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RESUMO

BASSETTI, Bruna D. Estudo dos 0Oleos essenciais de Zinginber officinalis, Murraya
koenigii e Coriandrum sativum visando a busca de inibidores de HIV-1 protease.
46 f. Trabalho de concluséo de curso (Curso Superior de Licenciatura em Quimica) -
Departamento de Quimica, Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Campo
Mouréo, 2015.

Atualmente, a infeccéo pelo virus HIV representa um grande problema para a
populacdo e cada vez mais rapido, se torna um dos virus mais mortais do mundo.
Desse modo, € crescente os estudos de agentes que possam interferir no estagio de
replicacdo do virus da AIDS. Esses estudos representam um desafio constante para
toda comunidade cientifica, j& que o HIV pode desenvolver, com muita facilidade,
resisténcia contra medicamentos habitualmente utilizados. Tendo em vista que a
HIV-1 protease desempenha papel fundamental no ciclo de vida do HIV. O presente
trabalho teve como objetivo estudar os 6leos essenciais de Coriandrum sativum,
Zingiber officinalis e Murraya koenigii no intuito de verificar se eles sdo possiveis
inibidores de HIV-1 protease. Nos testes in vitro, verificou-se, na maior concentracao
recomendada (1000 ppm), que os O6leos essenciais estudados ndo apresentam
promissora atividade inibidora de aspartilproteases. Os estudos por Ressonancia
Magnética Nuclear permitiram verificar que a composi¢cdo dos oleos estudados é
diferente daquela informada nos rotulos dos produtos comerciais. Desse modo, o
presente trabalho contribuiu para o estudo de produtos naturais no sentido de outros
pesquisadores ndo mais focar nestes Oleos para a inibicdo da enzima HIV-1
protease, mas procurar novos 0leos que tenham potencialidade ou até mesmo de
testar os mesmos 0leos com intuito de inibir outras enzimas do ciclo de replicacéo

do virus, como a transcriptase reversa e HIV- integrase.

Palavras chave: HIV. AIDS. Inibidores enzimaticos. HIV-1 protease. 6leos
essenciais. RMN de *H. RMN de **C.



ABSTRACT

BASSETTI, Bruna D. Study of essential oils of Zingiber officinale, Murraya koenigii,
and Coriandrum sativum order to search HIV-1 protease inhibitors. 46 f. Completion
of course work (in Chemistry) - Chemistry Department, Federal University of
Technology — Parana. Campo Mouréo, 2015.

Currently, HIV infection is a major problem for the population and ever faster,
becomes one of the deadliest viruses in the world. Thus, studies are increasing
agents that may interfere with the AIDS virus replication stage. These studies
represent an ongoing challenge for the entire scientific community, since HIV can
develop very easily, drugs commonly used resistance. Given that the HIV-1 protease
plays a key role in the HIV life cycle. This work aimed to study the essential oils from
Coriandrum sativum, Zingiber officinalis and Murraya koenigii in order to see if they
are possible HIV-1 protease inhibitors. It was found, in most recommended
concentration (1000 ppm), that essential oils do not present promising
aspartylproteases inhibitory activity. Studies by Nuclear Magnetic Resonance helped
confirm that the composition of the oils studied is different from that recorded on the
labels of commercial products. Thus, this work contributed to the study of natural
products towards other researchers not focus these oils for inhibition of HIV-1
protease, but seek new oils which have potential or even to test the same oils aiming
of inhibiting other enzymes in the viral replication cycle, such as reverse transcriptase

and HIV integrase.

Keywords: HIV. AIDS. enzyme inhibitors. HIV-1 protease. essential oils. *H NMR,
3C NMR.
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1 INTRODUCAO

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), desde a sua identificacao
em 1981 se tornou um fendmeno global e assim um marco na histéria da
humanidade (BRITO et al., 2000).

Nos dias de hoje, a infeccao pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)
constitui um grande problema para a populacdo e estéd se tornando com rapidez um
dos virus mais mortais do mundo. Desse modo, varios laboratérios no mundo inteiro
estdo empenhados na investigacado de agentes que possam interferir no estagio de
replicacdo do virus da AIDS. Esses estudos representam um desafio constante para
toda comunidade cientifica, jA que o HIV pode desenvolver, com muita facilidade,
resisténcia contra medicamentos habitualmente utilizados (SINGH et al., 2013).

Por afetar o sistema imunologico, o HIV invade micro-organismos nao
patogénicos, ou seja, que usualmente ndo sao capazes de desencadear doenca em
pessoas com sistema imune normal. Assim, estes microrganismos ao se
proliferarem no sangue e tecidos provocam doencgas como, por exemplo, herpes
simples, tuberculose, pneumonia, candidiase e toxoplasmose (CUNHA, 2006).

O tratamento mais utilizado atualmente para esta infeccdo é denominado de
terapia antirretroviral altamente ativa (HAART, Higlhy Active Anti-Retroviral Therapy),
sendo que este geralmente associa farmacos de duas principais classes como 0s
inibidores da transcriptase reversa (AZT) e os inibidores de protease (raltegravir e
efavirenz) (ROMERO & ROMERO, 2013).

No entanto, este tipo de tratamento causa muitos problemas aos pacientes de
AIDS revelando efeitos secundarios graves, entre eles estdo a arritmia, problemas
respiratérios, problemas 0sseos, danos ao figado, aumento dos niveis de agucar no
sangue e de gordura no corpo, acidose lactica, lipodistrofia, nauseas e erupcdes da
pele. Dessa maneira, ha a necessidade de desenvolver novos compostos anti-HIV
gue apresentem menor toxicidade e probabilidade de desenvolverem resisténcias,
ou ainda novas formas de terapia, como exemplo a terapia génica (SINGH et al.,
2013; ROMERO & ROMERO, 2013).

Como a HIV-1 protease € uma enzima chave na terapia HAART por
desempenhar um papel importante no ciclo de replicacdo do HIV, varios compostos

naturais tém sido estudados visando a inibicdo desta enzima. Além disso, estudos
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tem revelado que focar nos compostos naturais inibidores de enzimas utilizadas na
replicacdo do virus HIV, parece ser a melhor estratégia na busca de agentes anti-
virais com menor toxicidade (SINGH et al., 2013).

Estudos mostram que, os 6leos essenciais tem se mostrado capazes no
combate de alguns microrganismos. Estes compostos naturais s&o produtos
resultantes do metabolismo secundario das plantas e seu comportamento é
semelhante ao dos antibiéticos (ALVES et al., 2009).

Uma pesquisa realizada por Souza et al. (2008), mostra que a (+)-calanolida
A, um composto extraido de folhas e ramos da arvore tropical Calophyllum
lanigerum var. austroco-riaceum € ativa contra a replicacado do virus HIV-1(ECs =
0,1uM).

A quercetina, um constituinte quimico das folhas de arruda, possui muitas
propriedades terapéuticas, dentre elas propriedades antiviral e anti-HIV, analgésica,
bactericida, antioxidante, antidiabética, antiinflamatéria, antiespasmadica,
antitumoral e antigastrica (DONG et al., 2003; KAMINSKI et al., 2003).

O arzanol tem propriedades anti-inflamatdrias (por interferéncia na cascata do
acido araquidonico), anti-oxidantes (em sistemas biolégicos) e antivirais (inibindo a
replicagéo do HIV-1) (OLIVEIRA et al., 2011).

O dleo essencial de Melaleuca alternifolia (Myrtaceae) tem como principais
componentes o terpinen-4-ol, a-terpineno, B-terpineno, p-cimeno, terpinoleno e a-
terpineol e sua atividade antiviral foi atribuida, principalmente, ao terpinen-4-ol
(GAROZZO et al., 2009).

Em 1999, algumas pesquisas realizadas no Hospital de Sao Lazaro, nas
Filipinas, sob a responsabilidade do Dr. Eric Tayan, mostraram que a administracao
diaria de 50 mL de Oleo de coco em 15 pacientes com AIDS que nunca haviam
recebido nenhum tipo de tratamento anti-HIV, levou a um aumento dos linfocitos de
defesa do corpo, CD4 de 248 para 570 e CD8 de 1065 para 1671 (JORNAL
AROMATOLOGIA, 2012).

Bicchi et al. (2009), por exemplo, relataram que o0s Oleos essenciais de
Ridolfia segetum e Oenanthe crocata inibem a atuacdo do virus HIV por atuacéao
sobre a enzima transcriptase reversa.

Segundo Braz Filho (2010), os triterpenoides lupanicos acido betulinico e
acido platanico, que séo isolados do extrato metandlico das folhas de Zyzigium

claviflorum (familia Myrtaceae) juntamente com o lupeol, revelaram atividade
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inibitéria na replicacdo do virus HIV. Ele ainda relata que outras classes de
substancias naturais como as isolados das flores de Chrysantbermum morifolium
(familia Compositae) juntamente com mais sete substancias conhecidas, também
tém revelado potente atividade inibidora sobre o HIV, como exemplos, a cumarina e
os flavonodides 7-O-B-D-galactopiranosilacacetina e crisina.

De acordo com Falcdo e Menezes (2003), metabdlitos terpendides
encontrados em espécies de plantas H. capitata da familia Lamiaceae, parecem ser
eficazes na acao anti-HIV.

Wu et al. (2003), avaliaram dezesseis flavondides e os seus derivados de
Desmos spp. Como possiveis inibidores da replicacdo do HIV em células de
linfécitos H9. Dentre os compostos avaliados, os flavonéides cinamoilbenzaldeido e
lawinal demonstraram potencial atividade anti-HIV.

Kashiwada et al. (1998), verificaram que o &acido oleandlico obtido de
jambolé&o interfere na replicagdo do virus HIV em cultura de células.

A curcumina, presente em plantas da familia Zingiberaceae, ou seja, da
familia do gengibre, apresenta propriedades anti-inflamatéria para inflamacdes
cronicas e agudas, antioxidante, anti-protozoaria, nematocida, antibacteriana, anti-
HIV e anti-tumoral (ARAUJO & LEON, 2013).

O Zingiber officinale Roscoe, é uma especiaria comum e também uma planta
medicinal amplamente utilizada na China antiga. O gengibre provou ter atividade
antiviral contra o Virus Respiratério Sincicial Humano (HRSV). Os autores chegaram
a concluséo que frescos, mas ndo seco, o gengibre é eficaz contra a formacédo de
placa induzida por HRSV no epitélio das vias aéreas, bloqueando a ligagéo viral e
interiorizacdo (CHANG et al., 2012).

SOOKKONGWAREE et al. (2006), com o intuito de identificar novos
compostos com efeito antiviral, foram investigados os extratos aquoso e metandlico
de oito plantas medicinais da familia Zingiberaceae como inibidores de proteases de
virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1), virus da hepatite C e
citomegalovirus humano. Em geral, os extratos metandlicos inibiu mais eficazmente
as enzimas do que os extratos aquosos. A HIV1 - protease foi fortemente inibida
pelo extrato de Alpinia galanga.

Segundo Priyanka et al. (2015) as folhas, frutos, raizes e casca da Murraya
koenigii Spreng (Rutaceae), sdo uma rica fonte de alcaldides carbazodlicos. Sobre
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estes alcaldides tém sido relatadas varias atividades farmacologicas, tais como anti-
tumoral, anti-viral, anti-inflamatoria, antidiarreico, diurético e antioxidante.

A atividade imunoestimulante do Coriandrum sativum é evidenciada pelo
aumento da proliferacdo de linfocitos e producdo de interleucinas (grupos
constituintes do sistema imunolégico dos organismos) (XAVIER INNOCENT et al.,
2011). Ele aumenta a resposta imune de glébulos brancos, inibe a replicacdo do
HIV-1 e melhora a contagem de linfécitos (MISHRA et al., 2009).

Por estas razdes, este trabalho teve como objetivo verificar uma possivel
atividade inibitéria de HIV-1 protease a partir dos Oleos essenciais de Zingiber

officinalis (gengibre), Murraya koenigii (curry) e Coriandrum sativum (coentro).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O VIRUS HIV

O HIV (Virus Imunodeficiéncia Humana, na sigla em inglés) atinge o sistema
imunoldgico, no qual € normalmente responsavel pela protecdo do organismo contra
infeccoes.

O virus HIV faz parte dos retrovirus, que por ter como codigo genético o RNA,
ndo pode inserir-se nos cromossomos da célula de DNA. Por isso, este virus possui
uma enzima especifica chamada de transcriptase reversa (TR), permitindo a
transcricdo reversa do RNA viral em DNA viral. Assim, eles alojam seu DNA nas
células atacadas de forma que novas células produzidas por elas passam a também
portar o virus (CUNHA, 2006).

O alvo principal do virus HIV durante a infec¢cdo sdo as células de defesa
(linfécitos) que contém em sua superficie um receptor chamado de T CD4". Por esta
razdo, as células CD4" acabam morrendo durante o processo, de modo que
organismo comeca a nao mais combater doencas, atingindo o ponto critico que
caracteriza a doenca da AIDS. Assim, o quadro clinico da AIDS é caracterizado em
funcdo da contagem sanguinea de linfécitos T CD4" no individuo infectado com o
HIV, e da caracterizacdo das condi¢des clinicas relacionadas a infeccdo com o HIV
(PECANHA & ANTUNES, 2002).

2.1.1 Replicagao do HIV

Apesar da caracteristica mais marcante da infeccdo por HIV ser a deplecéo
seletiva de linfécitos CD4", este virus também infecta mondcitos, macréfagos,
células de Langerhans, entre outras (FERREIRA, 2010).

A infeccéo pelo HIV comeca com a etapa de adsorcdo, na qual o virion se liga
a superficie da célula alvo. Quando chega a corrente sanguinea, o HIV ataca alguns
tipos de células, sobretudo, os linfocitos T (FERREIRA, 2010). As proteinas de

envelope do virus se ligam a célula hospedeira, desencadeando a fusdo das
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membranas celular e virica. Dentro da célula hospedeira, a proteina central é
dissolvida e libera para o citoplasma RNA virico e enzimas viricas tais como:
transcriptase reversa, integrase e protease (SIDA, 2014).

No citoplasma, uma réplica do RNA original em DNA de dupla cadeia é
produzida. Apos a transcricdo reversa, o DNA é transportado para o nucleo celular
através do poro nuclear pré-viral associado com proteinas virais e celulares em um
grande complexo nucleoproteico de pré-integracdo (PIC). A dupla cadeia de DNA
linear do PIC é inserida no cromossomo do hospedeiro. Depois da integracdo, o
DNA no nucleo informa a célula sobre quais as proteinas que deve produzir. Assim,
o DNA atua como modelo do RNA mensageiro (RNAm), que abandona o nucleo e
entra no citoplasma, com instru¢cdes para produzir proteinas viricas (FERREIRA,
2010).

As proteinas viricas migram e se inserem na membrana plasmatica. As
poliproteinas Gag e Gag-Pol também se movem para a membrana celular e
comecam a montagem do virion direcionada pela poliproteina Gag. Além
disso, enzimas virais, RNA genémico e compostos celulares se associam no
nucleocapsidio imaturo. Mais tarde, este complexo brota através da
membrana plasmatica produzindo um virion imaturo (FERREIRA, 2010).

ApoOs isso, 0s virus imaturos libertam-se da célula entrando na corrente
sanguinea, por ainda serem imaturos, estes sdo incapazes de infectar outras
células, sendo necessario passar por um processo de amadurecimento no qual a
enzima virica protease corta e estrutura as proteinas viricas para assim se tornarem
infecciosos. Devido ao grande numero de virus germinados ou pelo fato do sistema
imunologico do corpo reconhecer as proteinas de envelope virico na membrana da
célula, as células CD4" desintegram-se e danificadas ndo conseguem sobreviver,
como estas células sdo uma parte essencial do sistema imunoldgico, a sua

destruicdo pode provocar entdo uma imunodeficiéncia profunda (SIDA, 2014).

2.2 AAIDS

A AIDS (Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida) estado final da infeccéo
cronica provocada pelo retrovirus HIV é uma doenca que afeta o sistema

imunoldgico do organismo, podendo causar, entre outros problemas, infec¢cdes



17

oportunistas graves, como toxoplasmose, pneumonia e tuberculose pulmonar
(CUNHA, 2006).

2.3 EPIDEMIOLOGIA

De acordo com o relatério anual do Programa Conjunto das Nac¢des Unidas
sobre HIV/AIDS existem aproximadamente 33 milhdes de pessoas no mundo
vivendo com a pandemia. A area mais afetada é a Africa Subsaariana, contendo
aproximadamente dois tercos do total, no qual trés quartos sdo do sexo feminino. Na
Europa Oriental e Asia Central, 1,6 milhdo de pessoas também estdo infectadas,
sendo que no leste Europeu, noventa por cento destas pessoas vivem na Ucrania e
na Rassia (UNAIDS/WHO, 2007).

No Brasil, foram notificados 39.185 casos de AIDS em 2012. Sendo que a
taxa de deteccgéo nacional foi de 20,2 casos para cada 100.000 habitantes. A maior
taxa de deteccéo foi observada na Regiao Sul, 30,9/100.000 habitantes, seguida
pela Regido Norte (21,0), Regido Sudeste (20,1), Regido Centro-Oeste (19,5), e
Regido Nordeste (14,8) (PROGRAMA NACIONAL DE DST E AIDS. BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO - AIDS E DST, 2013).

2.4 TRANSMISSAO

As principais formas de transmissao do HIV s&o: sexual, sanguinea, vertical e
de forma menos frequente a ocupacional. A transmissdo sexual ocorre atraves do
sexo vaginal, anal ou oral com individuo infectado pelo HIV sem o0 uso de
preservativo, a sanguinea ocorre em receptores de sangue e em usuarios de drogas
injetaveis e a vertical quando a crianca € infectada pelo virus HIV durante a
gestacao, pelo parto ou pelo aleitamento. A transmissdo ocupacional é ocasionada
por acidente de trabalho, onde profissionais da area da saude sofrem ferimentos
com instrumentos perfuro cortantes contaminados com sangue de pacientes
infectados pelo HIV (CUNHA, 2006).
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2.5 TRATAMENTO

No ciclo de replicacédo do HIV, diversos eventos relacionados exclusivamente
a componentes virais, podem ser utilizados como alvos para intervencao
quimioterapica. Atualmente, compostos disponiveis como farmacos anti-HIV podem
atuar na inibicdo no sitio de ligacdo da enzima transcriptase reversa, na inibicdo
alostérica da transcriptase reversa ou na inibicdo da protease. Com a combinacédo de
diferentes inibidores de transcriptase reversa e inibidores de protease, um eficaz
tratamento foi alcancado inicialmente, porém rapidamente comecaram a aparecer
cepas resistentes a diferentes combinac¢des dos farmacos disponiveis. Além disso,
os inibidores aprovados e disponiveis no mercado podem induzir a alguns efeitos
colaterais, tais como: lipodistrofia, hiperlipidemia e resisténcia a insulina ap6s o uso
prolongado de um determinado medicamento (PECANHA & ANTUNES, 2002).

Portanto, ha atualmente uma constante procura de novos inibidores da
protease do HIV tendo como foco os produtos naturais pelo fato destes

apresentarem menor toxicidade para os seres humanos.

2.6 ALTERNATIVAS NATURAIS DE TRATAMENTO: OLEOS ESSENCIAIS

As plantas medicinais tém sido utilizadas para o tratamento de uma variedade
de enfermidades infecciosas e nao infecciosas. Desse modo, elas tem sido o
principal foco na pesquisa de produtos naturais com atividade antiviral, além do fato
delas poderem ser selecionadas com base em seu uso etnomedicinal. Estima-se
que cerca de 25% dos medicamentos comumente utilizados contém compostos
isolados de plantas e acredita-se que muitas plantas podem ser um rico reservatorio
para a descoberta de novas substancias contra doencgas infecciosas (FERREIRA,
2010).

Os 6leos essenciais sdo produtos naturais produzidos pelas plantas para que
possam sobreviver, pois funcionam como um metabdlito secundario que além de
exercerem papel fundamental na defesa contra microrganismos e predadores,

favorecem a sua polinizacdo, atraindo insetos e outros agentes fecundadores (SIANI
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et al., 2000). Sdo constituidos por diferentes substancias organicas volateis, que em
conjunto, conferem a cada 6leo essencial um perfume singular e também
caracteristicas terapéuticas especificas (LEVERT & ROTHFELD, 2003).

Desde a antiguidade, os Oleos essenciais sdo conhecidos como agentes
medicinais estando associados a cura de doencas e a busca de bem estar fisico
(SIANI et al., 2000). Atualmente, sua utilizacdo tem se concentrado nas industrias
alimenticias e de cosmeéticos. Contudo, estudos vém comprovando que os Oleos
essenciais podem sim ter efeitos terapéuticos, dos quais sdo estudados a partir dos
componentes quimicos dos O6leos essenciais e que separados em tipos de
compostos quimicos, cada tipo é descrito como tendo efeitos terapéuticos proprios.
Seus efeitos podem ser diretos (por exemplo, em microrganismos em processos
metabdlicos) e indiretos (via processos biologicos, olfativos, neurolégicos,
enddcrinos e etc.) (LYRA, 2009).

Neste trabalho serd avaliado se os 6leos essenciais de gengibre, curry e
coentro possuem atividade inibidora de HIV-1 protease. Desse modo, uma breve
descricéo sobre cada um destes 0Oleos € apresentada a seguir.

O gengibre (Zingiber officinalis) € uma planta aromatica utilizada como
condimento e como erva medicinal desde a antiguidade pelos povos asiaticos
(DEBAGUE et al., 2011). Esta planta tem como principal componente do seu 6leo
essencial o sesquiterpeno zingibereno (20,6% a 24,3%), que Ihe da o aroma de
gengibre (OLEOS ESSENCIAIS, 2009).

Atualmente, o 6leo essencial de gengibre possui grande aplicabilidade na
indastria de alimentos como aromatizante e condimento, na inddstria cosmética
como fragrancia e antioxidante e na industria farmacéutica devido as propriedades
anti-inflamatodria, antibacteriana e antitumoral. Dessa forma, a obtencdo de o6leos
essenciais, extratos e concentrados de gengibre a partir do rizoma da planta, tém
despertado interesse da industria farmacéutica e cosmética devido a presenca dos
constituintes quimicos como: neral (8,2% a 14,9%), geraniol (4,5% a 6,9%), geranial
(21,6% a 17,7%), B-bisaboleno (2,8 a 3,4%), canfeno (2,8 a 5,8%), eucaliptol (3,6 a
5,9%), B-sesquifelandreno (8,5% a 11%), a-farneseno (6,9% a 8%) e acetato de
geranila (3,5 a 4,5%) (DABAGUE et al., 2011). A estrutura de alguns compostos séo

mostradas na Figura 1.
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Figura 1 — Principais compostos do 6leo essencial d e Zingiber officinalis.

Fonte: Autoria propria.

O coentro (Coriandrum sativum L.) € uma hortalica herbacea pertencente a
familia Apiaceae, nativa da bacia do Mar Mediterraneo (JOLY, 2002). Ha registros

de sua utilizacdo medicinal desde a antiguidade, com destagque na regido do
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Mediterraneo e leste Europeu. Segundo Costa (2002), tanto os frutos quanto as
folnas do coentro apresentam propriedades estomaquicas e carminativas. Além
disso, ele pode ser utilizado no tratamento de dores articulares e reumatismo com
efeito antipirético, anti-helmintico e analgésico. Diversas pesquisas mostram que o
coentro também apresenta atividades como hipolipemiante, antimicrobiana,
hipoglicemiante, anti-hipertensiva e diurética (SILVA et al., 2012).

O oleo essencial do fruto do coentro é empregado na perfumaria, em
preparacdes farmacéuticas como flavorizante e edulcorante em medicamentos e em
bebidas alcodlicas (SILVA et al., 2012). Seu principal componente € o linalol (70%) e
como componentes minoritarios tém-se a-pineno, B-pineno, dipenteno, p-cimeno,
dodecanal, dodecanol, n-tetradecanol, decanal, geraniol e canfora (DIAS, 2011). A

Figura 2 mostra a estrutura de alguns compostos do 6leo de coentro.
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Figura 2 — Principais compostos do 6leo essencial d e Coriadrum sativum.

Fonte: Autoria propria.

A arvore-do-caril (Murraya koenigii) € uma planta nativa da india e Sri Lanka,
sendo suas folhas pequenas e de aroma pungente. As folhas sdo usadas como

condimento na culindria asiatica principalmente em molhos e sopas, na qual recebe
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o nome de curry (PARMAR & KAUSHAL, 1982). Uma erva medicinalmente
importante que possui grande numero de aplicagBes terapéuticas, como em
desordens brdnquicas, vomitos, doencas de pele, e etc. As folhas, a casca e as
raizes da Murraya koenigii podem ser usadas para o tratamento de disfungbes
estomacais. Eles também s&do usados externamente para curar erupcdes e as
mordidas de animais pecgonhentos. As folhas verdes sdo indicadas para serem
consumidas cruas no intuito de curar disenteria e a infusdo das folhas lavadas é
indicada para sessar vomito. O Oleo essencial das folhas e das sementes
de Murraya koenigii possui uma forte atividade antibacteriana, antifingica, anti
Ulcera e de reducédo de colesterol (VANDANA et al., 2012).

Relatos mostram que o Oleo essencial de origem chinesa contém a- e (-
pinenos, B-cariofileno como constituintes principais, enquanto que o 6leo essencial
de origem da Maldsia rico em monoterpenos e monoterpenos oxigenados (85%)
contém a-pineno (14,7%), B-pineno (2,3%), P-cariofileno (13,8%), B-felandreno
(27,7%) e a-terpineol (5,5%) como os principais componentes (Figura 3) (DIKUI,
2009).

6 2 2 6
5 3 3 5
- 4
: OH
= 8
10/£N9 9 10
B-felandreno a-terpineol B-cariofileno

Figura 3 — Principais compostos do 6leo essencial d e curry

Fonte: Autoria propria.

2.7 HIV-1 PROTEASE

As enzimas sao proteinas especializadas em catalisar reacbes quimicas

especificas. Dentre as enzimas existentes tém-se as proteases, estas sdo capazes
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de hidrolisar as ligagGes peptidicas de outras proteinas clivando-as em aminoéacido
menores (INSTITUTO DE QUIMICA DA USP, 2014).

A HIV protease é a responsavel pelo processamento das poliproteinas
denominadas gag e gag-pol, levando a formacao das proteinas estruturais e
funcionais do virus. A inativacdo da protease, em estudos de mutagénese
sitio dirigida ou pela utilizacdo de inibidores de protease, demonstrou a
incapacidade das particulas virais formadas de se replicar, produzindo, apés
a etapa de “brotamento”, apenas virions ndo infectivos nos linfécitos T
infectados, o que resulta em efeito terapéutico antiviral significante
(PECANHA & ANTUNES, 2002).

Tanto a enzima HIV-1 protease quanto a pepsina possuem a sequéncia de
residuos Asp-Thr-Gli, uma geral semelhanca da estrutura priméria, a inibicdo pela
pepstatina A (um inibidor seletivo de proteases asparticas) através de mutacdo do
sitio ativo Asp-25 sugerem que a pepsina pode ser utilizada como modelo na busca
de inibidores de HIV-1 protease (SINGH et al., 2013).

A pepstatina, um conhecido inibidor de pepsina obtido a partir de fermentagéo
microbiolégica, foi o primeiro inibidor da HIV-1 protease. Atualmente estao
disponiveis comercialmente dez inibidores de protease, sdo eles: amprenavir
(Agenerase), saquinavir (Invirase), ritonavir (Norvir), lopinavir/ritonavir (Kaletra),
indinavir (Crixivan), nelfinavir (Viracept), atazanavir (Reyataz), tipranavir (Aptivus),
fosamprenavir (Lexiva) e darunavir (Prezista) (MARTINS, 2007).

Portanto, entre as varias proteases existentes, a pepsina tem uma atividade
proteolitica bastante semelhante a enzima HIV-1 protease (BRIK e WONG, 2003),
uma enzima-chave do ciclo de vida do virus HIV-1. Por isso, a pepsina tem sido
utilizada por diferentes pesquisadores como uma substituta da HIV-1 protease para
verificar a atividade anti-HIV de extratos vegetais e/ou produtos sintéticos
(GOPINATH et al., 2014; GOVINDAPPA et al., 2011).

Como muitos virus, o HIV possui muitas proteinas de cadeia longa, sendo
varias encadeadas. Desse modo, a HIV-1 protease tem o trabalho de cortar as
poliproteinas em pedacos menores, que tenham tamanho apropriado de proteina. E
necessario que a poliproteina esteja intacta no inicio do ciclo de vida do virus,
guando se monta a sua forma imatura. Em seguida, a poliproteina deve ser clivada
em pedacos adequados para formar o virus maduro, que pode entédo infectar uma
nova célula. Essas reacdes de clivagem devem ser perfeitamente cronometradas,

permitindo que o virus imaturo monte corretamente a poliproteina antes dela ser
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quebrada. Devido a sua fungcdo essencial e sensivel, a HIV-1 protease é um
excelente alvo para a terapia anti-HIV. Farmacos que bloqueiam a a¢édo da HIV-1
protease faz com que o virus morra porque € incapaz de amadurecer em sua forma
infecciosa.

A HIV-1 protease € uma pequena enzima, composta por duas cadeias de
proteinas idénticas, cada uma com apenas 99 aminoacidos. As duas cadeias se
juntam para formar um tunel (Figura 4), coberta por duas "abas flexiveis". As abas se
abrem e a enzima envolve uma cadeia de proteina, fechando e segurando-a

firmemente no tunel.

Figura 4. Estrutura tridimensional da enzima HIV-1 protease (PDB 7HVP).
Fonte: Protein Data Bank

O sitio ativo da HIV-1 protease (PDB 7HVP) estd no centro do tunel, onde
uma molécula de agua é utilizada para quebrar cadeias de proteinas. Na Figura 5, a
direita, as abas foram removidas para mostrar o sitio ativo. A ilustracdo mostra o
centro de localizacdo de um inibidor (verde), que é semelhante a posicao ocupada
por uma cadeia de proteina. (N&o ha estruturas de uma proteina ligada a forma ativa
da HIV-1 protease, porque a cadeia seria clivada antes que a estrutura pudesse ser
montada. Entdo, é preciso olhar e imaginar como os inibidores ligam-se a cadeia da
proteina). Observe como a cadeia de inibidor é esticada em linha reta através do
sitio ativo. Dois residuos de aspartato, mostrados com asteriscos, fazem todo o
trabalho, atacando a cadeia de proteina no proprio meio (RCSB PROTEIN DATA
BANK, 2015).
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Figura 5. Representacdes do processo de inibicdo da HIV-1 protease.
Fonte: Protein Data Bank

A pepsina € um exemplo de um grupo de enzimas denominadas proteases
acidas. A pepsina trabalha melhor em condicdes estramente acidas. Mas a
semelhanca com outras enzimas como a HIV-1 protease refere-se a um segundo
tipo de &cido. Como dito anteriormente, o local ativo das proteases acidas depende
de dois amino&cidos asparticos, que ativam uma molécula de &gua para clivar
cadeias proteicas (RCSB PROTEIN DATA BANK, 2015).

Assim, a pepsina utiliza um par de residuos de aspartato para realizar a
reacdo de clivagem da proteina, que é um mecanismo semelhante ao utilizado pela
protease de HIV. Na Figura 6 os aspartatos presentes no sitio ativo da enzima HIV-1
protease (PDB 5PEP) sao vistos como esfera espacial compacta colorida em branco
e vermelho. Na Figura 7, trés pontes de dissulfeto também sdo mostradas. Estas
ligacBes transversais, formados entre atomos de enxofre (amarelo) em aminoacidos
cisteina, fortalecem a cadeia de proteina (RCSB PROTEIN DATA BANK, 2015).

Figura 6. Diferentes representacfes da HIV-1 protea se (PDB 5PEP).
Fonte: Protein Data Bank
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Figura 7. Representacdes de residuos de cisteina pr esentes estabelecendo pontes de
dissulfeto na HIV-1 protease (PDB 5PEP).
Fonte: Protein Data Bank

Atualmente, quatro farmacos que inibem a HIV-1 protease estdo sendo
usados para tratar pessoas infectadas com o virus. Na Figura 8, a enzima é
apresentada como uma fita, que segue as duas cadeias de proteinas, e os farmacos
sdo mostrados como modelo espacial compacto. Da esquerda para a direita, 0s
farmacos sado Indinavir (PDB 1HSG), Saquinavir (PDB 1HXB), Ritonavir (PDB
1HXW) e Nelfinavir (PDB 10HR). Observa-se que esses farmacos sdo semelhantes,
possuem grandes esqueletos carbonicos interagindo com os lados do tunel do sitio
ativo. Todos os farmacos imitam a ligacdo de uma cadeia de proteina a enzima.
Porém, os farmacos sdo mais estaveis do que uma cadeia de proteina. A HIV-1
protease ndo pode cliva-los, de forma que ficam alojados no sitio ativo, bloqueando
a funcdo normal da enzima (RCSB PROTEIN DATA BANK, 2015).

Figura 8. Representacdes de farmacos comerciais int  eragindo com a HIV-1 protease.
Fonte: Protein Data Bank

Como para outras proteases asparticas, a configuracdo absoluta das
hidroxilas é fundamental para a atividade inibitéria da HIV-1 protease. Assim,
inibidores apresentando o alcool secundario com configuragdo S apresentaram

poténcia farmacoldgica mais elevada que seu isémero R.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito dos 6leos essenciais de
Zingiber officinalis (gengibre), Murraya koenigii (curry) e Coriandrum sativum
(coentro) sobre a atividade da enzima pepsina, utilizada como modelo para busca de

inibidores de HIV-1 protease in vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar o efeito dos 6leos essenciais de Zingiber officinale (gengibre), Murraya
koenigii (curry) e Coriandrum sativum (coentro) sobre a enzima pepsina,
utilizada como modelo para a busca de inibidores de HIV-1 protease in vitro;

» Estudar a composicdo quimica dos Oleos essenciais de Zingiber officinale
(gengibre), Murraya koenigii (curry) e Coriandrum sativum (coentro) por
Ressonancia Magnética Nuclear;

» Correlacionar, de forma qualitativa, os efeitos inibitérios da enzima HIV-1
protease aos constituintes dos Oleos essenciais de Zingiber officinale
(gengibre), Murraya koenigii (curry) e Coriandrum sativum (coentro);

e Contribuir para o estudo de produtos naturais com potencialidade para o

controle do virus HIV.



28

4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANALISE QUIMICA DOS CONSTITUINTES

Os espectros de RMN de *H (300,06 MHz) e RMN de *C RMN (75,45 MHz)
dos Oleos essenciais adquiridos de fonte comercial foram registados em um
espectrometro Mercuri-300BB utilizando CDCI3; como solvente. Os deslocamentos
quimicos (&) foram registrados em ppm e o0s espectros foram referenciados utilizado
os sinais do CDCl; (3 7,27 para *H e 77,00 para **C). As anélises foram realizadas

na Universidade Estadual de Maringa (UEM).
4.2 DETERMINAQAO DA ATIVIDADE INIBIDORA DE PEPSINA
A avaliacéo da inibicao da pepsina foi realizada como descrito por Singh et al.

(2011) em conjunto com o método descrito por Sang-Duck Yang e Dong-Heui Yi
(1987).

4.2.1 Preparo das solucbes

Solucéo de pepsina (Marca: Vetec; lote: 1204704) - Preparou-se uma solucédo de

20 g de pepsina em 10 mL de agua destilada.

Solucdo de caseina (Marca: Dinamica; lote: 52454) - Pesou-se 5 g de caseina e
dissolveu-se em 500 mL de uma soluc¢ao tampao de 0,1 mol/L de NaHPO4 (pH 6,4).
A solucéo foi aquecida a 30 °C por 30 minutos e centrifugada a 14000 rpm por 20

minutos. A fase sobrenadante foi utilizada nos testes de inibicdo da pepsina.

4.2.2 Teste inibidor de pepsina

Resumidamente, a mistura reacional foi preparada com 5 mL de solucéo de
pepsina, 2 mL de solucdo de caseina e 0,2 mL de solugédo de cada 6leo essencial
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em acetato de etila (1000 ppm). Preparada a mistura, a mesma foi incubada a 37 °C
durante 30 min. Apés a incubacéo, 0,2 ul de acido tricloroacético (Marca: Vetec; lote:
1201251) 20% foi adicionado para parar a reacdo. A mistura foi em seguida
centrifugada a 14000 rpm durante 5 minutos e o sobrenadante foi recolhido e entédo
filtrado. Apds isso, 0,5 mL do filtrado, 2,5 mL de 0,55 M de Na,COj3 (Marca: Neon;
lote: 9110) e 0,5 mL de reagente de Folin (Marca: Dinamica; lote: 46356) foram
adicionadas em tubos de ensaio para formar um complexo colorido (azul) e entédo
determinou-se a absorcdo da mistura, em 650 nm, utilizando um espectrofotbmetro
da marca PG Intruments Ltda.

O célculo de inibicao foi realizado da seguinte maneira:

% Inibicdo = ((Abs. do controle — Abs. da amostra) / Abs. do Controle) x 100
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

O objetivo inicial foi estudar a composi¢cdo quimica dos 6leos essenciais de
Zingiber officinale (gengibre), Murraya koenigii (curry) e Coriandrum sativum
(coentro) através da anélise de espectros de RMN de *H.

A Ressonancia Magnética Nuclear é uma técnica analitica que pode ser
utilizada tanto para soélidos, quanto para liquidos, sem alterar a amostra e sem
produzir residuos perigosos. Esta técnica possui varias vantagens, tais como:
analise quimica composicional e identificacdo estrutural dos componentes funcionais
nos alimentos, determinagcdo da composicdo e formulagcdo de materiais de
embalagem, deteccdo de autenticacdo de alimentos, otimizagdo de parametros de
processamento de alimentos e inspecdo microbiolégica, como também a qualidade
fisica e quimica dos alimentos (ALMOSELHY et al., 2014).

A composicado quimica do oleo essencial de Coriandrum sativum (coentro) foi
investigada por meio de ressonancia magnética nuclear. A partir da andlise do
espectro de RMN de 'H (Figura 9), observou-se que o 6leo essencial de coentro
apresentou o linalol como composto majoritario, estando de acordo com o indicado
no rétulo do produto comercial. Este alcool monoterpénico foi identificado utilizando
como base para andlise dos deslocamentos quimicos os dados de RMN de 'H
reportados por Xin et al. (2013).

Linalol - RMN de *H (300,06 MHz, CDCls): & 5,91 (dd, 1H J = 17,3 e 10,8 Hz,
H-2); 5,21 (dd, 1H J = 17,3 e 1,3 Hz, H-1 trans); 5,11 (tq, 1H J = 7,2 e 1,4Hz, H-6);
5,06 (dd, 1H J = 10,8 e 1,3 Hz, H-1 cis); 1,68 (s, 3H, H-9); 1,60 (s, 3H, H-8); 1,28 (s,
3H, H-10).

Linalol
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Figura 9 - Espectro de RMN de 'H (300,06 MHz, CDCl5) do éleo essencial de coentro.

Fonte: Autoria propria

O Oleo essencial de Murraya koeniigi (curry), de acordo com as informacdes
fornecidas pelo fabricante, deveria conter os seguintes constituintes: B-cariofileno,
biciclogermacreno, oxido de cariofileno, a-humuleno, a-cadinol e B-selineno. Porém,
a partir da analise do espectro do RMN de 'H (Figura 10), foram identificados
apenas o -cariofileno, 6xido de cariofileno e a-humuleno. Além destes, outros
compostos descritos na literatura como constituintes do 6leo de curry foram
identificados: a-pineno, B-felandreno e a-terpineol. O compostos identificados por
RMN de 'H estdo concordantes com os dados reportados por Romero (2007); Grau
& Mecking (2013) e Baptistella et al. (2009).

B-cariofileno - RMN de *H (300,06 MHz, CDCls): & 0,98 (s); 1,03 (s); 4,83 (sl);
4,95 (sl); 5,31 (m).

Oxido de cariofileno - RMN de *H (300,06 MHz, CDCls): & 1,00 (s); 1,23 (s);
2,62 (q); 2,89 (dd, J = 10,6 e 4,0 Hz); 4,87 (d, J = 1,28 Hz); 4,95 (d, J = 1,28 Hz).
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B-felandreno - RMN de *H (300,06 MHz, CDCls): & 6,17 (dd, J = 10,0 e 2,7
Hz); 7,76 (m); 4,73 (m); 0,94 (d, J = 7,0 Hz); 0,93 (d, J = 7,0 Hz).

a-pineno - RMN de *H (300,06 MHz, CDCls): & 0,83 (s); 1,25 (s); 1,64 (d, J =
1,28 Hz); 5,19 (s).

a-terpineol - RMN de *H (300,06 MHz, CDCls): 5 1,18 e 1,20 (s); 1,66 (sl);
5,38 (m).

a-humuleno - RMN de *H (300,06 MHz, CDCls): & 1,16 (s), 1,69 (s); 2,56 (d,
H-2); 5,44 (m, H-6).

a-humuleno
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Figura 10 - Espectro de RMN de 'H (300,06 MHz, CDCl5) do 6leo essencial de curry

Fonte: Autoria propria

A composicao quimica do Oleo essencial de Zingiber officinale (gengibre) foi
investigada por meio de RMN de *H e RMN de *3C (Figura 11 e 12). Segundo
informacdes do fabricante este 0leo essencial possui como compostos majoritarios o
zingibireno, B-sesquifelandreno, canfeno, a-farneseno e limoneno. Porém, a analise
realizada mostrou que o 6leo comprado ndo apresenta 0 composto que deveria estar
em maior quantidade, o zingibereno (30% a 33%), assim como também néo
apresenta o 3-sesquifelandreno e o a-farneseno. O composto majoritario encontrado
foi o ar-curcumeno, que nao estava indicado no rotulo e nem se encontra na
literatura, porém possui uma estrutura bastante semelhante ao do zingibereno,
possuindo apenas uma dupla a mais entre o carbono 5 e 6, classificando-se como
composto aromatico como se pode ver na figura 11. O cafeno e limoneno foram
encontrados no espectro, além do S-bisaboleno e cineol descrito na literatura como
constituinte do 6leo de gengibre, a descricdo da analise de RMN de'H foi comparada

com Skakovsky et al., 2013 e se encontra a seguir.
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Ar-curcumeno - RMN de *H (300,06 MHz, CDCls): & 1,23 (d, 3H, J = 7,0, H-
14); 1,60 (s, 3H, H-13); 1,68 (s, 3H, H-12); 2,33 (s, 3H, H-15); 2,67 (sext., 1H, J =
7,1, H-7); 5,11 (tm, 1H, J = 7,0, H-10); 7,08 (d, 2H, J = 8,3, H-1 e H-5); 7,11 (d, 2H, J
= 8,3, H-2 e H-4).

Zingibereno
Figura 11 — Comparacédo das estruturas do ar-curcume  no e zingibereno

Fonte: Autoria propria

Canfeno - RMN de *H (300,06 MHz, CDCls): & 1,04 (s, H-9, 1H); 1,07 (s, H-8,
3H); 4,50 (sl, H-10, 1H); 4,75 (sl, H-10, 1H).

Canfeno

Limoneno - RMN de *H (300,06 MHz, CDCls): & 1,67 (s, H-7, 3H); 1,75 (s, H-
10, 3H); 4,73 (sl, H-9, 2H); 5,42 (sl, H-2, 1H).

Limoneno
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B-bisaboleno - RMN de *H (300,06 MHz, CDCls): & 1,27 (dt, 2H); 1,62 (s, 3H,
H-13); 1,70 (s, 3H, H-15); 1,77 (m, 9H); 4,75 (s); 4,77 (s, 1H, H-14a); 5,13 (dd, J =
7,0 e 5,7, 1H, H-7).

Cineol - RMN de *H (300,06 MHz, CDCls): & 0,93 (s, H-7, 3H); 1,15 (s, 3H, H-
13); 1,70 (s, 3H, H-15); 1,77 (m, 9H); 4,75 (s); 4,77 (s, 1H, H-14a); 5,13 (dd,J=7,0 e
5,7, 1H, H-7).

d

T \‘1-3

Cineol

Os dados de RMN de *3C (Figura 12) sdo concordantes com os dados obtidos
no espectro de RMN de 'H, cujos deslocamentos quimicos foram atribuidos de
acordo com Diastuti et al. (2014):

Ar-curcumeno - RMN de *3C (75,45 MHz, CDCI3): & 17,6 (C-13); 20,9 (C-15);
22,4 (C-14); 25,7 (C-12); 26,0 (C-9); 38,4 (C-8); 126,8 (C-1 e C-5); 128,9 (C-2 e C-4);
135,0 (C-3).

Canfeno - RMN de *3C (75,45 MHz, CDCI3): & 24,5 (C-6); 26,6 (C-10); 29,6
(C-7); 30,1 (C-9); 38,1 (C-8); 42,5 (C-4); 47,6 (C-2); 48,8 (C-5); 99,8 (C-11).

Limoneno - RMN de **C (754,5 MHz, CDCI3): 5 21,5 (C-10); 24,1 (C71); 31,5
(C-3); 109,1 (C-9); 134,3 (C-1);.

B-bisaboleno - RMN de *3C (754,5 MHz, CDCI3): § 39,7 (C-1); 25,7 (C-2); 30,8
(C-3); 133,7 (C-4); 124,3 (C-5); 31,4 (C-6); 120,8 (C-7); 28,4 (C-8); 34,9 (C-9); 154,3
(C-10); 131,5 (C-11); 25,7 (C-12); 17,7 (C-13); 107,1 (C-14); 23,4 (C-15).

Cineol - RMN de *C (75,45 MHz, CDCI3): 5 23,3 (C-4); 28,1 (C-8); 29,4 (C-
10); 70,2 (C-9); 74,1 (C-2).



36

Ar-C

’

7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0
Chemical Shift (ppm)

Figura 12 - Espectro de RMN de 'H (300,06 MHz, CDCl5) do dleo essencial de  Zingiber officinalis
(gengibre).

Fonte: Autoria propria

” s FLHE
i F [ e e i

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
Chemical Shift (ppm)

Figura 13 - Espectro de RMN de B¢ (75,45 MHz, CDCl3) do 6leo essencial de Zingiber officinalis
(gengibre).

Fonte: Autoria propria
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5.2TESTE INIBIDOR DE PEPSINA

O teste inibidor de pepsina foi realizado em triplicata para cada 6leo essencial
em uma concentracdo de 1000 ppm e em seguida foi realizada a leitura das misturas
em um espectrofotbmetro a 650 nm. Os resultados encontram-se na tabelas e

graficos mostrados a seguir.

Tabela 1. Absorbancia dos 6leos essenciais de Coriandrum sativum (coentro), Zingiber
officinalis (gengibre) e Murraya koenigii (curry).

Amostra Absorbancia (u.a.)
Controle 1,342
Coriandrum sativum 1,309
Zingiber officinalis 1,208
Murraya koenigii 1,203

1.4 -

1,35

=

N P

a w
I I

Absorbéncia (u.a.)

[y
-
N
I

1,15 -

Controle Coriandrum sativum Zingiber officinalis  Murraya koenigii

Figura 14 - Absorbancia dos 6éleos essenciais de Coriandrum sativum (coentro), Zingiber
officinalis (gengibre) e Murraya koenigii (curry).
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Tabela 2. Percentual de inibicdo dos 6leos essencia is de Coriandrum sativum, Zingiber

officinalis e Murraya koenigii

Amostra Inibic&o (%)
Controle 0,00
Coriandrum sativum 2,48
Zingiber officinalis 9,89
Murraya koenigii 10,36

12 -
10 -
e
S
2 —
0
Controle Corigndrum sativum  Zingiber officinalis  Murraya koenigii

Figura 15 - Percentual de inibicdo dos Oleos essenc iais de Coriandrum sativum, Zingiber

officinalis e Murraya koenigii

Como se pode ver nos dados obtidos e mostrados nas tabelas 1 e 2 e
gréficos 13 e 14, ambos os 0leos apresentaram baixo poder de inibicdo da enzima
HIV-1 protease. O Oleo essencial da Murraya koenigii foi 0 que apresentou maior
inibicdo da enzima, seguido do Zingiber officinalis e Coriandrum sativum. A baixa
inibicdo pode ser atribuida ao fato de alguns constituintes principais destes 0Oleos
nao estarem realmente presente no produto comprado, como comprovado pelas
anélises de RMN de *H e RMN de **C.
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O baixo efeito inibitério observado nos testes in vitro pode ser explicado a
partir do entendimento do mecanismo de agdo de enzimas aspartilproteases, tal
como a pepsina e HIV-1 protease. No caso da HIV-1 protease o sitio ativo possui
dois aminoacidos aspartato 25, um em cada cadeia da enzima, e 0os aminoacidos
treonina 26 e glicina 27, cuja catalise é auxiliada por moléculas de agua presentes
no sitio ativo (IAMARINO, 2012, p. 29). A quebra da ligacdo peptidica catalisada
pela HIV-1 protease iniciada por um ataque nucleofilico de uma molécula de agua
que interage com 0s aspartatos, a carbonila da ligacdo peptidica a ser clivada dando
origem a um intermediério tetraédrico. Desta forma, compostos que mimetizam o
intermediario tetraédrico, ou seja que possuem semelhanga estrutural com
compostos carbonilados, impedem que a enzima hidrolise seu substrato (MOTWANI
et al., 2015).

Correlacionando, de forma qualitativa, os resultados dos testes in vitro, a
composicdo quimica dos trés 6leos avaliados e 0 mecanismo de atuacdo da enzima
HIV-1 protease observa-se que 0s compostos presentes nesses produtos naturais
nao possuem caracteristicas moleculares favoraveis ao estabelecimento de
interagcBes favoraveis com residuos de aminoacidos presentes no sitio ativo e/ou
sitio alostérico que impensa a atuacdo da enzima estudada. E importante salientar
gue nao é possivel afirmar, apenas com os dados apresentados, que Oleos
essenciais avaliados ndo possuem atividade anti-HIV. Mas, que o possivel efeito
anti-HIV destes Oleos essenciais pode estar associado a inibicdo enzimatica de

outras enzimas atuantes no ciclo replicativo do virus.
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6 CONCLUSAO

Os 6leos essenciais estudados mostraram néo ter potencial para inibir a HIV-
1 protease na maior concentragdo recomendada (1000 ppm). Os estudos por
Ressonancia Magnética Nuclear permitiram verificar que a composi¢do dos 6leos
estudados é diferente daquela informada nos rétulos dos produtos.

Conclui-se que o presente trabalho contribuiu para o estudo de produtos
naturais no sentido de outros pesquisadores ndo mais focar nestes 6leos para a
inibicAo da enzima HIV-1 protease, mas procurar novos Oleos que tenham
potencialidade ou até mesmo de testar 0s mesmos Oleos com intuito de inibir outras
enzimas utilizadas no ciclo de replicacdo do virus, como a transcriptase reversa e
HIV integrase. Desta forma, os resultados apresentados ndo exclui a possibilidade
dos Oleos avaliados apresentarem atividade anti-HIV com mecanismo de acdo

baseado na inibicdo de outras enzimas do ciclo replicativo do virus.
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