao volatil do 6leo essencial. Compostos de
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menor abundancia incluiram spatulenol (4,88%), 6xido de cariofileno (3,15%), cubeneno (2,74%)

e neointermedeol (1,96%).
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Figura 12. Cromatograma do 6leo essencial das folhas de M. verrucosa extraido por hidrodestilagdo
em aparelho de Clevenger modificado.

5.2 Atividade antibacteriana, natureza das fracdes e triagem fitoquimica das folhas de M.

verrucosa

A atividade antibacteriana dos extratos e do 6leo essencial das folhas de M. verrucosa foi
avaliada frente a cepa S. aureus ATCC 25923, e os resultados encontram-se apresentados na Tabela
11. De modo geral, observou-se um comportamento distinto entre as fragdes avaliadas,
evidenciando diferengas marcantes associadas a natureza quimica dos constituintes presentes. Vale
salientar que os outros microrganismos apresentados junto com a bactéria (S. aureus) estdo
dispostos na tabela para comparagdo dos efeitos do oleo essencial em estudo frente a diferentes
microrganismos.

O dleo essencial apresentou atividade antibacteriana relevante, com concentracao inibitoria

minima (CIM) de 64 ng/mL, indicando potencial significativo frente ao microrganismo testado.
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Em contraste, os extratos obtidos com solventes de baixa e média polaridade (hexano,
diclorometano, cloroféormio ¢ acetato de etila) ndo demonstraram atividade nas condigoes
avaliadas, sendo observada a presenca de crescimento microbiano. O extrato metandlico
apresentou atividade limitada, com CIM de 1024 pg/mL, sugerindo baixa eficacia antibacteriana
quando comparado ao 6leo essencial. Um resultado semelhante foi descrito para os extratos obtidos
dos galhos de Dorstenia mannii (Moraceae) (MBAVENG et al., 2012) e M. tenuiflora (SILVA et
al., 2020).

Tabela 11. Resultados da média da avaliagdo (n=3) da Concentracdo Inibitéria Minima/CIM
(ug/mL) do oleo essencial de folhas e de frutos M. verrucosa contra S. aureus. Os demais
microrganismos estdo dispostos na tabela para mera comparacgao.

Oleo essencial S 2@
o S %
<& T
S @ O]
SN 2O
(ng/mL) 3 =
S Ry <
A
Folhas 64 64
Ext. Hexanico + +
Ext. Cloroférmico + +
Ext. Acetato De Etila + +
Ext. Metanolico + +
Controle: Gentamicina 128 128

Esse padrao evidencia uma clara dissociagdo entre as fragdes quanto a atividade biolodgica,
indicando que os compostos responsaveis pelo efeito antibacteriano estdo concentrados
predominantemente na fracdo volatil. Considerando a composi¢do quimica tipica de Oleos
essenciais, esse comportamento pode ser associado a presenca de terpenoides, especialmente
monoterpenos e sesquiterpenos, cujas propriedades lipofilicas favorecem interagdes com estruturas

celulares bacterianas (RIZWAN et al., 2022).
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Por outro lado, os extratos obtidos por solventes organicos, particularmente o extrato
metanolico, tendem a concentrar compostos de maior polaridade, como fenolicos e flavonoides,
que, embora frequentemente associados a diferentes atividades bioldgicas, ndo demonstraram
contribuicao significativa para a atividade antibacteriana nas condi¢gdes avaliadas (FERREIRA et
al., 2022).

A auséncia de atividade nos extratos apolares também sugere que compostos ndo volateis
de natureza lipofilica, como hidrocarbonetos de cadeia longa e 4cidos graxos, ndo desempenham
papel relevante na inibi¢dao de S. aureus neste sistema experimental. Esse resultado indica que a
atividade observada ndo esté relacionada apenas a lipofilicidade dos compostos, mas possivelmente
a presenga de estruturas quimicas especificas capazes de interagir com alvos celulares bacterianos.
Esse resultado contrasta com os dados obtidos para os acidos graxo extraidos das partes aéreas de
M. invisa que alcancaram resultados na faixa de 64 — 256 pg/mL (NANA et al., 2012).

Dessa forma, os resultados obtidos indicam que a atividade antibacteriana das folhas de M.
verrucosa estd predominantemente associada a fracdo volatil, enquanto os extratos apresentam
contribuicdo limitada. Esses dados fornecem uma base importante para a interpretacdo dos

resultados quimicos e das anélises in silico, que serdo discutidos nas se¢des seguintes.

5.3 Triagem fitoquimica preliminar

A triagem fitoquimica preliminar foi realizada com o extrato metanolico bruto das folhas
de M. verrucosa, utilizando testes qualitativos classicos para a identificacdo de classes de
metabolitos secundarios. Os resultados encontram-se apresentados na Tabela 12.

Foram detectados compostos fendlicos e taninos por meio do teste com cloreto férrico, bem
como flavonoides, evidenciados pela reacdo de Shinoda. A presenca dessas classes indica a
predominancia de metabdlitos de natureza polar no extrato metandlico, caracterizados pela
presenca de grupos hidroxila e estruturas aromaticas conjugadas. Foi observada a presenga fraca
de alcaloides pelo reagente de Bouchardat, enquanto o teste de espuma indicou presenca discreta
de saponinas.

A identificagdo de compostos fenolicos e flavonoides estd em concordancia com o perfil
observado na atividade antioxidante, uma vez que essas classes sao amplamente reconhecidas por
sua capacidade de atuar como doadores de elétrons e neutralizadores de radicais livres (MORAES
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et al., 2022). Esse comportamento esta associado a presenca de sistemas aromaticos conjugados e
grupos funcionais capazes de estabilizar espécies reativas.

Tabela 12. Triagem fitoquimica qualitativa das classes de metabolitos secundarios detectadas nos
extratos foliares de M. verrucosa.

Classe Quimica Teste aplicado Resultado
Compostos Fenolicos Cloreto Férrico +
Flavonoides Reagente Shinoda +
Taninos Ferric chloride +
Alcaloides Bouchardat +
Saponinas Teste da espuma +

Positivo (+); negativo (-); fraco positivo (&)

No entanto, apesar da presenga dessas classes de metabolitos, o extrato metanolico
apresentou atividade antibacteriana limitada frente a S. aureus, indicando que tais compostos nao
contribuiram de forma significativa para a inibicdo do crescimento bacteriano nas condig¢des
avaliadas. Esse resultado reforca a distingdo funcional entre as fragdes da planta, sugerindo que
diferentes classes quimicas estdo associadas a diferentes tipos de atividade bioldgica.

Dessa forma, a triagem fitoquimica preliminar fornece uma visao inicial da composigdo
quimica do extrato metanolico, permitindo estabelecer relagdes entre classes de metabolitos e os
perfis de atividade observados. Esses dados contribuem para a interpretagdo dos resultados

experimentais e serdo considerados em conjunto com as demais analises ao longo do capitulo.

5.4 Perfil lipidico (FAME) das folhas de M. verrucosa

A caracterizagdo do perfil lipidico das folhas de M. verrucosa foi realizada por meio da
analise de ésteres metilicos de acidos graxos (FAME), obtidos a partir do extrato hexanico apos
derivatizacdo. Essa abordagem permitiu a identificacdo de 4cidos graxos de cadeia longa,
contribuindo para a ampliag¢do da descricdo da composi¢do quimica da espécie para além da fragdo

volatil (CAVIGELLI; ROBERTSON; KLUG, 1995).
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Foram identificados como principais constituintes o acido linoleico (C18:2), o 4cido oleico
(C18:1) e o acido tridecanoico (C13:0), evidenciando a presenca de acidos graxos insaturados e
saturados na matriz vegetal. Esses compostos apresentam caracteristicas estruturais distintas dos
terpenoides, sendo formados por cadeias alifaticas relativamente lineares, com menor diversidade
conformacional e funcional.

Do ponto de vista comparativo, a presenca desses lipidios complementa o perfil quimico
das folhas, indicando que a espécie reune diferentes classes de metabolitos com propriedades
fisico-quimicas distintas. Enquanto os terpenoides presentes no 6leo essencial sdo caracterizados
por estruturas ciclicas e elevada volatilidade, os acidos graxos apresentam maior estabilidade e
menor complexidade estrutural, o que pode influenciar sua interagdo com sistemas biologicos.

Quando considerados em conjunto com os resultados de atividade antibacteriana, observa-
se que as fragdes associadas a esses compostos nao apresentaram efeito inibitorio relevante frente
a S. aureus. Esse comportamento sugere que, nas condi¢des avaliadas, os acidos graxos
identificados nao desempenham papel expressivo na atividade antibacteriana observada
(AZEVEDO et al., 2024).

Adicionalmente, nas andlises in silico, esses compostos apresentaram, de modo geral,
energias de ligacdo menos favoraveis quando comparados aos constituintes terpénicos do 6leo
essencial, indicando menor afinidade predita frente aos alvos bacterianos selecionados. Embora
esses dados possuam cardter preditivo, eles acompanham a tendéncia observada
experimentalmente (BAHR et al., 2021).

Dessa forma, a andlise do perfil lipidico contribui para a compreensdo da diversidade
quimica das folhas de M. verrucosa, permitindo estabelecer distingdes preliminares entre classes
de metabolitos quanto ao seu comportamento biologico. Esses resultados serdo considerados em

conjunto com os demais dados experimentais nas etapas posteriores de interpretacao.

5.5 Avaliacao da toxicidade frente a A. salina

A toxicidade das amostras foi avaliada por meio do bioensaio com A. salina, e os valores
de concentracdo letal média (LCso) encontram-se apresentados na Tabela 13. O controle positivo
(dicromato de potéssio) apresentou alta toxicidade (LCso = 50 pg/mL), confirmando a sensibilidade
do ensaio e a confiabilidade dos resultados obtidos.
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De modo geral, todas as amostras avaliadas exibiram toxicidade classificada como
moderada, com exce¢do do extrato metandlico, que apresentou baixa toxicidade (LCso = 644,
ng/mL). O 6leo essencial apresentou LCso de 324,8 pg/mL, enquadrando-se na faixa de toxicidade
moderada, valor superior ao observado para alguns extratos apolares, como o extrato hexanico
(LCso=125,9 pg/mL). Resultados semelhantes foram encontrados para a M. caesalpiniifolia Benth
(MONCAO et al., 2014).

A distribui¢do dos valores de LCso entre as diferentes fragdes evidencia que a toxicidade
nao acompanha de forma direta o padrao de atividade antibacteriana. Embora o 6leo essencial tenha
apresentado maior atividade frente a S. aureus, sua toxicidade ndo foi a mais elevada entre as
amostras, sendo inferior a observada para alguns extratos de menor polaridade (NTUNGWE N et
al., 2020).

Esse comportamento sugere que diferentes classes de metabodlitos contribuem de maneira
distinta para os efeitos biologicos observados. Enquanto a atividade antibacteriana foi mais
pronunciada na fragao volatil, a toxicidade frente a A. salina mostrou-se distribuida entre diferentes
extratos, indicando que compostos ndo volateis também podem influenciar esse parametro
(NAIMA et al., 2025).

A toxicidade moderada observada para o 6leo essencial pode estar associada a presenca de
compostos terpénicos, cuja natureza lipofilica favorece interagdes amplas com sistemas bioldgicos.
No entanto, a auséncia de uma correspondéncia direta entre atividade antibacteriana e toxicidade
sugere que esses efeitos ndo estdo necessariamente vinculados aos mesmos mecanismos ou
compostos predominantes (GATTO et al., 2020; RAHAMOUZ-HAGHIGHI et al., 2022; RAMOS,
S. C. S. etal., 2009).

Dessa forma, os resultados obtidos no ensaio com A. salina contribuem para a
caracterizacdo bioldgica das amostras, permitindo uma avaliagdo comparativa entre as fragdes
quanto ao seu potencial citotoxico. Esses dados serdo considerados em conjunto com os demais

resultados experimentais na discussao integrada apresentada posteriormente.
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Tabela 13. Toxicidade aguda das amostras de M. verrucosa avaliada pelo ensaio com A. salina,
expressa como LDso (ug/mL) e respectiva classificagcdo toxicologica.

Classificacao
Amostra LDso ( pg/mL )
toxicologica*
Dicromato de potassio (controle o
. ~50 Alta toxicidade
positivo)
Oleo Essencial 324,8 Toxicidade moderada
Extrato hexanico 125,9 Toxicidade moderada
Extrato cloroférmico 159,1 Toxicidade moderada
Extrato diclorometano 176,4 Toxicidade moderada
Extrato acetato de etila 207,5 Toxicidade moderada
Extrato metanolico 644,5 Baixa toxicidade

5.6 Avaliacao da atividade antioxidante pelo método do radical DPPH

A atividade antioxidante do 6leo essencial e dos extratos das folhas de M. verrucosa foi
avaliada pelo método de sequestro do radical livre DPPH, e os resultados encontram-se
apresentados na Figura 13. O acido galico, utilizado como padrao, apresentou elevada capacidade
antioxidante, com valores de inibicdo superiores a 95% nas maiores concentragdes testadas,

confirmando a adequagdo do ensaio.
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Figura 13. Atividade antioxidante avaliada pelo método do DPPH (% de inibicdo) para o 6leo
essencial das folhas (OE folhas) e extratos de M. verrucosa obtidos com diferentes solventes
(hexano — EXT HEX; diclorometano — EXT DCM; cloroféormio — EXT CL; acetato de etila
— EXT_ACT; metanol — EXT MET), em comparacao ao acido gélico (controle positivo), nas
concentragdes de 0,01 a 1,0 mg/mL.

Entre as amostras avaliadas, o extrato metanolico apresentou a maior atividade
antioxidante, com valores de ICso estimados entre 0,11 e 0,13 mg/mL, indicando elevada
capacidade de neutralizagdo de radicais livres. O extrato de acetato de etila apresentou atividade
intermediaria, com ICso entre 0,35 e 0,40 mg mL™". Em contraste, os extratos de menor polaridade
(hexano, diclorometano e cloroférmio) exibiram baixa atividade antioxidante, ndo atingindo 50%
de inibicdo na concentragdo maxima testada (ICso > 1 mg/mL).

O oleo essencial apresentou atividade antioxidante intermediaria, atingindo
aproximadamente 64% de inibi¢do na concentracdo de 1 mg/mL, com ICso estimado entre 0,48 e
0,52 mg/mL. Esse padrdao evidencia uma clara relacdo entre a polaridade das fragdes e sua
capacidade antioxidante, sendo as fracdes mais polares, especialmente o extrato metanolico, as

mais eficazes no sequestro de radicais livres. Esse comportamento ¢ coerente com os resultados da
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triagem fitoquimica, que indicaram a presenca de compostos fenolicos e flavonoides nessas
fragdes, classes amplamente associadas a atividade antioxidante (TSIMOGIANNIS; BIMPILAS;
OREOPOULOU, 2017).

Por outro lado, observa-se que as fragdes que apresentaram maior atividade antioxidante
ndo coincidem com aquelas que exibiram maior atividade antibacteriana. Enquanto o extrato
metanodlico demonstrou elevada capacidade antioxidante, sua atividade frente a S. aureus foi
limitada. Em contraste, o 6leo essencial, que apresentou atividade antibacteriana mais pronunciada,
exibiu apenas atividade antioxidante moderada.

Esse comportamento reforca a distingdo funcional entre as classes de metabolitos presentes
nas folhas de M. verrucosa, sugerindo que diferentes grupos quimicos contribuem de maneira
especifica para diferentes tipos de atividade biologica. Assim, os resultados obtidos no ensaio de
DPPH devem ser interpretados como complementares a caracterizagdo quimica e bioldgica das
amostras, ndo sendo diretamente associados ao efeito antibacteriano observado (FADDA et al.,
2014).

Dessa forma, a avaliagdo da atividade antioxidante contribui para a compreensao do perfil
funcional das diferentes fragdes da espécie, evidenciando a coexisténcia de propriedades biologicas

distintas associadas a diferentes classes de metabolitos (KHAMENEH et al., 2019).

5.7 Analise in silico das interacoes entre constituintes do 6leo essencial e alvos de S. aureus

A analise de docking molecular foi conduzida para avaliar as possiveis interagdes entre
constituintes do dleo essencial das folhas de M. verrucosa e proteinas essenciais de S. aureus
(SILVER, 2011). Foram selecionados cinco alvos proteicos associados a processos celulares
fundamentais da bactéria: PBP2a (PDB ID: IMWT), envolvida na biossintese da parede celular;
FtsZ (4DXD), proteina central na divisao celular; Fabl (4FS3), enzima da via de biossintese de
acidos graxos; DHFR (6P9Z7), relacionada ao metabolismo do folato e a sintese de nucleotideos; e
ClpP (6TTZ), protease regulatoria associada a homeostase proteica (AMBADE et al., 2023;
KUSUMA et al., 2019; RANA et al., 2020; WEI et al., 2022).

O conjunto de ligantes avaliados foi composto por 36 constituintes majoritarios do 6leo
essencial das folhas, incluindo monoterpenos oxigenados e sesquiterpenos. Além desses
compostos, trés acidos graxos identificados na analise FAME do extrato hexanico das folhas —
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acido oleico (C18:1), acido linoleico (C18:2) e 4acido tridecanodico (C13:0) — também foram
incluidos na triagem molecular. Os valores de energia livre de ligacdo (AG) obtidos para os
compostos avaliados frente as proteinas selecionadas encontram-se apresentados na Tabela 14.

De modo geral, os constituintes terpénicos do 6leo essencial apresentaram energias de
ligacdo mais favoraveis quando comparados aos acidos graxos avaliados. Os sesquiterpenos
exibiram predominantemente valores de AG na faixa de —7,0 a —8,5 kcal/mol para diferentes alvos
proteicos, enquanto os acidos graxos apresentaram energias menos favoraveis, variando entre —
2,17 ¢ 3,96 kcal/mol, além de valores positivos em alguns casos frente a DHFR e ClpP.

Entre os constituintes volateis avaliados, seis sesquiterpenos destacaram-se pelos menores
valores médios de energia de ligacdo: neointermedeol, copaeno, y-muuroleno, 6éxido de cariofileno,
2-isopropenil-4a,8-dimetil-1,2,3,4,4a,5,6,7-octahidronaftaleno e cubeneno. Conforme apresentado
na Tabela 15, esses compostos apresentaram valores médios de AG entre —6,9 ¢ —7,2 kcal mol ™!,
com maior afinidade observada principalmente frente as proteinas Fabl (4FS3) e FtsZ (4DXD).

Entre os ligantes avaliados, o cubeneno apresentou um dos menores valores de energia de
ligag¢do para Fabl (-8,43 kcal mol™), seguido por neointermedeol (—8,48 kcal/mol) e y-muuroleno
(-8,22 kcal/mol). A comparagdo entre as classes quimicas avaliadas evidenciou diferengas
consistentes nos valores de afinidade predita, com os sesquiterpenos apresentando, de modo geral,
energias de ligacao mais favoraveis que os acidos graxos analisados.

As interagdes moleculares previstas podem ser visualizadas nas Figuras 3—5, que ilustram
os modos de ligacao representativos dos principais ligantes nos sitios ativos das proteinas-alvo. Os
ligantes neointermedeol, 6xido de cariofileno e cubeneno apresentaram padrdes de interacao
envolvendo principalmente contatos hidrofobicos e interacdes de van der Waals com residuos
presentes nos bolsdes de ligagdo das proteinas avaliadas.

Em conjunto, as andlises energéticas (Tabelas 4 e 5), as visualizagdes estruturais (Figuras
3-5) e as predi¢des farmacocinéticas e toxicoldgicas apresentadas nas Tabelas 6 e 7 fornecem uma

visdo integrada do desempenho dos compostos avaliados frente aos alvos bacterianos selecionados.
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Tabela 14. Energias livres de ligacdo (AG, kcal/mol) previstas para 36 constituintes do 6leo
essencial das folhas e 3 &cidos graxos M. verrucosa frente a cinco proteinas alvo essenciais de S.

aureus.

Lig clean IMWT 4DXD 4FS3 6P9Z 6TTZ
1 (-)-Spatulenol -5.75 -6.86 -8.1 -6.55 -5.75
2 a-Muuroleno -5.95 -6.37 -6.13 -5.9 -5.95
3 a-Pineno -4.47 -6.43 -7.68 -6.18 -4.47
4 Aromandendreno -5.99 -6.93 -8.0 -7.34 -5.99
5 a-Selineno -5.92 -7.83 -8.14 -6.63 -5.92
6 B-Longipineno -6.28 -6.11 -8.08 -7.17 -6.28
7 B-Pineno -4.5 -6.14 -8.23 -7.17 -4.5
8 B-Selineno -6.22 -7.49 -6.97 -6.46 -6.22
9 Cadinol -5.81 -7.01 -8.03 -6.05 -5.81
10 cis-Calameneno -5.91 -7.36 -7.79 -6.57 -5.91
11 B-Calareno -5.9 -6.56 -6.03 -5.2 -5.9
12 Cariofileno -6.27 -6.74 -6.0 -5.62 -6.27
13 Copaeno -6.15 -8.13 -7.74 -7.06 -6.15
14 Cubeneno -5.95 -7.18 -8.43 -7.21 -5.95
15 Cubenol -5.96 -8.06 -7.53 -6.55 -5.96
16 p-Cimeno -3.95 -5.97 -6.0 -5.51 -3.95
17 (1R,5S)-1,8-Dimetil-4-(propan-2- -6.11 -6.11 -7.99 -6.48 -6.11

ilideno)spiro[4.5]dec-7-eno
18 Elemeno -5.25 -6.47 -6.87 -6.4 -5.25
19 Epoxido Humuleno I -6.69 -6.2 -7.67 -6.91 -6.69
20 Eucaliptol -4.99 -6.0 -7.96 -6.55 -4.99
21 B-Felandreno -4.31 -6.5 -7.93 -6.55 -4.31
22 B-Helmiscapeno -6.11 -7.43 -7.68 -6.18 -6.11
23 Humuleno -6.02 -6.42 -7.94 -7.25 -6.02
24 2-Isopropenil-4a,8-dimetil- -5.92 -7.78 -8.24 -6.91 -5.92

1,2,3,4,4a,5,6,7-octahidronaftaleno
25 Isovalencenol -5.87 -7.17 -7.72 -6.79 -5.87
26 Ledol -6.73 -5.63 -8.26 -6.82 -6.73
27 Neointermedeol -6.41 -7.71 -8.48 -6.79 -6.41
28 Oxido de Cariofileno -6.16 -7.13 -8.0 -7.42 -6.16
29 (-)-a-Panasinsen -6.04 -6.9 -7.61 -6.1 -6.04
30 Sativeno -6.18 -6.87 -8.01 -6.75 -6.18
31 Spatulenol -5.75 -6.87 -7.49 -6.55 -5.75
32 y-Muuroleno -5.98 -7.86 -8.22 -6.86 -5.98
33 Acetato de Tau-Cadinol -6.13 -6.78 -7.93 -6.82 -6.13
34 a-Terpineol -4.87 -6.37 -5.62 -5.39 -4.87
35 teta-muuruleno -5.81 -7.05 -8.05 -6.45 -5.81
36 10,10-Dimetil-2,6- -6.12 -7.41 -5.95 -5.16 -6.12

dimetilenobiciclo[7.2.0Jundecan-5-ol

Acidos Graxos IMWT  4DXD 4FS3 6P9Z 6TTZ
37 Acido Oleico -2,98 -3,21 -3,87 +3,74 +2,78
38 Acido Linoleico -3,02 -3,32 -3,80 +2,78 +1,74
39 Acido Tridecanoico -2,17 -3,40 -3,96 +2,55 +1,99
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Tabela 15. Compostos selecionados e AG por alvo (kcal/mol). (Neointermedeol; Copaeno; -
Muuroleno; Oxido de cariofileno; 2-Isopropenil-4a,8-dimetil-1,2,3,4,4a,5,6,7-octahidronaftaleno e
Cubeneno.

Ligante IMWT 4DXD 4FS3 6P9Z 6TTZ AGmédia AG pior Contas Alvo mais
<-7.0 forte

Neointermedeol -6.41 -1.71 -8.48 -6.79 -6.41 -7.16 -6.41 2 4FS3 (-8.48)

Copaeno -6.15 -8.13 -7.74 -7.06 -6.15 -7.05 -6.15 3 4DXD (-8.13)

y-Muuroleno -5.98 -7.86 -8.22 -6.86 -5.98 -6.98 -5.98 2 4FS3 (-8.22)

Oxido de -6.16 -7.13 -8.0 -6.56 -6.16 -6.97 -6.16 3 4FS3 (-8.00)
Cariofileno

2-Isopropenil-4a* -5.92 -7.78 -8.24 -6.91 -5.92 -6.95 -5.92 2 4FS3 (-8.24)

Cubeneno -5.95 -7.18 -8.43 -7.21 -5.95 -6.94 -5.95 3 4FS3 (-8.43)

*2-Isopropenil-4a,8-dimetil- 1,2,3,4,4a,5,6,7-octahidronaftaleno
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Figura 14. Comparacdo das interagdes no sitio de Fabl (PDB 4FS3). (A) Vista 3D do
neointermedeol (pose com melhor energia, AG = —8.48 kcal mol™) no sitio ativo; proteina em
cartoon. (B) Mapa 2D correspondente: ponte de H do OH do ligante com Ser197 (verde) e contatos
alkyl/m-alkyl (lilas) com Tyrl47, Tyr157, Phe204, Vall54, Val201, 11207, Leul02 e Pro192;
molécula de agua OWD 301 proxima a borda aromatica.
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Figura 15. Comparagao das interacdes no sitio de Fabl (PDB 4FS3). (A) Vista 3D do neointermedeol (pose
com melhor energia, AG = —-8.48 kcalmol™) no sitio ativo; proteina em cartoon. (B) Mapa 2D
correspondente: ponte de H do OH do ligante com Ser197 (verde) e contatos alkyl/n-alkyl (lilas) com
Tyr147, Tyr157, Phe204, Val154, Val201, I[1e207, Leul02 e Pro192; molécula de agua OWD 301 préxima
a borda aromadtica. (C) Vista 3D do ligante co-cristalizado (novobiocina) em pose de redocking; RMSD =
1,21 A em relagdo a pose cristalografica; proteina na mesma orientagdo de (A). (D) Mapa 2D do ligante
padrdo destacando as ancoras polares tipicas do bolso (ex.: regido de Asp81 e vizinhanga) e os contatos
hidrofobicos adjacentes.
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Figura 16. Interagdes do 6xido de cariofileno em Fabl (4FS3) e FtsZ (4DXD). (A) Vista 3D em 4FS3 (sitio de
Fabl), com a superficie do sitio em transparéncia; (B) Mapa 2D em 4FS3: n-alkyl/alkyl com Tyr147, Tyr157,
Phe204, Val201, Leul02, 11e207 e Pro192; Ser197 e OWD 301 préximos a borda aromaética; (C) Vista 3D em
4DXD (sulco lateral hidrofébico) na mesma orientacao de (A); (D) Mapa 2D em 4DXD: ponte de H do epdxido
com Leu209 (verde) e contatos alkyl/van der Waals com Leu200/Leu209, Val203/Val297, além da vizinhanga

de Asn263, Gly205, Thr296/Thr309.
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Figura 17. Interagdes do cubeneno em Fabl (PDB 4FS3) e FtsZ (PDB 4DXD). (A) Vista 3D em 4FS3 sitio de Fabl), com a superficie do sitio em
transparéncia. (B) Mapa 2D em 4FS3: n-alkyl/alkyl com Tyr147, Tyr157, Phe204, Val201 e contatos hidrofobicos com Leul02, 11e207; Ser197
e OWE301 na vizinhanga, sem H-bond observado. (C) Vista 3D em 4DXD (sulco lateral hidrofébico) na mesma orientagdo de (A). (D) Mapa
2D em 4DXD: alkyl com Leu200, Leu261, 1le197, 11e228, 1le311, Met226 e van der Waals com GIn192, Gly193, Gly196, Gly227, Thr3 09,
Val310.
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As propriedades farmacocinéticas e toxicologicas preditas dos compostos avaliados foram
investigadas por analise in silico, com o objetivo de complementar os resultados obtidos nas
simulagdes de docking molecular (FERREIRA; ANDRICOPULO, 2019). As energias de ligacao
(AG) obtidas para os 36 constituintes do 6leo essencial e para trés acidos graxos identificados nas
folhas de M. verrucosa encontram-se apresentadas na Tabela 14. De modo geral, diversos
sesquiterpenos exibiram valores de AG mais favoraveis em comparacdo com os acidos graxos
avaliados frente as proteinas de S. aureus.

A seleg¢ao dos compostos com melhor desempenho nas simulagdes de docking € apresentada
na Tabela 15. Entre eles destacam-se neointermedeol, copaeno, y-muuroleno, 6xido de cariofileno,
2-isopropenil-4a,8-dimetil-octahidronaftaleno e cubeneno, que apresentaram os menores valores
médios de energia livre de ligacdo entre os compostos avaliados.

As propriedades ADMET preditas para esses compostos, juntamente com a gentamicina
utilizada como referéncia, encontram-se sumarizadas na Tabela 16. Os sesquiterpenos selecionados
apresentaram predicdo positiva para absor¢do intestinal humana (HIA+) e permeabilidade em
células Caco-2, além de baixa probabilidade de inibicdo das isoformas CYP3A4 e CYP2D6. Em
contraste, a gentamicina apresentou predi¢do de baixa absorcdo intestinal e auséncia de
permeabilidade através da barreira hematoencefalica.

Os parametros toxicologicos preditos indicaram auséncia de mutagenicidade para os
compostos terpénicos avaliados e baixa probabilidade de inibicao significativa do canal hERG. A
andlise dos acidos graxos identificados nas folhas — d&cido linoleico, acido oleico e acido
tridecandico — também ¢ apresentada na Tabela 16, evidenciando diferengas nos parametros
farmacocinéticos e toxicoldgicos preditos em comparacdo com os compostos terpénicos.

Em conjunto, os resultados das analises de docking molecular e das predicoes ADMET

encontram-se resumidos nas Tabelas 16 e 17.
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Tabela 16. Propriedades farmacocinéticas e toxicologicas preditas in silico (ADMET) para os
principais sesquiterpenos do 6leo essencial de M. verrucosa e para a gentamicina (controle
positivo).

Molécula (HIA) Caco-2 BBB Ames hERG CYP3A4/2D6
Inibidor
Copaeno Alta Moderada Positiva Negativa  fraco Nao inibe
*2-Isopropenil- Inibidor
octaidronaftaleno Alta Moderada Positiva Negativa  fraco Nao inibe
Inibidor
Muuroleno Alta Moderada Positiva Negativa  fraco Nao inibe
Inibidor
Neointermedeol Alta Moderada Positiva Negativa  fraco Nao inibe
Oxido de Inibidor
cariofileno Alta Boa Positiva Negativa  fraco Nao inibe
Gentamicina Nao
(controle) Baixa Baixa  Negativa Negativa listado Nao inibe
Vancomicina
(ligante Muito Nao
cristalografico) Muito baixa baixa  Negativa Negativa bloqueia  Nao inibe
*2-Isopropenil-4a,8-dimetil-1,2,3,4,4a,5,6,7-octaidronaftaleno. HIA = Human Intestinal

Absorption; Caco-2 = permeabilidade em células Caco-2; BBB = permeabilidade na barreira
hematoencefalica; AMES = teste de mutagenicidade; hERG = bloqueio predito do canal cardiaco
hERG K*; CYP3A4/CYP2D6 = isoformas do citocromo P450 avaliadas quanto a inibigdo
metabolica. As predicoes ADMET sdo qualitativas (alta/moderada/baixa; positiva/negativa;

inibidor/ndo inibidor).
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Figura 18. Grafico de radar comparando as propriedades ADMET preditas para os principais
sesquiterpenos de M. verrucosa, gentamicina ¢ vancomicina. HIA: absor¢ao intestinal humana;
Caco-2: ensaio de permeabilidade de membrana; BBB: penetracdo na barreira hematoencefalica;
Ames: mutagenicidade predita; hERG: inibi¢do do canal cardiaco hERG K*; CYP: inibig¢do das
isoenzimas CYP3A4/2D6. Os valores foram normalizados de 0 a 1 para fins de visualizagdo.

Tabela 17. Predigdo in silico de drug-likeness, bioatividade e pardmetros toxicologicos para
acidos graxos identificados nas folhas de M. verrucosa e gentamicina (Cla).

LD50 MRTD
Molécula DL DS Mu Tum  (mgkg) (mgkg SA
Acido
Linoleico 1 viol. 0.85 Negativo Negativo 3000 1.15 3.1

Acido Oleico 1 viol. 0.85 Negativo Negativo 3200 1.22 2.96
Acido
Tridecandico 0 viol. 0.56 Negativo Negativo 1500 0.85 1.87

Gentamicina

(Cla) 2 viol. 0.17 Negativo Negativo 630 0.04 6.4

DL (Lipinski) — numero de violagdes as regras de Lipinski; DS (Bioavail) — Bioavailability Score (SwissADME);
Mu — mutagenicidade; Tum — tumorigenicidade; Rep — toxicidade reprodutiva; LD50 — dose letal oral predita
(ProTox-II); MRTD — dose maxima tolerada; SA — Synthetic Accessibility (SwissADME). Valores

ProTox/SwissADME séo predi¢des in silico e ndo substituem dados experimentais
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5.9. Padriao global de atividade e coeréncia biolégica

A andlise integrada dos resultados obtidos neste estudo revela um padrao biologico
consistente, no qual a atividade antibacteriana das folhas de M. verrucosa estd predominantemente
associada a fracdo volatil, representada pelo o6leo essencial (AL-MARIRI; SAFI, 2014). A
manuten¢do de valores de concentracdo inibitoria minima relativamente baixos para essa fragao,
em contraste com a baixa atividade observada para os extratos, indica que o efeito antibacteriano
nao esta distribuido de forma homogénea entre as diferentes classes de metabodlitos presentes na
planta (PRABUSEENIVASAN; JAYAKUMAR; IGNACIMUTHU, 2006).

Esse comportamento evidencia uma dissociagdo funcional entre as fragdes quimicas,
sugerindo que a atividade bioldgica observada ndo decorre de um efeito generalizado da matriz
vegetal, mas sim da contribuicdo especifica de determinados grupos de compostos. Nesse contexto,
os terpenoides presentes no 6leo essencial emergem como os principais candidatos responsaveis
pela atividade antibacteriana, enquanto os compostos presentes nos extratos, especialmente aqueles
de natureza polar, demonstram contribui¢do limitada nesse aspecto (MUNTEAN; VULPIE, 2023).

A consisténcia desse padrdo ao longo dos diferentes ensaios reforca a existéncia de uma
relagdo estruturada entre composi¢ao quimica e atividade bioldgica, afastando a hipotese de efeitos
aleatorios ou inespecificos. Dessa forma, os resultados obtidos permitem estabelecer uma base
solida para a interpretagdo dos mecanismos subjacentes a atividade observada, a partir da anélise

integrada das diferentes abordagens empregadas neste estudo.

6.0 Dissociacao funcional entre classes de metabdlitos

A integracao dos dados quimicos e biologicos evidencia uma clara especializagao funcional
entre as diferentes classes de metabdlitos identificadas nas folhas de M. verrucosa. Os compostos
fendlicos e flavonoides, predominantemente presentes no extrato metandlico, mostraram-se mais
associados a atividade antioxidante, enquanto apresentaram contribui¢do limitada para a atividade
antibacteriana. Esse comportamento ¢ consistente com a natureza quimica dessas moléculas, cuja
capacidade de doacdo de elétrons e estabilizagdo de espécies reativas favorece o sequestro de
radicais livres, mas ndao necessariamente a interacdo direta com alvos bacterianos essenciais
(ZHENG; DENG; ZHANG, 2022).
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Em contraste, os terpenoides presentes no 6leo essencial, especialmente os sesquiterpenos,
apresentaram forte associacdo com a atividade antibacteriana observada (PIETTA, 2000). Essas
moléculas, caracterizadas por elevada lipofilicidade e diversidade estrutural, possuem maior
potencial de interacdo com sistemas biologicos complexos, incluindo membranas celulares e
proteinas envolvidas em processos metabdlicos essenciais (ES-SAFI; GHIDOUCHE; DUCROT,
2007).

Os acidos graxos identificados na analise FAME, por sua vez, apresentaram comportamento
distinto, ndo demonstrando contribui¢do significativa para a atividade antibacteriana nas condigdes
avaliadas. Apesar de sua natureza lipofilica, esses compostos apresentam estruturas mais lineares
e menor diversidade conformacional, o que pode limitar sua capacidade de interacdo com alvos
especificos (DESBOIS; SMITH, 2010; OBUKHOVA; MURZINA, 2024; ZHAO et al., 2015).

Esse conjunto de evidéncias indica que diferentes classes de metabolitos desempenham
papéis biologicos distintos dentro da matriz vegetal, contribuindo de forma especifica para
diferentes tipos de atividade. Essa dissocia¢dao funcional reforca a complexidade quimica da
espécie e destaca a importancia de abordagens integradas para a compreensdo de seu potencial

bioldgico.

6.1 Papel interpretativo dos ensaios complementares

Os ensaios de atividade antioxidante e toxicidade frente a A. salina desempenham, neste
contexto, um papel complementar na caracterizagao bioldgica das amostras, ndo sendo diretamente
indicativos dos mecanismos responsaveis pela atividade antibacteriana observada (OLMEDO et
al., 2024).

A atividade antioxidante mais pronunciada nos extratos polares, especialmente no extrato
metanolico, reflete a presenca de compostos fendlicos e flavonoides, conforme evidenciado na
triagem fitoquimica preliminar. No entanto, a auséncia de correlacdo entre essa atividade e a
inibicdo do crescimento bacteriano indica que o sequestro de radicais livres ndo constitui o
principal fator envolvido na atividade antibacteriana das folhas de M. verrucosa (HARTL;
HUMPE, 2000).

De forma semelhante, os resultados do ensaio com Artemia salina indicam um perfil de
toxicidade moderada para o 6leo essencial, sem que haja correspondéncia direta com a atividade
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antibacteriana. Esse comportamento sugere que a atividade observada ndo esta associada a efeitos
citotoxicos generalizados, mas possivelmente a interagcdes mais especificas com sistemas celulares
bacterianos (LAGARTOPARRA, 2001).

Assim, esses ensaios contribuem para a compreensao do perfil funcional das diferentes
fragdes, permitindo descartar interpretagdes simplificadas baseadas em mecanismos inespecificos

e refor¢ando a necessidade de abordagens direcionadas para a elucidagao dos processos envolvidos.

6.2 Integracio entre composicao lipidica, docking molecular e propriedades ADMET:

evidéncias para um modelo multialvo

A integracdo dos resultados obtidos a partir da andlise do perfil lipidico (FAME), das
simulagdes de docking molecular e das predi¢cdes farmacocinéticas e toxicoldgicas permite avangar
na interpretacao dos possiveis mecanismos envolvidos na atividade antibacteriana observada para
o 0leo essencial das folhas de M. verrucosa.

Inicialmente, os dados obtidos por FAME indicam que os acidos graxos presentes nas
folhas, como acido linoleico, acido oleico e acido tridecanoico, nao apresentam contribuicao
significativa para a atividade antibacteriana nas condi¢des avaliadas (IBEKWE; KENNEDY,
1999). Essa observagdo € corroborada pelos resultados de docking molecular, nos quais esses
compostos exibiram energias de ligacdo menos favoraveis, além de valores positivos frente a
alguns alvos, indicando baixa afinidade predita (ALVES; SIMOES; DOMINGUES, 2021;
YOUSEEF et al., 2012). Em conjunto, esses resultados permitem excluir, com razoavel seguranca,
a participacao direta dessas moléculas como principais responsaveis pela atividade biologica
observada.

Em contraste, os constituintes terpénicos do Oleo essencial, especialmente os
sesquiterpenos, apresentaram desempenho significativamente superior nas analises in silico. Esses
compostos exibiram energias de ligagdo mais negativas e maior recorréncia de interagdes
favoraveis entre diferentes proteinas-alvo de S. aureus, incluindo PBP2a, FtsZ, Fabl, DHFR e ClpP
(MELOTTI; DELERUE; GOMPERTS BONECA, 2025). Esse padrido sugere que esses
metabolitos possuem capacidade de interagdo com multiplos sistemas celulares essenciais,
abrangendo processos como biossintese da parede celular, divisdo bacteriana, metabolismo lipidico
e regulagao proteica (IBRAHEEM et al., 2025).
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A distribuicdo dessas interagdes entre diferentes alvos reforca a hipdtese de um modelo de
acao multialvo, no qual diferentes constituintes do 6leo essencial atuam de forma complementar
sobre multiplas vias celulares. Esse tipo de comportamento ¢ bem descrito na literatura e
caracteristico de sistemas quimicos complexos, como Oleos essenciais, nos quais a atividade
bioldgica resulta da acdo combinada de diversos compostos, em vez da atuacdo isolada de uma
unica molécula (AKERMI et al., 2022; RAMOS, C. et al., 2026).

Esse modelo interpretativo encontra respaldo em estudos que tém destacado produtos
naturais como fontes relevantes na prospeccao de novos agentes antibacterianos, especialmente
frente a0 aumento da resisténcia microbiana. Compostos de origem vegetal tém sido amplamente
investigados pela sua diversidade estrutural e capacidade de interagir com multiplos alvos
bacterianos. Nesse contexto, proteinas como PBP2a, FtsZ ¢ Fabl tém sido recorrentes em estudos
envolvendo compostos naturais. Flavonoides, por exemplo, j4 foram descritos como potenciais
inibidores de PBP2a em S. aureus resistente a meticilina, com suporte de analises in silico e
predigdes farmacocinéticas (TOUATT et al., 2025).

De forma semelhante, compostos fendlicos como a curcumina e seus derivados t€ém sido
associados a modulacao da dinamica de FtsZ e a interferéncia no processo de divisao celular
bacteriana. Para Fabl, ha evidéncias consolidadas de que se trata de um alvo validado na biossintese
de 4cidos graxos bacterianos, sendo descritos tanto inibidores sintéticos quanto compostos naturais
com atividade direcionada a esse sistema. (ZHI et al., 2025)

Embora os constituintes terpénicos identificados em M. verrucosa nao possam ser
diretamente equiparados a essas classes de compostos ja caracterizadas, o padrao observado neste
estudo ¢ coerente com a literatura ao indicar que metabolitos naturais podem atuar por meio de
interacoes distribuidas, envolvendo multiplos sistemas celulares (WANG et al., 2023). Nesse
contexto, alvos como DHFR e ClpP podem ser interpretados como componentes adicionais dentro
de uma rede de interagdes mais ampla, contribuindo para o efeito bioldgico observado sem
necessariamente representar alvos primarios isolados (CUI et al., 2019).

As predicdes ADMET obtidas para os principais sesquiterpenos selecionados refor¢am a
plausibilidade biologica desse modelo. De modo geral, esses compostos apresentaram perfis
favoraveis de absorcao intestinal e permeabilidade celular, além de baixa probabilidade de efeitos
toxicoldgicos relevantes, como mutagenicidade ou inibicao significativa do canal hERG (QASEM,
2025). Esses parametros sugerem que as interagdes previstas nas analises de docking podem
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ocorrer em condi¢des biologicamente plausiveis, ainda que tais resultados devam ser interpretados
com cautela, considerando seu carater preditivo (MAJUMDAR; MANDAL, 2025; NOUMI et al.,
2023).

Dessa forma, a convergéncia entre os dados experimentais € computacionais permite propor
que a atividade antibacteriana do 6leo essencial das folhas de M. verrucosa esteja associada a acao
combinada de multiplos constituintes terpénicos, atuando sobre diferentes alvos celulares de S.
aureus. Esse modelo ndo implica a existéncia de um mecanismo unico ou especifico, mas sim um
padrao de interacao distribuida, no qual a perturbacao simultanea de diferentes sistemas celulares
pode contribuir para o efeito observado.

Essa interpretacdo integrada fornece uma base conceitual consistente para a compreensao
da atividade bioldgica da espécie, destacando o potencial de metabolitos naturais complexos em

abordagens multialvo frente a microrganismos de relevancia clinica.

7.0 CONCLUSAO GERAL, LIMITACOES E PERSPECTIVAS

O presente estudo foi conduzido com o objetivo de investigar a variabilidade quimica e o
potencial antimicrobiano dos Oleos essenciais de diferentes partes vegetais de M. verrucosa,
integrando abordagens experimentais e analises in silico, com foco na identificacdo de padrdes de
interacao bioldgica de carater multialvo.

Os resultados obtidos demonstraram, de forma consistente, que os Oleos essenciais
provenientes de diferentes orgdos da espécie apresentam perfis quimicos semelhantes, porém
distintos em sua concentra¢do. Esses perfis sdo caracterizados pela predominancia de compostos
terpénicos, especialmente sesquiterpenos, com variagdes relevantes na composi¢dao qualitativa e
quantitativa entre folhas e frutos. Essa diferenciacdo quimica mostrou-se diretamente associada a
diferencas no comportamento bioldgico das amostras avaliadas.

O ¢leo essencial dos frutos apresentou atividade antifingica consistente frente a espécies
do género Candida, com valores homogéneos de concentracdo inibitoria minima, sugerindo a
atuacdo sobre estruturas celulares conservadas. Ensaios complementares indicaram um possivel
envolvimento da membrana celular como sitio de a¢do, hipotese posteriormente reforgada pelas
analises de docking molecular, que evidenciaram afinidades de ligacdo favoraveis entre os
principais constituintes e a enzima esterol 14a-desmetilase (CYPS51).
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Em contraste, o 6leo essencial das folhas apresentou atividade antibacteriana frente a S.
aureus, acompanhada de um padrdo distinto de interacdo molecular. As simulagdes de docking
demonstraram que os sesquiterpenos exibiram maior afinidade de ligagdo e maior recorréncia de
interacdes com multiplos alvos proteicos essenciais, incluindo PBP2a, FtsZ, Fabl, DHFR e ClpP.
A distribuicdo dessas interagdes entre diferentes sistemas celulares sugere a capacidade desses
compostos de interferir simultaneamente em multiplas vias metabdlicas e estruturais.

A integragdo dos dados quimicos, bioldgicos e computacionais permitiu estabelecer um
padrao coerente de interpretacdo, no qual a atividade antimicrobiana observada nao pode ser
atribuida a um inico composto ou a um mecanismo isolado. Em vez disso, os resultados sustentam
a hipodtese de que os 6leos essenciais de M. verrucosa atuam como sistemas quimicos complexos,
cuja atividade emerge da a¢do combinada e complementar de seus constituintes.

Dessa forma, esta tese confirma a hipotese inicial de que a variabilidade quimica entre
diferentes 6rgdos de M. verrucosa esta diretamente associada a variacdes na atividade biologica e
no padrdo de interacdo com alvos moleculares, configurando um modelo de agdo multialvo. Esse
comportamento reforca a relevancia de abordagens integrativas no estudo de produtos naturais e
amplia a compreensao sobre os mecanismos envolvidos na atividade de misturas quimicas

complexas.

8.0 LIMITACOES DO ESTUDO

Apesar da consisténcia dos resultados obtidos, algumas limitacdes devem ser consideradas.
As andlises de docking molecular apresentam carater preditivo e ndo constituem evidéncia
experimental direta de interagdo molecular in vivo. Adicionalmente, a complexidade quimica dos
Oleos essenciais dificulta a atribuicdo precisa de efeitos bioldgicos a compostos individuais,
especialmente diante da possibilidade de interagdes sinérgicas ou aditivas (PINZI; RASTELLI,
2019; GUEDES; DE MAGALHAES; DARDENNE, 2014).

Os ensaios biologicos realizados fornecem evidéncias relevantes sobre a atividade
antimicrobiana, porém ndo permitem a elucidacdo completa dos mecanismos de agdo em nivel
molecular. Dessa forma, as interpretagdes propostas devem ser compreendidas como hipoteses

mecanisticas plausiveis, fundamentadas na integracdo entre diferentes niveis de evidéncia.
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9.0 PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos neste estudo abrem novas possibilidades para a investigagdo do
potencial bioldgico de M. verrucosa e de seus constituintes. Estudos futuros podem ser
direcionados para o isolamento e avaliagao individual dos principais compostos identificados, bem
como para a validagdo experimental das interagdes moleculares sugeridas pelas analises in silico.

A aplicacao de técnicas complementares, como ensaios enzimaticos, estudos de expressao
génica e analises de integridade celular, podera contribuir para o aprofundamento da compreensao
dos mecanismos de a¢do envolvidos. Além disso, a investigacao de possiveis interagdes sinérgicas
entre os constituintes dos 6leos essenciais representa uma abordagem promissora para o
desenvolvimento de estratégias antimicrobianas mais eficazes.

A continuidade dessas investigagdes podera contribuir para a valorizagdo de espécies
nativas do bioma Caatinga como fontes de compostos bioativos, bem como para o avango do
conhecimento sobre sistemas quimicos complexos e suas aplicacdes no enfrentamento da

resisténcia microbiana.
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