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RESUMO

Eucalyptus benthamii Maiden et Cambage é uma das espécies mais empregadas
em regides de reflorestamento no sul do Brasil. No entanto, investigacbes
envolvendo aspectos fitoquimicos e farmacolégicos do Oleo essencial de E.
benthamii séo escassas. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial anti-
inflamatorio e citotoxico do 6leo volatil das folhas de E. benthamii e de alguns de
seus terpenos constituintes. O material botanico foi coletado durante as quatro
estacdes do ano de 2010 na Fazenda de Transferéncia de Tecnologia da Embrapa
Florestas em Ponta Grossa, Parana, Brasil. O Oleo essencial de E. benthamii
apresentou uma composicao quimica diferenciada em relacdo a outras espécies de
Eucalyptus, visto que néo revelou a presenca de 1,8-cineol (eucaliptol) e indicou
uma concentracao relativamente elevada de a-pineno. Com relagdo ao efeito anti-
inflamatério, o 6leo volatil em estudo acarretou a reducdo do edema de orelha em
camundongos e a diminuicdo da infiltragdo leucocitaria. O a-pineno refletiu a
atividade anti-inflamatéria do Oleo essencial, porém a influéncia dos demais
constituintes presentes na esséncia foi capaz de modular a atividade do composto
majoritario. Embora o 6leo essencial de E. benthamii tenha apresentado potencial
para inibir a produgcdo de oOxido nitrico, seu composto majoritario, a-pineno, nao
demonstrou 0 mesmo efeito sobre os macréfagos peritoneais de camundongos.
Considerando a atividade citotoxica sobre as quatro linhagens tumorais estudadas
com base no ensaio do MTT, os 6leos essenciais das folhas jovens e adultas de E.
benthamii apresentaram melhores resultados que o0 a-pineno e 0 y-terpineno,
particularmente para as células Jurkat, HeLa e B16F10. Os resultados dos ensaios
de liberacdo de lactato desidrogenase, conteido de DNA celular e fragmentacao de
DNA realizados com as células Jurkat, sugerem que as amostras em estudo podem
induzir morte celular por apoptose.

Palavras-chave: a-Pineno. Cultura celular. Edema de orelha. Reflorestamento.



ABSTRACT

Eucalyptus benthamii Maiden et Cambage is widely used for reforestation in South
Brazil. However restricted data about phytochemical and pharmacological properties
of the essential oil of E. benthamii are available. The aim of this study was to
investigate the anti-inflammatory and cytotoxic potential of the volatile oil from leaves
of E. benthamii and some related terpenes. The botanical material was collected
during 2010 at Fazenda de Transferéncia de Tecnologia of Embrapa Florestas in
Ponta Grossa, Parana, Brazil. The essential oil of E. benthamii presented a particular
chemical composition. It did not contain 1,8-cineole (eucalyptol) and showed
a relatively high content of a-pinene. Considering the anti-inflammatory effect, the
studied volatile oil provided a reduction of mice ear edema and decreased the
leukocyte infiltration. The monoterpene a-pinene showed similar anti-inflammatory
activity to essential oil. However the influence of other volatile compounds modulated
its effect. Although the essential oil of E. benthamii had shown a potential to
inhibit nitric oxide production, a-pinene did not reveal the same effect on mouse
peritoneal macrophages. Regarding the cytotoxic activity on four tumor cell lines
based on MTT assay, the essential oils from young and adult leaves of E.
benthamii showed better results than a-pinene and y-terpinene particularly for Jurkat,
HeLa and B16F10 cell lines. The results of cytoplasmic lactate dehydrogenase
activity, cell DNA contentand DNA fragmentation carried out with Jurkat cells
indicated that the cytotoxic activity of samples can involve pathways of inducing cell
death by apoptosis.

Key words: a-Pinene. Cell culture. Ear edema. Reforestation.
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EMPREGADA COMO CONTROLE POSITIVO. OS
RESULTADOS ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM
(N= 3-10). ANOVA, SEGUIDA PELO TESTE POST-HOC DE
TUKEY. ** P<0,001 QUANDO COMPARADO AO GRUPO
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EMPREGADA COMO CONTROLE POSITIVO. OS
RESULTADOS ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM
(N= 3-10). ANOVA, SEGUIDA PELO TESTE POST-HOC DE
TUKEY. ** P<0,001 QUANDO COMPARADO AO GRUPO
CONTROLE ...t
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CELULAS JURKAT (A), HELA (B), B16F10 (C) E J774A.1 (D).
AS CELULAS FORAM TRATADAS PELO PERIODO DE 24 H
COM O TERPENO E A VIABILIDADE CELULAR FOI
AVALIADA PELO ENSAIO DE REDUCAO DO MTT. AS
CONCENTRACOES TESTADAS (3, 10, 30, 100 E 300) ESTAO
EM pg.mL?. COMO CONTROLE NEGATIVO (CONTROLE)
EMPREGOU-SE APENAS O VEICULO UTILIZADO PARA
DILUIR AS AMOSTRAS. VINCRISTINA A 40 nmol.L* FOI
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AS CELULAS FORAM TRATADAS PELO PERIODO DE 72 H
COM O TERPENO E A VIABILIDADE CELULAR FOI
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EFEITO DO y-TERPINENO SOBRE A VIABILIDADE DAS
CELULAS JURKAT (A), HELA (B), B16F10 (C) E J774A.1 (D).
AS CELULAS FORAM TRATADAS PELO PERIODO DE 24 H
COM O TERPENO E A VIABILIDADE CELULAR FOI
AVALIADA PELO ENSAIO DE REDUCAO DO MTT. AS
CONCENTRACOES TESTADAS (3, 10, 30, 100 E 300) ESTAO
EM pg.mL™. COMO CONTROLE NEGATIVO (CONTROLE)
EMPREGOU-SE APENAS O VEICULO UTILIZADO PARA
DILUIR AS AMOSTRAS. VINCRISTINA A 40 nmol.L* FOI
EMPREGADA COMO CONTROLE POSITIVO. OS
RESULTADOS ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM
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CONCENTRACOES TESTADAS (3, 10, 30, 100 E 300) ESTAO
EM pg.mL?. COMO CONTROLE NEGATIVO (CONTROLE)
EMPREGOU-SE APENAS O VEICULO UTILIZADO PARA
DILUIR AS AMOSTRAS. VINCRISTINA A 40 nmol.L* FOI
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EFEITO DO TERPINEN-4-OL SOBRE A VIABILIDADE DAS
CELULAS JURKAT (A), HELA (B), B16F10 (C) E J774A.1 (D).
AS CELULAS FORAM TRATADAS PELO PERIODO DE 24 H
COM O TERPENO E A VIABILIDADE CELULAR FOI
AVALIADA PELO ENSAIO DE REDUCAO DO MTT. AS
CONCENTRACOES TESTADAS (3, 10, 30, 100 E 300) ESTAO
EM pg.mL?. COMO CONTROLE NEGATIVO (CONTROLE)
EMPREGOU-SE APENAS O VEICULO UTILIZADO PARA
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DILUIR AS AMOSTRAS. VINCRISTINA A 40 nmol.L* FOI
EMPREGADA COMO CONTROLE POSITIVO. OS
RESULTADOS ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM
(N= 3-10). ANOVA, SEGUIDA PELO TESTE POST-HOC DE
TUKEY. * P<0,05, ** P<0,01 E ** P<0,001 QUANDO
COMPARADOS AO GRUPO CONTROLE.........o.iuierieerereneennns
EFEITO DO TERPINEN-4-OL SOBRE A VIABILIDADE DAS
CELULAS JURKAT (A), HELA (B), B16F10 (C) E J774A.1 (D).
AS CELULAS FORAM TRATADAS PELO PERIODO DE 48 H
COM O TERPENO E A VIABILIDADE CELULAR FOI
AVALIADA PELO ENSAIO DE REDUCAO DO MTT. AS
CONCENTRACOES TESTADAS (3, 10, 30, 100 E 300) ESTAO
EM pg.mL™. COMO CONTROLE NEGATIVO (CONTROLE)
EMPREGOU-SE APENAS O VEICULO UTILIZADO PARA
DILUIR AS AMOSTRAS. VINCRISTINA A 40 nmol.L* FOI
EMPREGADA COMO CONTROLE POSITIVO. OS
RESULTADOS ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM
(N= 3-10). ANOVA, SEGUIDA PELO TESTE POST-HOC DE
TUKEY. ** P<0,001 QUANDO COMPARADO AO GRUPO
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EFEITO DO TERPINEN-4-OL SOBRE A VIABILIDADE DAS
CELULAS JURKAT (A), HELA (B), B16F10 (C) E J774A.1 (D).
AS CELULAS FORAM TRATADAS PELO PERIODO DE 72 H
COM O TERPENO E A VIABILIDADE CELULAR FOI
AVALIADA PELO ENSAIO DE REDUCAO DO MTT. AS
CONCENTRACOES TESTADAS (3, 10, 30, 100 E 300) ESTAO
EM pg.mL?. COMO CONTROLE NEGATIVO (CONTROLE)
EMPREGOU-SE APENAS O VEICULO UTILIZADO PARA
DILUIR AS AMOSTRAS. VINCRISTINA A 40 nmol.L* FOI
EMPREGADA COMO CONTROLE POSITIVO. OS
RESULTADOS ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM
(N= 3-10). ANOVA, SEGUIDA PELO TESTE POST-HOC DE
TUKEY. ** P<0,001 QUANDO COMPARADO AO GRUPO
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EFEITO DOS OLEOS ESSENCIAIS E DOS TERPENOS
SOBRE A VIABILIDADE DAS CELULAS JURKAT. AS
CELULAS FORAM TRATADAS PELO PERIODO DE 24 (A), 48
(B) E 72 H (C) E A VIABILIDADE CELULAR FOI AVALIADA
PELA TECNICA DE EXCLUSAO DO AZUL DE TRIPAN. AS
CONCENTRACOES TESTADAS (3, 10, 30, 100 E 300) ESTAO
EM pg.mL®. COMO CONTROLE NEGATIVO (CONTROLE)
EMPREGOU-SE APENAS O VEICULO UTILIZADO PARA
DILUR AS AMOSTRAS. OS RESULTADOS ESTAO
EXPRESSOS COMO MEDIA £ EPM (N=3-5)....ouvvevereereeeeenennn.
ATIVIDADE DA LDH CITOPLASMATICA LIBERADA NO MEIO
DE CULTURA DE CELULAS JURKAT TRATADAS COM AS
AMOSTRAS NA CONCENTRACAO DE 300 pg.mL' PELO
PERIODO DE 4 H. NO CONTROLE POSITIVO AS CELULAS
FORAM TRATADAS COM TRITON X-100®. OS RESULTADOS
ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM (N= 3-5). ANOVA,
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FRAGMENTACAO DE DNA DE CELULAS JURKAT
TRATADAS COM OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS JOVENS
E ADULTAS DE E. benthamii E TERPINEN-4-OL NAS
CONCENTRACOES DE 50, 100 E 200 ug.ml™* PELO PERIODO
DE 24 HORAS. OS RESULTADOS ESTAO EXPRESSOS
COMO MEDIA + EPM, N= 4. ANOVA, SEGUIDA PELO TESTE
POST-HOC DE TUKEY. ** P<0,001 QUANDO COMPARADO
AO CONTROLE ....cveeeeeeeee et eeeee et eeeeee s eeees e eneeseenns
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais € uma pratica disseminada, normalmente
baseada em crencas populares. Diferentes povos e formagdes culturais tém as
adotado como alternativa terapéutica. Apesar de um relativo empirismo, essas
plantas continuam sendo empregadas pela populacéo, sendo que ainda néo foram
inteiramente substituidas pelos farmacos sintéticos. Essa notoriedade e importancia
incentivaram a investigacao, por meio de comprovacdes cientificas, a respeito da
seguranca e da eficicia terapéutica desses vegetais (NIERO et al., 2003).

E necesséario mencionar que além da contribuicdo na medicina popular,
alguns farmacos tiveram sua origem a partir do estudo de alguns taxa vegetais
(CECHINEL-FILHO; YUNES, 1998). Nesse sentido, as investigacbes sobre as
plantas medicinais devem abarcar ndo sO aspectos fitoquimicos, mas € necessario
gue se facam também abordagens a respeito de aspectos agroecologicos,
microbioldgicos, farmacoldgicos e biotecnologicos, visando ampliar as possibilidades
na procura de novos agentes terapéuticos (FOGLIO et al.,, 2006; DIXON, 2001,
PHILLIPSON, 2001).

Por mais de 60 mil anos, aborigenes australianos tém desenvolvido uma
avancada compreensao sobre algumas plantas, como Eucalyptus spp. No Brasil, 0
cultivo de espécies desse género iniciou em meados do século passado. Na década
de 1990, a maior area de cultivo de Eucalyptus do mundo foi registrada em territorio
brasileiro (ELDRIGDE, 1994). Atualmente, o eucalipto € a espécie florestal mais
plantada no territério nacional, ocupando uma area superior a 4,75 milhdes de
hectares (ANUARIO, 2011). Essas arvores tém grande relevancia na economia
brasileira, sendo extensivamente empregadas como matéria-prima na construcao
civil e em indastrias de compensado e de papel (SCHUMACHER; CALIL; VOGEL,
2005). Além da exploracdo da madeira, o 6leo essencial obtido a partir das folhas de
Eucalyptus é amplamente aproveitado na fabricacdo de produtos farmacéuticos e de
limpeza e nas industrias de perfumaria. Por esse motivo, 0os 6leos essenciais desse
género passaram a ter um interesse econdmico crescente, uma vez que as folhas do
eucalipto podem ser consideradas um bioproduto do corte das arvores
(TAKAHASHI; KOKUBO; SAKAINO, 2004).
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Em razdo de alguns representantes de Eucalyptus terem sua utilizacao
relacionada especificamente a producdo de madeira e a obtencdo de celulose,
estudos fitoquimicos e medicinais sdo mais restritos para essas espécies. Dessa
forma, investigacbes complementares podem ampliar o uso desses taxa, inclusive
como uma fonte paralela de recursos econémicos.

Eucalyptus benthamii Maiden et Cambage é uma das espécies mais
empregadas em regides de reflorestamento no sul do Brasil. Essas &reas estdo
sujeitas a invernos rigorosos e a geadas frequentes que prejudicam o crescimento
ou a sobrevivéncia de algumas arvores. Por isso, E. benthamii vem ganhando
notoriedade. Essa espécie apresenta alta capacidade de rebrota e elevada
resisténcia ao frio, suportando temperaturas de até — 6°C (LIMA, 2009; HIGA, 1999).
Em estudos realizados com diversos representantes de Eucalyptus, E. benthamii
tem sido a espécie de crescimento mais acelerado do género (HIGA; CARVALHO,
1990). Diferentes avaliagcbes tecnolégicas da sua madeira (densidade, poder
calorifico, teor de lignina) tém mostrado adequacao para fins energéticos. Em razao
disso, nos ultimos anos, foi possivel notar uma expanséo gradual da area plantada,
estimando-se que, atualmente, existam dez mil hectares ocupados por essa espécie
(PALUDZYSZYN FILHO; SANTOS, 2011).

No entanto, investigacdes envolvendo aspectos fitoquimicos e farmacologicos
de E. benthamii sdo escassas. Na literatura, Silva, Brito e Silva Junior (2006),
verificaram a presenca do hidrocarboneto terpénico a-pineno, como constituinte
majoritario do 6leo essencial das folhas de E. benthamii. Boscardin (2009)
demonstrou que o Oleo essencial de E. benthamii apresenta atividade biolégica
contra Pediculus humanus capitis e atividade antimicrobiana. Lucia e colaboradores
(2011) relataram atividade larvicida/adulticida contra exemplares do mosquito Aedes
aegypti a partir do 6leo essencial da espécie E. benthamii var benthamii. Esses
resultados, embora promissores, ndo esgotam as possibilidades de aplicacéo
medicinal do 6leo volatil das folhas dessa espécie, considerando a elevada area em
cultivo e a necessidade do aproveitamento das folhas como bioproduto do corte das
arvores. Dessa forma, estudos farmacoldgicos adicionais se fazem necessarios no
sentido de estabelecer outras possibilidades de uso terapéutico do 6leo essencial de

E. benthamii, 0 que configura a importancia e a originalidade da presente tese.



27

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Investigar o potencial anti-inflamatério e o efeito citotoxico do 6leo essencial

de Eucalyptus benthamii Maiden et Cambage e de terpenos relacionados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Efetuar a coleta das folhas de E. benthamii em diferentes estacdes do ano;

e Realizar a extracdo do 6leo essencial das folhas de E. benthamii;

e I|dentificar os compostos volateis presentes na esséncia das folhas de E.
benthamii;

e Comparar a constituicdo dos O6leos essenciais extraidos a partir de folhas
coletadas durante o verdo, o outono, o inverno e a primavera;

e Analisar o efeito anti-inflamatério do oleo volatil das folhas adultas de E.
benthamii e do terpeno a-pineno por meio do modelo de edema de orelha;

e Verificar a acdo do 0Oleo essencial das folhas adultas de E. benthamii e do a-
pineno sobre a migracdo celular por meio de analises histologicas e da
atividade da enzima mieloperoxidase;

e Verificar o efeito do dleo essencial das folhas adultas de E. benthamii e do a-
pineno sobre a producéo de oxido nitrico em cultura ex vivo de macrofagos de
camundongo;

e Investigar a acdo do Oleo essencial das folhas adultas e jovens de E.
benthamii e dos terpenos a-pineno, y-terpineno e terpinen-4-ol sobre as
linhagens tumorais Jurkat, HeLa, B16F10 e J774A.1;
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 OLEOS ESSENCIAIS

As plantas aromaticas tém sido utilizadas desde a antiguidade, devido as
suas propriedades conservantes, as suas atividades medicinais e para conferir
aroma e sabor aos alimentos. Em geral, propriedades terapéuticas de plantas
arométicas sdo atribuidas aos 6leos essenciais. O termo “6leo essencial” foi usado
pela primeira vez durante a Renascenca, no século 16, por Paracelsus von
Hohenheim, e designava “a alma da planta” ou a “quinta esséncia” para a cura
(GUENTHER,1950).

Na atualidade, o Brasil ocupa um lugar de destaque na producédo de
esséncias, ao lado da india, da China e da Indonésia, sendo considerados os quatro
grandes produtores. No entanto, apesar da posicao de destaque do Brasil no cenario
mundial, h& falta de manutencédo do padréo de qualidade das esséncias produzidas
e baixos investimentos governamentais no setor, que levam a um quadro de
estagnacéao (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

Os O6leos essenciais ou seus componentes sdo amplamente utilizados em
perfumes e produtos cosmeéticos, em medicamentos, em produtos sanitarios, em
odontologia, na agricultura, como alimentos conservantes e como aditivos para
alimentos. Além disso, também sdo empregados em terapias alternativas, como a
aromaterapia, a qual faz uso das esséncias para curar, abrandar ou prevenir
doencas por meio de inalacdo (BUCHBAUER et al., 1993).

Os oleos essenciais sdo também denominados de Oleos volateis, de Oleos
etéreos ou de esséncias, em funcdo de suas propriedades fisicas. Podem ser
definidos, de maneira geral, como misturas complexas de substancias aromaticas,
lipofilicas, volateis e liquidas (SIMOES; SPITZER, 2007). Ou ainda, como liquidos
oleosos volateis, dotados de aroma forte, e resultantes do metabolismo secundario
das plantas (PINHEIRO, 2003).

Os Oleos essenciais apresentam caracteristicas fisicas comuns, embora
tenham composi¢cfes quimicas distintas. S&o liquidos volateis e limpidos, possuem

sabor geralmente acre e picante e coloracdo incolor ou discretamente amarelada. A
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volatilidade dos Oleos essenciais € uma das principais caracteristicas que o0s
diferencia dos Oleos fixos. S&o lipossoluveis, parcialmente sollveis em agua ou
insoltveis, sendo, no entanto, sollveis em solventes organicos apolares, como o
éter (SIMC)ES; SPITZER, 2007; ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997; TYLER;
BRADY; ROBBERS, 1988). A maior parte dos 6leos essenciais possui indice de
refracdo e sdo opticamente ativos, sendo que essas propriedades podem ser
utilizadas na identificac&o e no controle da qualidade desses compostos (SIMOES;
SPITZER, 2007).

Eles podem ser sintetizados por todos os 6rgdos vegetativos das plantas, ou
seja, raizes, caules, folhas, flores, frutos e sementes, sendo armazenados em
estruturas anatdmicas especializadas (HENRIQUES; SIMOES-PIRES; APEL, 2007).
Dependendo da familia a qual pertencem, os Oleos volateis podem ocorrer em
estruturas secretoras especializadas, como células parenquimaticas diferenciadas
(idioblastos), tricomas glandulares e tricomas tectores, canais oleiferos e ductos ou
em bolsas lisigenas ou esquizolisigenas (SIMOES; SPITZER, 2007). Os 6leos
essenciais provenientes de diferentes partes da mesma planta podem ter aroma e
propriedades completamente diferentes.

Outro aspecto importante, diretamente relacionado ao uso dos 6leos
essenciais, refere-se a sua forma de obtencéo. Eles podem ser extraidos por meio
de diversos processos, de acordo com a localizacdo do 6leo volatil no vegetal, da
guantidade e do propésito de uso do mesmo. Os métodos mais frequentes para sua
extracdo sao: enfloracdo ou enfleurage, prensagem ou expressao, extracdo com
solventes organicos, extracdo por fluido supercritico e destilacdo por arraste de
vapor (SIMOES; SPITZER, 2007; HENRIQUES; SIMOES-PIRES; APEL, 2007).

Na natureza, uma das principais funcdes biologicas exercida pelos Oleos
volateis estd relacionada a atracdo de polinizadores. No entanto, além dessa,
existem outras fungdes ecoldgicas, como a inibicdo da germinacdo, a protecéo
contra predadores e a protecdo contra a perda de agua e o aumento de temperatura
(SIMOES; SPITZER, 2007).

Os 6leos essenciais e seus compostos individuais apresentam indmeras
atividades farmacoldgicas e terapéuticas sendo, portanto, agentes de grande
potencialidade no tratamento de varios estados patoldgicos.

Radicais livres e outras espécies reativas de oxigénio causam oxidacao de

biomoléculas e produzem diversas alteracbes moleculares relacionadas a varias
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doencgas (ZARKOVIC, 2003; BUTTERFIELD; LAUDERBACK, 2002). Nesse sentido,
os 6leos essenciais, como fontes naturais de componentes fendlicos, tém atraido o
interesse de investigadores, a fim de avaliar seu potencial como agentes
antioxidantes ou sequestradores de radicais livres. E, por meio de varios estudos,
esse efeito tem sido comprovado (MIGUEL, 2010; TOMAINO et al., 2005; SOKMEN
et al., 2004; TEPE et al., 2004).

Da mesma forma, é bem conhecido o potencial citotéxico de 6leos essenciais.
Esta propriedade citotéxica € de grande importancia na indicacdo de uso dos Oleos
volateis contra uma grande variedade de organismos, incluindo bactérias,
(CERMELLI et al, 2008; BASILE et al., 2006; FRANCO et al.,, 2005), virus
(DUSCHATZK et al., 2005), fungos (CAVALEIRO et al., 2006; PAWAR; THAKER,
2006; SALGADO et al. 2003), insetos (BOSCARDIN, 2009; TOLOZA et al., 2008;
BURFIELD; REEKIE, 2005; KOUNINKI et al., 2005), protozoarios (MONZOTE et al.,
2006; MOON et al., 2006) e moluscos (LAHLOU; BERRADA, 2001). Por serem
tipicas moléculas lipofilicas, os Oleos essenciais sdo capazes de passar pela
membrana plasmatica, e consequentemente, afetar a estrutura de polissacarideos,
acidos graxos e fosfolipidios, tornando-a permeavel. Portanto, a citotoxicidade de
Oleos volateis pode estar relacionada aos danos ocasionados na membrana celular.

Os oOleos essenciais também sédo usados para o tratamento de doencas nao-
infecciosas. Diversos estudos tém demonstrado o potencial desses metabdlitos
secundarios no combate a doencas cardiovasculares. Oleos essenciais e seus
constituintes aromaticos podem inibir a oxidac&o da lipoproteina de baixa densidade
(LDL), diminuindo os riscos de aterosclerose, visto que o aumento nos niveis de LDL
oxidada desempenha um papel importante na iniciacdo desse processo
(GRASSMANN et al, 2003, 2005; NADERI et. al, 2004; TEISSEDRE;
WATERHOUSE, 2000). Outras investigacdes tém apontado que os Oleos volateis
podem diminuir os niveis plasmaticos de colesterol total e de triglicerideos,
reduzindo assim a formacdo das placas ateroscleréticas (ALI; BLUNDEN, 2003;
YAZDANPARAST; ALAVI, 2001; YASNI et al, 1994). Além disso, os Oleos
essenciais podem exercer uma atividade hipotensora. Alguns 0Oleos volateis tém
demonstrado uma diminuicdo da pressdo arterial sistdlica em ratos, por via oral
(TALPUR et al., 2005), enquanto que a administracdo intravenosa tem conduzido a
uma hipotensdo significativa e dose-dependente, associada a diminuicdo da
frequéncia cardiaca (GUEDES et. al., 2004).
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A presenca de dados etnofarmacologicos e essas diversas propriedades
terapéuticas tém atraido a atencao de pesquisadores no sentido de também avaliar
o potencial anticAncer de 6leos essenciais, tendo em vista o fato de que seu
mecanismo de acdo, em geral, € diferente da atividade classica dos agentes
quimioterapicos citotéxicos (RAJESH; STENZEL; HOWARD, 2003). Estudos
preliminares indicam que os componentes volateis de um 6leo essencial,
principalmente os monoterpenos, tém mdultiplos efeitos farmacoldgicos sobre a via
celular do mevalonato, o que pode contribuir para uma atividade supressiva tumoral
terpeno-dependente (ELSON, 1995). Outros estudos sugerem que o0s 6leos
essenciais ou seus compostos individuais podem ser utilizados para proteger
diferentes 6rgdos contra a carcinogénese atuando, dessa forma, como agentes
guimiopreventivos  (PARIJA; DAS, 2003; GUYTON; KENSLER, 2002;
PUATANACHOKCHAI et al., 2002; MILNER, 2001; STRATTON et al., 2000; JIRI;
PARIJA; DAS, 1999; HENDERSON et al., 1998; MULDER et al., 1995). Além disso,
guando testados em linhagens de células humanas de cancer, diversas
investigacbes demonstraram que Oleos volateis apresentam uma atividade
supressiva contra o cancer, tanto in vitro quanto in vivo. (DE SOUSA et. al., 2004;
CALCABRINI et. al., 2004; CHENG et. al., 2001; BUHAGIAR et. al., 1999). Esses
dados indicam a importancia de ampliar ainda mais os ensaios clinicos antitumorais
com Oleos essenciais, bem como de investigar a atividade anticancer de seus
constituintes terpénicos majoritarios.

Considerando que os Oleos essenciais sdo capazes de sequestrar radicais
livres, eles podem também agir como agentes anti-inflamatérios, uma vez que a
resposta inflamatéria normalmente envolve o estresse oxidativo, que ocorre em
diferentes células. Além disso, os 6leos essenciais tém sido usados clinicamente
contra varios tipos de doencas inflamatérias, como alergias, reumatismo e artrite
(SERAFINO et al.,, 2008). Nesse sentido, diversos estudos tém relatado os
beneficios anti-inflamatérios dos 6leos essenciais (SUNTAR et al., 2012; OCANA-
FUENTES et al., 2010; MIGUEL et al., 2010; HAJHASHEMI; SAJJADI; HESHMATI,
2009; JUHAS et al., 2008; PASSOS et al., 2007; ESTEVES et al., 2005; CHAO et al.,
2005; SILVA et al., 2003).

Outros trabalhos tém demonstrado os efeitos potenciais dos 6leos essenciais
como agentes antidiabéticos (TALPUR et al.,, 2005, ABDOLLAHI et al., 2003),
antiplaquetarios (BALLABENIA et al., 2004), tranquilizantes (HOSSAIN et al., 2004;
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KOO et al., 2003) e potencializadores de penetracdo de farmacos por via
transdérmica (BIRUSS; KAHLIG; VALENTA, 2007; FANG et al., 2004).

Em relacdo a composicdo quimica, os 6leos essenciais sao constituidos por
moléculas de baixa massa molecular, denominadas genericamente de
fenilpropanoides e de terpenos. A maioria dos constituintes volateis pertence ao
grupo dos terpenos, sendo que 0s componentes terpénicos mais frequentemente
encontrados nos 6leos essenciais S840 0s monoterpenos e 0s sesquiterpenos. Outros
terpenos, como os diterpenos, sdo verificados apenas em 6leos extraidos com
solventes organicos. Além disso, a composicao quimica e as concentracbes dos
constituintes volateis podem sofrer a influéncia de diversos fatores, como método de
extracdo, processo de secagem do material botanico e condi¢cdes edafo-climaticas
(SIM@ES; SPITZER, 2007; COSTA et al., 2005; VITTI; BRITO, 1999).

A analise da composigéo quimica de 0leos essenciais é geralmente efetuada
por meio da cromatografia gasosa (CG) e da cromatografia gasosa associada a
espectroscopia de massas (CG-EM). A CG é um método usualmente empregado
para a separacdo e para a analise de misturas de substancias volateis. Nessa
técnica, a amostra € vaporizada e introduzida em um fluxo de gas, denominado de
gas de arraste ou de fase movel. O fluxo de gas, juntamente com a amostra, passa
pela coluna cromatografica contendo a fase estacionaria, na qual ocorre a
separacdo da mistura. As substancias separadas saem da coluna, dissolvidas no
gas de arraste, e passam por um detector, dispositivo que gera um sinal elétrico
proporcional a quantidade de material eluido. O registro desse sinal em funcdo do
tempo é o cromatograma, sendo que 0s compostos sdo representados por picos,
com area proporcional a sua concentracdo, o que possibilita a analise quantitativa.
Cada componente produz um pico espectral especifico. O tempo decorrido entre a
injecdo da amostra e a saida da coluna cromatografica é chamado de tempo de
retencdo. Em um sistema CG-EM, as amostras provenientes do cromatografo a gas
sdo bombardeadas por elétrons e geram ions positivos, negativos e radicais. Os
fons sdo, entdo, separados de acordo com a sua razdo massa/carga (m/z) e
detectados. Dessa forma, o cromatografo gasoso separa a mistura de compostos
em picos de substancias quimicas puras e o espectrbmetro de massa identifica e
guantifica os componentes quimicos (HAMID; AIYELAAGBE; USMAN, 2011;
EWING, 2002).
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3.1.1 Terpenos

Os terpenos representam a maior classe de metabdlitos secundarios
provenientes de plantas. Mais de 8.000 estruturas terpénicas tém sido relatadas
(BREITMAIER?, 1999 apud SIMOES; SPITZER, 2007). A estrutura quimica dos
terpenos € extremamente varidvel, exibindo centenas de estruturas quimicas
diferenciadas.

Esses compostos organicos sdo também conhecidos como isoprenoides ou
terpenoides, apds a oxidacdo ou o rearranjo molecular. O termo terpenoide deriva da
denominacdo dada aos primeiros compostos isolados da turpentina, como
“terpentin”, em aleméao.

Apesar da ampla variabilidade em termos estruturais, todos os terpenos sao
derivados da condensacao de unidades de isopreno (C5), embora ele ndo seja o
precursor biologico, mas sim, o pirofosfato de isopentenila (IPP) e seu isébmero
alilico, o pirofosfato de dimetilalila (DMAPP) (CROTEAU, 2000).

Até recentemente, acreditava-se que IPP e DMAPP fossem exclusivamente
sintetizados a partir da via citoplasmatica do mevalonato. O fluxo por essa via €
regulado pela atividade da (-3-hidroxi-3-metil-glutarii coenzima A redutase
(HMGCoA redutase) em mamiferos e fungos (CHAPPELL et al., 1995). Estudos que
investigaram o papel regulador da HMGCoOA redutase em plantas produziram
resultados controversos. A superexpressdo de HMGCOA redutase de hamster em
plantas de tabaco, por exemplo, favoreceu o acumulo de esteroides totais, enquanto
0s niveis de isoprenoides, tais como os carotenoides, ou a cadeia fitol da clorofila,
mantiveram-se relativamente inalterados nessas plantas transgénicas (CHAPPELL
et al., 1995). Essa controvérsia foi mais tarde racionalizada, pela descoberta de um
caminho independente da via do mevalonato para a sintese de IPP em plantas
(RODRIGUEZ-CONCEPCION; BORONAT, 2002).

Dessa forma, a biossintese dos terpenos ocorre por duas vias distintas: a via
do mevalonato (MVA) no citoplasma celular e a via do metil eritritol (MEP) nos

plastidios das células (DEWICK, 2001). Ambas as vias levam a formagéo do IPP e

! BREITMAIER, E. Terpene. Stuttgart: Teubner, 1999, 227 p.
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seu isdmero alilico DMAPP, que séo os “blocos de contrugdao” para a biossintese
dos terpenoides. Em ambos os compartimentos, IPP e DMAPP sao usados por
prenil transferases em reacdes de condensacao tipo Claisen e alddlica para produzir
difosfatos de prenila maiores, como o precursor dos monoterpenos, o difosfato ou
pirofosfato de geranila (PIB), e o precursor dos sesquiterpenos, o difosfato de
farnesila (FDP). Embora existam evidéncias crescentes de que h& troca de
intermediarios entre esses compartimentos, a via do mevalonato € geralmente
considerada para fornecer os precursores para a producdo de sesquiterpenos e
triterpenos (incluindo esteroides). Enquanto que a via do MEP fornece os
precursores para a producdo de hemiterpenos, monoterpenos, diterpenos e
tetraterpenos (EISENREICH et al., 2004).

Dependendo do numero de unidades de isopreno condensadas, 0s terpenos
sdo classificados por tamanho em monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15),
diterpenos (C20), sesterpenos (C25), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40)
(SIMOES; SPITZER, 2007).

Os terpenos sdo comercialmente interessantes, devido a utilizacdo como
flavorizantes em alimentos e como perfumes em cosmeéticos, ou porque Sao
importantes para a qualidade de produtos agricolas, como no sabor de frutas e na
fragrancia de flores. Além disso, essa classe de metabdlitos apresenta diversas
propriedades medicinais. Na Figura 01 estdo apresentados alguns exemplos de

terpenos de interesse farmacologico.
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FIGURA 01 - ESTRUTURAS QUIMICAS DE ALGUNS TERPENOS DE INTERESSE
FARMACOLOGICO
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Algumas investigagdes relataram o efeito de alguns terpernos em doengas
degenerativas, como diversos tipos de cancer (CAVALIERI et al, 2004,
CARNESECCHI et al., 2004; GUANG et al., 2004). Monoterpenos tém demonstrado
exercer atividades quimiopreventivas e quimioterapicas em alguns modelos de
tumor. A quimioprevengé&o ocorre durante a fase de iniciagdo da carcinogénese, para
evitar a interacao de carcindgenos quimicos com o DNA (WATTENBERG, 1992). A
guimioterapia ocorre durante a fase de promocao, na qual a inibicdo da proliferacéo
de células tumorais, a aceleracdo da taxa de morte das células tumorais e/ou a
inducao da diferenciacao celular tumoral podem ocorrer (MORSE; STONER, 1993).
Um dos fatores favoraveis a aplicagcdo dos monoterpenos no tratamento a doencas
degenerativas é o fato de muitos deles possuirem alta biodisponibilidade quando
administrados oralmente (PHILLIPS; MALSPEIS; SUPKO, 1995).

Outros estudos indicaram que 0s principais componentes quimicos de 6leos
volateis podem ser responsaveis por efeitos cardiovasculares (INTERAMINENSE et.
al., 2005). Inclusive, os terpenos podem contribuir na resolucdo de doencas
cardiovasculares, inibindo a oxidacdo do LDL colesterol e exercendo propriedades
hipotensoras (GRASSMANN et al., 2003, 2005; LAHLOU et al, 2003). Em
investigacdo com o monoterpeno oxigenado 1,8-cineol, foi evidenciado hipotensao
em ratos apoés o tratamento intravenoso, sendo que esse efeito foi relacionado a um
mecanismo de relaxamento vascular ativo (LAHLOU et al., 2002). Menezes e
colaboradores (2010) relataram ainda o potencial hipotensor dos monoterpenos
a-pineno, B-pineno, citronelal e linalol e do sesquiterpeno a-bisabolol em ratos
normotensos ndo anestesiados.

Os terpenos também tém sido pesquisados quanto ao seu potencial anti-
inflamatdério. Em ensaio de edema de pata de rato induzido pela carragenina, foi
demonstrado atividade antiedematogénica dos terpenos a-pineno e -pineno. Com a
administracdo de uma mistura desses dois terpenos com timol e carvacrol, foi
verificado um aumento potencial dessa atividade, sugerindo um sinergismo entre 0s
compostos (LORENTE et al., 1989). Segundo Pongprayoon e colaboradores (1997),
0S monoterpenos terpinen-4-ol e a-terpineno inibem significativamente a formacao
de edema em pata de rato induzido pelo agente flogistico carragenina. Em estudo
realizado com mono e sesquiterpenos, utilizando o método da pleurisia induzida por

lipopolissacarideo em camundongos, foi observada uma atividade anti-inflamatéria
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positiva para ©0-3-careno, 1,8-cineol, linalol, aromadendreno e [-cariofileno
(HENRIQUES; SIMOES-PIRES; APEL, 2007).

Os monoterpenos podem causar uma intervencdo téxica nas funcdes
bioquimicas e fisioldgicas de insetos herbivoros (BRATTSTEN, 1998). Prates et al.
(1998a) verificaram que o monoterpeno 1,8-cineol é um dos componentes do Oleo
essencial do capim-gordura (10,6%), sendo capaz de matar 100% das larvas do
carrapato Boophilus microplus em cinco minutos. Esse efeito inseticida dado ao 1,8-
cineol tem sido corroborado por outros diversos estudos (PRATES et al., 1998b).

Além desses usos, 0s terpenos exibem ainda propriedades antimalaricas,
antitlceras, analgésicas, antimutagénicas e diuréticas (BERTEA et al., 2005; LIN et
al., 2005; RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2004; HAUDENSCHILD; CROTEAU, 1998;
MCCASKILL; CROTEAU, 1998). Também sao considerados excelentes promotores
da permeacdao de farmacos para a liberacdo transdérmica (AQIL et al., 2007).

3.2 FAMILIA MYRTACEAE JUSS.

A familia Myrtaceae é composta por, aproximadamente, 144 géneros e 3100
a 4600 espécies (SOBRAL, 2003). Essa familia pertence a ordem Myrtales ou
Myrtiflorae, e compreende duas grandes subfamilias: Leptospermoideae e
Myrtoideae. A subfamilia Leptospermoideae possui maior concentracdo na Australia
e é representada por suas folhas alternas e seus frutos secos. Myrtoideae distribui-
se principalmente na América do Sul e na América Central e apresenta uma unica
tribo, Myrteae, dividida em trés subtribos: Eugeniinae, Myrciinae e Myrtinae. Essa
subfamilia apresenta folhas opostas e frutos carnosos (LEGRAND; KLEIN, 1978).
Uma nova classificacdo infra-familia proposta por Wilson et al. (2005) reconhece
duas subfamilias, Myrtoideae e Psiloxyloideae, e 17 tribos.

As espécies da familia Myrtaceae sdo plantas arbustivas ou arboreas. A
familia se distingue por uma combinacdo das seguintes caracteristicas: folhas
inteiras contendo glandulas de 6leo, ovario semi-infero a infero, estames geralmente
numerosos, floema interno, e pontuagdes guarnecidas nos vasos de xilema
(WILSON et al., 2001). E, de acordo com Joly (1998), os taxa pertencentes a essa

familia sdo plantas lenhosas, arbdéreas ou arbustivas. As folhas sédo inteiras, de
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disposicao alterna ou oposta e, as vezes, oposta cruzada, apresentando pontuacdes
e revelando estipulas muito pequenas. E frequente a presenca de caulifloria. Em
relagdo as flores, a ocorréncia maior € as de coloracdo branca ou, as vezes,
avermelhadas, sendo qualificadas como efémeras, hermafroditas e com simetria
radial. As flores, geralmente, sdo pentameras, mono ou diclamideas, evidenciando
muitas vezes um receptaculo bem desenvolvido. A corola pode ser suprimida e
apresentar calice gamossépalo com deiscéncia transversal. E comum a presenca de
numerosos estames. O ovario varia de supero a semi-infero, até infero, podendo ser
pentacarpelar e pentalocular, com muitos 6vulos. O fruto € do tipo baciforme ou
capsular loculicida. As sementes podem apresentar poliembrionia e, também, podem
ser do tipo aladas.

A familia Myrtaceae compreende 1,32% do total de angiospermas
conhecidas, 0 que é bastante representativo, levando-se em consideracdo um total
de 400 familias (JUDD et al., 1999). Os maiores géneros dessa familia sdo Eugenia,
Eucalyptus, Myrcia, Syzygium e Melaleuca (CRONQUIST, 1981). No continente
americano, plantas frutiferas como pintangueira e uvaia (Eugenia spp.); goiabeira e
aracazeiro (Psidium spp.); jaboticabeira e cambuizeiro (Myrciaria spp.) sao os
maiores representantes desse grupo botanico (JOLY, 1998).

Na flora brasileira, os exemplares mais comuns s80 a goiabeira e o
aracazeiro (Psidium), a jaboticabeira (Myrciaria), a pintangueira, a uvaia, a
grumixameira e o cambucazeiro (Eugenia), o araca-felpudo (Campomanesia) e o
cambuci (Paivaea) (JOLY, 1966). E, dentre as cultivadas, merecem destaque
especial as espécies originarias da Australia, as quais geralmente apresentam folhas
alternas e fruto seco do tipo capsular como, por exemplo, os representantes do
género Eucalyptus.

No Brasil, as Myrtaceae constituem uma das mais importantes familias de
Angiospermae ou Magnoliopsida. Além disso, é reconhecido o valor dessa familia,
devido ao importante papel na fitossociologia das florestas do sul e sudeste do pais,
e por ser um dos grupos predominantes do componente arboreo da Floresta
Atlantica (GRESSLER; PIZO; MORELLATO, 2006; CRUZ; KAPLAN, 2004).

Cruz e Kaplan (2004) realizaram um levantamento sobre o uso medicinal de
espécies da familia Myrtaceae no Brasil e verificaram que cerca de 70% dos
representantes dessa familia podem ser empregados para fins medicinais. A

utiizacdo medicinal desses taxa esta relacionada principalmente a disturbios
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gastrointestinais, estados hemorragicos e doencas infecciosas. As partes mais
usadas sao as folhas, as cascas e, também, os frutos, os quais sdo habitualmente
consumidos.

Além disso, diversos estudos contemporaneos tém respaldado o uso popular
de espécimes dos diversos géneros de Myrtaceae, por meio de diferentes
investigagbes farmacognosticas, relacionadas aos aspectos botanicos, aos
compostos fitoquimicos e as atividades biolégicas (DEFAVERI et al., 2011; PARK et
al., 2011; AYEPOLA; ADENIYI, 2008; CRUZ; KAPLAN, 2004).

3.3 GENERO Eucalyptus L'Hér.

A palavra Eucalyptus é derivada do grego eu (=bem) e kalypto (=cobrir) em
mencdo ao opérculo que cobre as sementes até que estejam completamente
desenvolvidas (GUENTHER, 1977).

O boténico francés Charles-Louis L’Heritier de Brutelle realizou a primeira
descricdo botanica do género Eucalyptus em 1788 (ANDRADE; VECCHI, 1918;
SCHUMACHER; CALIL; VOGEL, 2005). A espécie farmacopeica Eucalyptus
globulus Labill. foi descoberta na Tasmania, por La Billardiere, em 1792. Somente
em 1800 é que um pequeno numero de espécies comecou a ser descrito, sendo que
grande parte desses taxa foram nominados por Joseph Smith (BROOKER, 2002).

A introducao do Eucalyptus no Brasil é controversa. De acordo com Moura et
al.? (1980 apud COUTINHO et al. 2004), o género Eucalyptus foi trazido para o
Brasil em 1825 por D. Pedro I. As mudas seriam das espécies Eucalyptus robusta
Sm. e Eucalyptus tereticornis Sm. e foram plantadas no Jardim Botanico na cidade
do Rio de Janeiro. No entanto, para Andrade e Vecchi (1918), € dificil determinar
com seguranca a data de introducdo desse género no Brasil. Segundo esses
autores, os primeiros eucaliptos parecem ter sido plantados no Rio Grande do Sul,

em 1868, por Frederico de Albuquerque. Nesse mesmo ano, alguns exemplares

> MOURA, V. P. G. et al. Avaliacéo de espécies de Eucalyptus em Minas Gerais e Espirito Santo:
resultados parciais. Brasilia: EMBRAPA-CPAC, 1980, 104p. (EMBRAPA-CPAC. Boletim de Pesquisa
1).
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foram plantados na Quinta da Boa Vista, no Rio de Janeiro, pelo tenente Pereira da
Cunha.

Eucalyptus é um género pertencente a familia Myrtaceae, que inclui cerca de
900 espécies e subespécies (BROOKER; KLEINIG, 2006). Essas arvores sao
nativas da Austrdlia, sendo que a maior parte de suas espécies ocorre naturalmente
no continente australiano e também em ilhas adjacentes. Porém, €& possivel
encontrar espécies endémicas em Papua Nova Guiné e algumas espécies que
somente sao verificadas na parte oeste do arquipélago da Indonésia e, também, nas
Filipinas. Atualmente, esse género esta distribuido mundialmente. A introdugcédo de
exemplares desse grupo botanico em tantos paises pelo mundo se deve ao fato de
gue seu cultivo é possivel nas mais diferentes e severas condicbes de clima e de
temperatura, ocorrendo tanto em areas tropicais quanto em areas de temperaturas
mais frias. Os eucaliptos podem ocupar solos secos e Uumidos, areias inférteis, vales
e até mesmo lugares pantanosos. Algumas espécies, excepcionalmente, sao téao
resistentes, que suportam a exposicdo a fortes ventos, frio intenso e rigorosas
nevascas (COMMONWEALTH OF AUSTRALIA, 1962). Além disso, o cultivo dessas
arvores permite retorno econémico dentro de um breve periodo de tempo
(SCHUMACHER; CALIL; VOGEL, 2005).

Uma grande variedade de tipos de madeira é produzida a partir dos
eucaliptos. E, devido a essa diversidade de propriedades, é que os eucaliptos
podem ser utilizados para as mais diferentes finalidades, como na producdo de
celulose e papel, mobiliario, postes, dormentes, mourdes, energia e construcao civil
(COMMONWEALTH OF AUSTRALIA, 1962). Entretanto, é importante ressaltar que
os Oleos volateis, produzidos a partir da maioria das espécies de Eucalyptus, sé&o
subutilizados no aspecto econémico e comercial.

Por mais de 60 mil anos, aborigenes australianos desenvolveram uma
sofisticada compreensdo empirica de plantas, como as espécies de Eucalyptus. Nao
existem muitos dados relativos ao emprego do eucalipto pelos aborigenes
australianos, porém € sabido que eles utilizavam ndo so6 as folhas, mas também a
resina e a casca. Com a casca, preparavam decoccdes para disenteria e também,
para lavar feridas. A casca também era empregada como antisséptico (ALONSO,
1998).

Desde entdo, esse género tém contribuido de maneira efetiva na medicina

tradicional. Os principais usos populares dos eucaliptos estdo relacionados ao
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sistema respiratorio. A inalagdo de substancias provenientes de Eucalyptus tem sido
usada no tratamento de faringite, bronquite e sinusite (CERMELLI et al., 2008).
Essas propriedades medicinais dos eucaliptos estdo, normalmente, associadas aos
seus componentes volateis. O Oleo essencial de eucalipto tem demonstrado
atividades expectorante, fluidificante e antisséptica da secre¢cdo dos brénquios tanto
pela via oral quanto inalatéria (SIMOES; SPITZER, 2007). A atividade antisséptica
também pode ser evidenciada nos sistemas urogenitais e digestivo, sendo o
eucaliptol o componente mais ativo (ALONSO, 1998).

A folha é a parte da planta geralmente investigada, mas também €& possivel
isolar constituintes fitoquimicos do caule (BROPHY; SOUTHWELL, 2002). A maior
parte do Oleo essencial desse género esta presente nas folhas, sendo que é
proveniente de pequenas cavidades globulares ou glandulas. Essas cavidades
globulares estéo localizadas em todo o parénquima foliar da maioria das espécies do
género e podem ser encontradas desde o inicio do desenvolvimento das folhas
(VITTI; BRITO, 2003). Também é possivel encontrar 0leo essencial de eucalipto nos
ramos terminais, na casca, nos botdes florais e nos frutos. O 6leo essencial obtido a
partir das folhas € composto por uma complexa mistura de componentes organicos
volateis, muitas vezes envolvendo de 50 a 100 compostos, ou mais. Os compostos
predominantes sdo os monoterpenos e sesquiterpenos (FABROWSKI, 2002; VITTI;
BRITO, 2003).

Diversas investigacdes tém sido conduzidas com o Oleo essencial de
determinadas espécies de Eucalyptus, com a finalidade de determinar possiveis
aplicacdes terapéuticas e/ou confirmar o uso ja estabelecido pela medicina popular.

Em estudo realizado por Franco et al. (2005), foi verificado o potencial
antimicrobiano do 6leo essencial da espécie Eucalyptus cinerea F. Muell. ex Benth.
frente a bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e leveduras. Cermelli et al. (2008)
investigou a atividade antibacteriana e antiviral do 6leo essencial de E. globulus
frente a patdgenos isolados de pacientes com infeccdo no trato respiratério. As
bactérias Haemophilus influenzae, Parainfluenzae e Stenotrophomonas maltophilia
foram as mais sensiveis a acdo do 6leo essencial, seguidas do Streptococcus
pneumoniae. O fungo Candida albicans também apresenta sensibilidade ao Oleo
essencial de E. globulus (ALONSO, 1998).

Considerando o fato de que O6leos essenciais apresentam atividades

inseticidas (ISMAN, 1999), alguns estudos tém sido conduzidos com o 6leo volatil de
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espécies do género Eucalyptus, a fim de avaliar a atividade biolégica contra
Pediculus humanus capitis. Em estudo conduzido por Toloza et al. (2008) e
realizado com as espécies Eucalyptus grandis Hill ex Maiden, Eucalyptus
camaldulensis Dehnh, E. tereticornis, e os hibridos E. grandis x E. camaldulensis e
E. grandis x E. tereticornis, foi evidenciado que o 0Oleo essencial extraido desses
eucaliptos apresenta potencial pediculicida e repelente, sendo que a hibridagéo
interespécies melhora essa atividade. De acordo com Daley (2007), varios
constituintes do 6leo essencial de E. globulus tém efeitos letais contra espécimes de
Pediculus humanus capitis e seus ovos. O 1,8-cineol é considerado duas vezes mais
eficaz que a D-fenotrina e o piretro, enquanto o (-)-a-pineno, o 2-B-pineno e o (E)-
pinocarveol séo tdo ativos quanto esses compostos sintéticos. Audino et al. (2007)
constatou que a combinacdo a 10% do Oleo essencial de E. globulus e do 6leo
essencial de Mentha x piperita L., em solucéo de etanol a 96%, foi tdo efetivo contra
0os piolhos resistentes a permetrina, quanto a melhor preparacdo comercial
disponivel na Argentina. Boscardin (2009) verificou que o Oleo essencial de
Eucalyptus benthamii Maiden et Cambage apresenta atividade fumegante e acao
repelente contra o Pediculus humanus capitis.

Alguns estudos também tém investigado o potencial dos Oleos essenciais de
Eucalyptus como agentes analgésicos e anti-inflamatorios. Foi demonstrado que os
Oleos essenciais de E. tereticornis e de E. globulus induziram efeitos analgésicos e
promoveram efeitos anti-inflamatorios em modelos de edema de pata de rato (SILVA
et al., 2003). Alguns pesquisadores tém relatado que monoterpenos de Oleos de
Eucalyptus sdo potentes inibidores de mediadores inflamatérios. O eucaliptol inibe a
producdo do fator de necrose tumoral-a, interleucina-18, leucotrieno B, e
tromboxano B, (JUERGENS et al., 1998a). Além disso, ha dados indicando que o
eucaliptol promove a inibicdo do metabolismo do &cido araquidénico em mondcitos
humanos (JUERGENS et al., 1998b).

Os Oleos essenciais obtidos dos eucaliptos sdo destinados, principalmente,
para fins medicinais, porém, existem outras utilizacdes habituais: na forma de
vaporizacdo em saunas ou banhos, na perfumaria, na indastria de alimentos e em
produtos desinfetantes (FABROWSKI, 2002). Dentre as espécies de Eucalyptus
conhecidas, cerca de 400 taxa fornecem Oleos essenciais com diferentes
composicdes (SIMOES; SPITZER, 2007).
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O uso de espécies de eucalipto para producdo de madeira e de Oleo
essencial tem aumentado, apesar da maioria das areas cultivadas em solo brasileiro
ainda serem destinadas a producdo de papel e de carvdo. De acordo com Vitti e
Brito (2003), as espécies E. globulus e Eucalyptus staigeriana F. Muell. ex F. M.
Bailey sdo as principais espécies cultivadas no Brasil para producdo de Oleo
essencial, sendo que dentro do nimero de espécies de eucalipto existentes, pouco
mais de 200 foram estudadas visando a caracterizacdo do 6leo essencial. Nesse
sentido, estudos tém sido realizados a fim de ampliar a utilizagdo de algumas
espécies de eucalipto para a producdo de 6leo essencial (SILVA; BRITO; SILVA
JUNIOR, 2006).

Além da obtencdo de 6leo essencial, as folnas podem ser utilizadas para a
fabricacdo de diferentes extratos. E, a partir desses extratos, alguns estudos tém
demonstrado as atividades terapéuticas atribuidas as espécies de eucaliptos. Dentre
0S compostos isolados, pode-se citar a inibicdo da ativacdo do virus Epstein-Barr
atribuida aos compostos Euglobal 1, Euglobal 2 e Euglobal 3 isolados de E. grandis
e Euglobal T1 isolado de folhas jovens de E. tereticornis (KOKUMAL et al., 1991;
TAKASAKI et al.,1990; PEREZ, 2003); a atividade anti-HIV-Rtase, apresentada
pelos macrocarpais A-E de E. globulus (NISHIZAWA et al., 1992); e a acao
antibacteriana relacionada a Eucaliptona G, isolada a partir de E. globulus
(MOHAMED; IBRAHIM, 2007).

O efeito antidiabético de extratos obtidos de exemplares do género
Eucalyptus também tem sido verificado (MUKHERJEE et al.,, 2006). Um extrato
aquoso de E. globulus (0,5 g.L™") aumentou a utilizagdo perifética da glucose no
musculo abdominal de ratos e promoveu uma elevacdo gradual da secrecdo de
insulina, a partir de uma linhagem clonal de células B-pancreaticas (GRAY; FLATT,
1998).

Recentemente, extratos e componentes isolados de algumas espécies de
Eucalyptus tém demonstrado possuir atividades antitumorais. Cladocalol, um
triterpeno formilado, foi isolado das folhas de Eucalyptus cladocalyx F. Muell. e
apresentou efeito citotdxico sobre a linhagem de células de leucemia mieléide (HL-
60) (BENYAHIA et al., 2005). O composto Euglobal-G1, um monoterpeno derivado
do floroglucinol e obtido das folhas de E. grandis, apresentou um efeito inibit6rio
marcante sobre os dois estagios de carcinogénese em tumores de pele de rato
induzidos por 7,12-dimetilbenz[alantraceno (TAKASAKI et al., 2000). Trés novos



44

glicosideos acilados a partir do fenol e do (+)-acido oleuropeico, cipelocarpinas A, B
e C, juntamente com sete compostos conhecidos, isolados das folhas de Eucalyptus
cypellocarpa L.A.S. Johnson suprimiram dois estagios de carcinogénese induzida
com Oxido nitrico e acetato de 12-O-tetradecanoilforbol na pele de ratos (ITO et al.,
2000). Ashour et al. (2008) verificaram que 0s 0Oleos essenciais obtidos a partir de
caules de Eucalyptus torquata Leuhm. e folhas de Eucalyptus sideroxylon A. Cunn.
ex Woolls possuem atividade citotoxica frente a linhagem celular de carcinoma
mamario (MCF7). Al-Fatimi et al. (2005) investigaram 14 espécies de plantas usadas
na medicina tradicional no 1émen quanto a atividade citotoxica contra a linhagem
celular de carcinoma de bexiga (ECV-304) e observaram que E. camaldulensis teve
uma elevada atividade antitumoral. Estes estudos aumentam o interesse em
investigar o efeito citotoxico de outras espécies de Eucalyptus contra células

tumorais, com o propoésito de ampliar as oportunidades terapéuticas contra o cancer.

3.4 Eucalyptus benthamii MAIDEN ET CAMBAGE

A espécie Eucalyptus benthamii Maiden et Cambage (FIGURA 02) é uma
arvore originaria da Australia, mais especificamente da cidade de Camden. Tem
uma distribuicdo limitada na costa leste de Nova Gales do Sul, sendo que a maior
ocorréncia é no sudoeste de Sydney, nas planicies do Rio Nepan e seus afluentes.
Esse taxon é conhecido popularmente como camden white gum e apresenta bom
desenvolvimento em planicies de rios ou ladeiras brandas (NISGOSKI, MUNIZ;
KLOCK, 1998).
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FIGURA 02 — ASPECTO GERAL DO HABITO DE Eucalyptus benthamii MAIDEN ET CAMBAGE,
MYRTACEAE
FONTE: O autor (2008)

Essa arvore foi classificada por Pryor e Johnson (1971) na série Viminales,
subsérie Viminalinae, sendo que essa espécie €& botanicamente proxima a
Eucalyptus dorrigoensis (Blakely) L.A.S.Johnson & K.D.Hill e Eucalyptus kartzoffiana
L.A.S. Johnson & Blaxell (BENSON, 1985).

E uma arvore considerada moderadamente alta (30 a 45 m), que apresenta
excelente capacidade adaptativa e crescimento acelerado (BRONDANI, 2008). Na
area de distribuicdo natural, o florescimento e a frutificacdo parecem variar
consideravelmente entre os individuos. Os frutos maduros, de 4 a 5 mm de
comprimento, podem ser colhidos durante os meses de abril a junho e de outubro a
dezembro. Os botdes florais podem ser visualizados durante todo o ano, com
excecao do més de fevereiro, enquanto as flores, de coloragéo branca (FIGURA 03),
sdo encontradas de abril a maio (PRYOR, 1981).
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FIGURA 03 — ASPECTO DAS FLORES DE Eucalyptus benthamii MAIDEN ET CAMBAGE,
MYRTACEAE
FONTE: O autor (2008)

Na Australia, E. benthamii estd enquadrado como uma espécie vulneravel ao
processo de extincdo. Dessa forma, os principais interesses com relacdo a essa
espécie estdo voltados, sobretudo, para fins conservacionistas (NSW, 2000
BENSON; McDOUGALL, 1998; SEIDLICH; DOUGLAS; OCULUS, 1997). A éarea de
distribuicdo da populacdo de E. benthamii foi intensamente reduzida em virtude do
aumento das atividades agricolas e da construcéo da represa de Warragamba Dam,
gue inundou grande parte da populacéo original (NSW, 2000). Dentre os principais
eventos que ameacam esta espécie destacam-se a concorréncia com espécies
introduzidas, incéndios, modificaces nos regimes hidricos, ampliacdo das areas
urbanas e a intensa atividade agricola na area de ocorréncia natural (BUTCHER,;
SKINNER; GARDINER, 2005; NSW, 2000).

Na Africa do Sul, essa arvore é considerada promissora para plantios em
regides de geadas e foi incluida no programa de melhoramento do ICFR (Institute for
Commercial Forestry Research) a partir de 1994 (HIGA; PEREIRA, 2003). Na China,
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E. benthamii também tem apontado bons resultados na provincia de Yunnan, apesar
de ter sido afetado pelo déficit hidrico (HIGA; PEREIRA, 2003).

Essa espécie foi introduzida no Brasil pela Embrapa Florestas (unidade da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) no ano de 1988, em Colombo, no
Parana. Em plantios experimentais, a espécie tem apontado rapido crescimento, alta
resisténcia a geadas (suportando temperaturas de até — 6°C na fase inicial de
desenvolvimento), boa forma de fuste e alta homogeneidade do talhdo (GRACA,
SHIMIZU; TAVARES, 1999). Essas caracteristicas tornam a espécie promissora
como opc¢ao para reflorestamento em regides nas quais ocorrem geadas frequentes
e severas, como no sul do Brasil. No estado de Santa Catarina, E. benthamii vem
apresentando tolerancia a geadas e bom crescimento em plantios experimentais
com dois e trés anos. No estado de Minas Gerais, essa espécie tem demonstrado
potencial para areas montanhosas (HIGA, 1999). Em estudo realizado com
representantes de Eucalyptus, E. benthamii tem sido a espécie de crescimento mais
acelerado do género (HIGA; CARVALHO, 1990). Por todas essas razdes, essa
espécie tem sido considerada a nova protagonista do ciclo da madeira.

A utilizacdo dessa espécie para a producdo de madeira ainda esta sendo
avaliada, no entanto, parece ser uma arvore de grande potencial comercial
(JOVANOVIC ; BOOTH, 2002). Os resultados referentes a qualidade da madeira
sugerem 0 seu uso potencial para lenha, carvédo e celulose. Porém, o emprego da
madeira de E. benthamii para serraria ndo € adequado, pois apresenta
empenamentos e rachaduras durante a secagem (HIGA; PEREIRA, 2003). Outros
estudos consideram a madeira pertencente a essa espécie moderadamente dura,
sendo adequada para o uso em locais protegidos (NISGOSKI, MUNIZ; KLOCK,
1998).

A espécie E. benthamii foi descrita da seguinte forma:

A casca persistente é fina, compacta e tende a formar pequenas tiras
longitudinais, as quais sdo aderentes apenas em parte. Folhas velhas
opostas, sésseis, 0s primeiros dois a quatro pares elipticos a ovais; glandulas
proeminentes espalhadas na folha e conspicuas no peciolo. Folhas jovens
opostas, sésseis, largamente oblongo ovadas a ovadas, subglaucas, textura
moderadamente fina. Folhas intermediérias opostas a subopostas, sésseis ou
com pequena haste, lanceoladas; verdes, textura moderadamente fina.
Folhas adultas (FIGURA 04) alternas, longas hastes, lanceoladas; verdes,
algumas com textura fina. Inflorescéncia axilar, 4-7 flores, peddnculos com
0,5 cm de comprimento, pedicelos com 0,25 cm. Botao oval a clavado, no sul,
forma opérculos hemisféricos e subglaucos, no norte, apresenta forma conica
e dificilmente glauco. Fruto hemisférico a campanulado, subglauco quando
imaturo; disco estreito, levemente convexo ou mais ou menos iguais, 3-4
valvas (Nisgoski; Mufiiz; Klock, 1998, p. 69).
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Os estudos relativos a essa espécie sdo relacionados principalmente a
aspectos agro-florestais. S&o escassas as pesquisas com abordagens fitoquimicas
e/ou medicinais a partir de 6leos essenciais ou de extratos obtidos de E. benthamii.
Silva, Brito e Silva Junior (2006) investigaram o potencial de algumas espécies de
eucalipto para obtencdo de esséncia. Nesse trabalho, foi verificado um teor de
0,40% e 0,35% de o6leo volatil de E. benthamii, extraido de folhas frescas colhidas
nos meses de outono e verao, respectivamente. Os principais componentes do 6leo
volatil dessa espécie foram determinados, sendo o a-pineno o constituinte
majoritario. Concentracdes de 47,6, 26,4, 24,2 e 34,7% de a-pineno foram
identificadas no 6leo essencial extraido a partir do material foliar colhido nos meses
de outono, inverno, primavera e verao, respectivamente. Outro estudo envolvendo a
subespécie Eucalyptus benthamii var benthamii apontou uma atividade
larvicida/adulticida contra exemplares do mosquito Aedes aegypti a partir do 6leo
essencial (LUCIA et al, 2011). Mossi e colaboradores (2011) avaliaram a
composi¢cdo quimica, a atividade inseticida e o potencial repelente dos 6leos
essenciais de E. benthamii, Eucalyptus dunnii Maiden, E. globulus, Eucalyptus
viminalis Labill. e Eucalyptus saligna Sm. contra Sitophilus zeamais em gréos de
milho. Os compostos a-pineno (54%), 1,8-cineol (9,9%), viridiflorol (17,1%) e
aromadendreno (7,3%) foram identificados como majoritarios para o 6leo essencial
de E. benthamii, obtido a partir da extracdo de folhas colhidas no verdo em Erechim,
Rio Grande do Sul. Esse oOleo volatil também apresentou efeitos inseticidas e
repelentes. Tian et al. (2005) indicou os terpenos a-pineno (31%), globulol (15,34%),
aromadendreno (13,8%) e epi-globulol (4,86%) como constituintes principais do 6leo

volatil de E. benthamii obtido a partir de amostras foliares coletadas na China.
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FIGURA 04 — ASPECTO DAS FOLHAS ADULTAS DE Eucalyptus benthamii MAIDEN ET CAMBAGE,
MYRTACEAE
FONTE: O autor (2008)



50

4 MATERIAL E METODOS

4.1 FARMACOS, REAGENTES E SOLVENTES

4.1.1 FArmacos

e Acetato de dexametasona (Sigma Chemical, Estados Unidos);

e Sulfato de vincristina (Zodiac, Brasil).

4.1.2 Terpenos

e a-pineno (pureza de 96,8%, Geroma do Brasil, Brasil);

e y-terpineno (pureza de 96,9%, Geroma do Brasil, Brasil);

e terpinen-4-ol (pureza = 98,5%, soma de enantibmeros, Sigma Chemical,
Estados Unidos).

4.1.3 Materiais usados no cultivo celular

e Acetato de sodio P.A. (Vetec, Brasil);

¢ a-Naftiletilenodiamina (Sigma Chemical, Estados Unidos);

e Azul de Tripan (Sigma Chemical, Estados Unidos);

e Bicarbonato de sddio P.A. (Vetec, Brasil);

e Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2il-tetrazdlico (MTT) (Sigma
Chemical, Estados Unidos);

e Cloreto de potassio P.A. (Vetec, Brasil);

e Cloreto de sodio P.A. (Vetec, Brasil);

¢ Difenilamina (Sigma Chemical, Estados Unidos);

e Dimetilsuféxido (DMSO) P.A. (Vetec, Brasil);

e Formaldeido (Merck Biosciences, Alemanha);
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e Fosfato de potassio monobasico anidro P.A. (Synth, Brasil);

e Fosfato de sodio dibasico anidro P.A. (Synth, Brasil);

e Kit LDH UV-PP (Analisa, Brasil;)

e Lipopolysaccharides de Escherichia coli 055:b5 (LPS) (Sigma Chemical,
Estados Unidos);

e Meio RPMI 1640 (Vitrocell, Brasil);

e Penicilina/Estreptomicina (Vitrocell, Brasil);

e Propilenoglicol P.A. (Vetec, Brasil);

e Soro fetal bovino (SFB) (Vitrocell, Brasil);

e Sulfanilamida (Sigma Chemical, Estados Unidos);

e Triton X-100® (Sigma Chemical, Estados Unidos).

4.1.4 Corantes

e Eosina (Vetec, Brasil);

e Hematoxilina (Vetec, Brasil).

4.1.5 Outros reagentes e solventes

e Acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) (Sigma Chemical, Estados
Unidos);

e Acetona P.A. (Vetec, Brasil);

e Acido acético glacial P.A. (Vetec, Brasil);

e Alcool etilico P.A. (99,8% de pureza, Synth, Brasil);

e Dimetilformamida P.A. (Vetec, Brasil);

e Hexadeciltrimetilambdnio (HTAB) (Sigma Chemical, Estados Unidos);

e Peroxido de hidrogénio P.A. (Vetec, Brasil);

e Tetrametilbenzidina (TMB) (Sigma Chemical, Estados Unidos).
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4.2 OBTENCAO DO MATERIAL BOTANICO

A coleta do material botanico foi realizada na Fazenda de Transferéncia de
Tecnologia da Embrapa, na regido de Ponta Grossa, estado do Parana (altitude:
926 m, latitude: 25°10°09” S e longitude: 50°03’44” O). Foram selecionadas oito
arvores de Eucalyptus benthamii Maiden et Cambage para efetuar as coletas. Todas
as coletas foram realizadas entre as 9 e 10 h da manha. As folhas foram coletadas
durante as quatro estacdes do ano de 2010.

As exsicatas foram depositadas no Herbario do Departamento de Botéanica do
Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana (UPCB) sob o
numero 59440, com identificacéo realizada pelo taxonomista Olavo Guimarées e no
Museu Botanico Municipal, sob o numero 350231 e identificagdo do taxonomista
Osmar dos Santos Ribas.

4.3 EXTRACAO E CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL DE E. benthamii

4.3.1 Extracdo do Oleo essencial das folhas de Eucalyptus benthamii Maiden et

Cambage

A extracao do 6leo essencial das folhas dessecadas foi realizada por meio de
hidrodestilacao, utilizando o aparelho de Clevenger (USP XXII, 1990), com duracdo
de 6 h. ApGs esse tempo, o material obtido foi estocado em tubos de vidro ambarr,
selados, em temperatura de 4 + 0,5°C. Para a realizacdo de todas as atividades
biologicas, foi empregado o 6leo essencial obtido a partir da extracdo de folhas
coletadas durante o verdo. As diluicdes do 6leo essencial empregadas para todos 0s

experimentos foram obtidas a partir de calculos baseados na densidade.
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4.3.2 lIdentificacdo dos compostos volateis do Oleo essencial das folhas de
Eucalyptus benthamii Maiden et Cambage por cromatografia gasosa acoplada a

detector de massa

A identificacdo dos constituintes volateis das espécies foi realizada por meio
do cromatdgrafo a gas Hewlett-Packard 6890 equipado com o detector seletivo de
massas Hewlett-Packard 5975 e coluna de capilaridade HP-5MS (30 mm x 0,25 mm
x 0,25 pm). A temperatura do injetor foi de 220 °C, sendo da coluna 60 °C, com
rampa de aquecimento de 3 °C.min™', temperatura final 240 °C e temperatura do
auxiliar 250 °C. O hélio foi usado como gas de arraste a 1 mL.min™". Os
componentes dos 6leos essenciais foram identificados pela comparacédo com dados
da literatura e perfis da biblioteca NIST-05. A analise quantitativa foi efetuada por
FID (detector de ionizacdo por chama - flame ionization detector) nas mesmas

condi¢cBes analiticas descritas anteriormente.

4.4 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA IN VIVO

4.4.1 Animais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos suicos
(25-35 g) de aproximadamente 90 dias. Os animais foram mantidos no Biotério
Central da Universidade Federal do Parana, em temperatura de 22 + 2°C, em ciclo
claro/escuro de 12 h e com livre acesso a agua e racdo. Os animais foram
conduzidos ao laboratério de experimentacdo pelo menos uma hora antes do inicio
dos experimentos. Os testes foram desenvolvidos com quatro grupos experimentais,
sendo que de acordo com o planejamento estatistico, foi definida a necessidade da
utilizacdo de cinco animais por grupo. Os experimentos foram realizados de acordo
com as orientacfes para os cuidados com animais de laboratorios e os protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal

(CEEA) da Universidade Federal do Parana sob o niumero 482.
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4.4.2 Avaliagao do edema de orelha

A avaliacdo do edema de orelha foi realizada mediante o0 método revisado por
Hecker e Schimdt (1974). A espessura da orelha foi medida proxima a extremidade
medial da mesma, com auxilio de um micrdmetro digital (Great, MT-04513). A
espessura foi registrada em micrometros e os dados foram expressos como 0O
aumento da espessura da orelha. O edema foi avaliado pela diferenca entre a
medida basal e a medida apés determinado tempo da inducdo do processo
inflamatoério. Para minimizar variacdes referentes a técnica, os experimentos foram
realizados sempre pelo mesmo experimentador. O 6leo essencial das folhas adultas,
0 a-pineno e o agente flogistico foram dissolvidos em um volume de 20 uL de
acetona e aplicados na orelha direita de cada camundongo.

Para o ensaio de edema de orelha, o 6leo essencial das folhas adultas de E.
benthamii foi testado nas doses de 0,03 mg/orelha a 1 mg/orelha, enquanto o

terpeno a-pineno foi avaliado nas doses de 0,1 mg/orelha a 1 mg/orelha.

4.4.2.1 Edema de orelha induzido pela aplicacdo topica do TPA

O edema de orelha foi induzido pela aplicacdo tépica de 2,5 pg.20 L™ de
TPA (acetato de 12-O-tetradecanoilforbol) na orelha direita de camundongos. As
amostras e os controles foram aplicados topicamente, apés o tratamento com TPA.
Como controle positivo foi usado dexametasona (0,05 mg/orelha), e no teste do
controle negativo foi aplicado apenas TPA. A espessura da orelha foi avaliada antes
(basal) e apdés 6 h da aplicacdo do TPA (DE YOUNG et al., 1989). Apos 24 h da
aplicacdo do TPA, circulos de 6 mm de tecido da orelha dos camundongos foram
coletados e submetidos a avaliacdo da atividade da enzima mieloperoxidase e a

analise histoldgica.
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4.4.3 Atividade da enzima mieloperoxidase

A atividade enzimatica da mieloperoxidase foi avaliada de acordo com a
metodologia de Bradley et al. (1982) modificada por De Young et al. (1989). Aos
circulos de 6 mm de tecido da orelha dos camundongos foram adicionados 0,75 mL
de solucdo de fosfato de soédio 80 mmol.L? e pH 5,4, contendo 0,5% de
hexadeciltrimetilaménio (HTAB), e homogeneizado por aproximadamente 45 s a 0
°C. O homogenato foi decantado em microtubos e a eles adicionados 0,75 mL da
solucdo de fosfato de sédio ja descrita. A amostra (1,5 mL) foi colocada em
microtubo e centrifugada a 12000 x g a 4°C por 15 min. Triplicatas de 30 puL do
sobrenadante foram depositadas em placas de 96 pocos e, em seguida, foram
adicionados 200 pL de uma mistura contendo 100 pL de solucédo de fosfato de sodio
80 mmol.L™? (pH 5,4), 85 pL de PBS 0,22 mol.L™* (pH 5,4) e 15 pL de perdxido de
hidrogénio 0,017% em cada poco. A reacdo teve inicio pela adicao de 20 pL de
tetrametilbenzidina HCI (TMB) 18,4 mmol.L™, dissolvida em uma solucdo aquosa de
dimetilformamida a 8%. A placa foi incubada a 37 °C por 3 min e a reacao foi
interrompida pela adicdo, em cada poco, de 30 pL de acetato de sédio 1,46 mol.L™*
(pH 3,0). A atividade enzimética foi determinada colorimetricamente usando leitor de
placas (Bio-Tek Ultra Microplate reader EL808) com comprimento de onda de 620

nm, sendo expressa em mDO/biopsia.

4.4.4 Analise histologica

As amostras de orelhas coletadas de camundongos e submetidas a aplicacao
topica de TPA foram fixadas em solucdo ALFAC (85 mL de alcool etilico 80%, 10 mL
de formaldeido 40% e 5 mL de &cido acético glacial) por um periodo de 16 h, sendo,
em seguida, conservadas em alcool 70% até o inicio do processo de desidratacéo.
Posteriormente, as amostras foram desidratas em série etandlica crescente e
emblocadas em parafina. Foram realizadas seccfes transversais de 3-4 um de
espessura, as quais foram coradas por hematoxilina e eosina (RECIO et al., 2000).
A infiltracdo de leucdcitos, edema e espessura da epiderme foram avaliadas em

areas representativas com aumento de 200x e/ou 400x.
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4.5 AVALIACAO DO EFEITO DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS ADULTAS DE
E. benthamii E DO a-PINENO SOBRE A PRODUCAO DE OXIDO NITRICO EM
CULTURA EX VIVO DE MACROFAGOS DE CAMUNDONGO

4.5.1 Obtencéo dos macréfagos peritoniais de camundongo

Para obtencdo dos macréfagos, os animais foram eutanasiados por
decaptacdo. ApGs assepsia da regido abdominal com etanol 70% e exposicdo do
peritonio, aproximadamente 10 mL de PBS foram injetados na cavidade peritoneal
com auxilio de seringa e agulha estéreis. Na sequéncia, foi realizada uma
massagem na regidao abdominal do animal e o exsudato peritoneal foi aspirado
(utilizando pipetas Pasteur descartaveis) e transferido para um tubo coénico (tipo
falcon) estéril. O exsudato coletado foi mantido em banho de gelo, sendo na
sequéncia lavado trés vezes com PBS gelado e centrifugado (1500 rpm por 8 min).
O sobrenadante foi desprezado e o pellet de células ressuspendido em 10 mL de
meio de cultivo RPMI 1640 com 10% de SFB. Uma aliquota dessa suspensao foi

utilizada para contagem total das células, realizada com azul de Tripan.

4.5.2 Avaliacdo da citotoxicidade do 6leo essencial das folhas adultas de E.

benthamii e do a-pineno em macréfagos de camundongo

Os macréfagos peritoneais foram semeados em placas de 96 pocos (4 x 10°
células/poco). AplGs a adesado de duas horas, as células foram lavadas com PBS e
na sequéncia foram adicionados 100 yL de meio RPMI 1640 contendo diferentes
concentracdes (5, 10 e 20 pug.mL™?) do 6leo essencial das folhas adultas de E.
benthamii e do a-pineno sobre as células aderidas. As células foram incubadas por
24 h a 37°C em estufa com atmosfera umida e 5% de CO,. ApOs o periodo de
incubacdo, o sobrenadante foi desprezado e sobre as células foi adicionada uma
solucdo de brometo 3-(4,5-dimetil- 2-tiazolil)-2,5-difenil-2il-tetrazélico (MTT) a 0,5
mg.mL™* em meio de cultivo (RPMI 1640) acrescido de 10% de soro fetal bovino
(SFB). Cabe ressaltar que o método do MTT é empregado para determinar a

habilidade de células vivas em reduzirem MTT formando cristais insolUveis de
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formazan de coloracéo violeta (MOSMANN, 1983). Na sequéncia, as culturas foram
novamente incubadas a 37°C e ao abrigo da luz durante 60 min, tempo em que se
observou a presenca dos cristais de formazan. Para a solubilizacdo dos cristais de
formazan, o dimetilssulféxido (DMSO) foi acrescentado sobre as células e a leitura
espectrofotométrica da absorbancia, em comprimento de onda de 550 nm, foi
realizada em leitor de placas (Biotek, pQuant).

4.5.3 Determinacgao da producédo de 6xido nitrico (NO)

A producédo de NO foi estimada de maneira indireta através da quantificagao
do nitrito, produto estavel da conversdo do Oxido nitrico, utilizando-se o meétodo
colorimétrico de Griess (DING; NATHAN; STUEHR, 1988). Resumidamente, 0s
macrofagos peritoneais foram semeados em placas de 96 pocos (4 x 10°
células/poco), e colocados para aderir durante duas horas. Apés a adesdo, as
células foram lavadas com PBS. Na sequéncia foram adicionados sobre as células
aderidas 100 yL de meio RPMI 1640 acrescido de 10% de SFB contendo diferentes
concentragdes (5, 10 e 20 pug.mL™?) do 6leo essencial das folhas adultas de E.
benthamii e do a-pineno. A producdo de NO pelos macréfagos foi estimulada pela
adicdo de 100 pL de meio RPMI 1640 com 10% de SFB e acrescido de 10 pg.mL™*
de LPS. As células foram incubadas por 24 h a 37°C em estufa com atmosfera
Umida e 5% de CO,. Apds a incubacédo das células, 100 puL do sobrenadante de
cada poco foram transferidos para uma placa de 96 pocos. Um volume de 100 pL do
reagente de Griess (sulfanilamida a 1% em H3PO,4 5%, V/V, em agua destilada mais
a-naftiletilienodiamina 0,1%, em agua destilada) foi acrescentado aos sobrenadantes

e a absorbancia foi determinada a 550 nm em espectrofotémetro.
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4.6 AVALIACAO DO EFEITO DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE
E. benthamii E DOS TERPENOS a-PINENO, y-TERPINENO e TERPINEN-4-OL
SOBRE CELULAS TUMORAIS

As linhagens celulares B16F10, HelLa, Jurkat e J774A.1 foram cultivadas
rotineiramente em garrafas de 25 ou 75 cm? com meio RPMI 1640, suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB), 24 mmol.L* de bicarbonato de sédio e
antibidtico (penicilina 10000 Ul e estreptomicina 10 mg.mL™). As garrafas foram
mantidas a 37°C em estufa com atmosfera Umida e 5% de CO,. As células J774A.1
e Jurkat foram cedidas pela Profa. Dra Carla Cristine Kanunfre e as linhagens
celulares B16F10 e HelLa foram cedidas pelo Prof. Dr. Michel Fleith Otuki e pela
Profa. Dra. Katia Sabrina Paludo da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

Além do oleo essencial das folhas de E. benthamii, foram testados os
compostos a-pineno, terpinen-4-ol e y-terpineno. Imediatamente antes de cada
experimento uma solugdo a 100 mg.mL™" de cada amostra foi obtida a partir da
dissolucdo em um veiculo contendo 75% de alcool etilico absoluto e 25% de
propilenoglicol (VIRADOR et al., 1999). A partir dessa solucédo a 100 mg.mL?, as
amostras foram diluidas nas concentracdes finais utilizando meio de cultivo RPMI
1640. A concentracao final do veiculo em cultura néo ultrapassou 0,3%. Em todos os
experimentos foi utilizado como controle negativo o meio RPMI 1640 contendo a

mesma concentracao do veiculo utilizado para diluir as amostras.

4.6.1 Cultura de células Jurkat — Modelo de linfécitos T de origem leucémica

Este tipo celular é derivado do tecido hematopoiético da gordura marrom de
uma paciente com leucemia e uma de suas caracteristicas é a producédo de IL-2 e
interferon y (GILLIS; WATSON, 1980). Os ensaios realizados para determinacao da
citotoxicidade do 6leo essencial das folhas adultas e jovens de E. benthamii e dos

compostos isolados com a linhagem celular Jurkat estéo descritos a seguir.
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4.6.1.1 Ensaio de viabilidade celular pelo método de redugéo do MTT

As células, em meio RPMI 1640 contendo 10% de SFB, foram semeadas em
placas de 24 pocos (0,25 x 10° células/poco) e mantidas sob condices de cultura
(37°C em estufa com atmosfera Umida e 5% de CO,) por 24 h. Posteriormente,
foram adicionadas diferentes concentrac6es dos 6leos essenciais e dos terpenos (3,
10, 30, 100 e 300 pg.mL™). Essas concentracdes foram obtidas a partir da diluicéio
das amostras em meio de cultivo RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB. As
células foram incubadas por 24, 48 e 72 h consecutivas a 37°C em estufa com
atmosfera umida e 5% de CO,. Apds o periodo de incubacédo, o contetdo de cada
poco foi centrigufado, o sobrenadante foi desprezado e as células foi adicionado
uma solucdo de MTT a 0,5 mg.mL™*. Em seguida, as culturas foram incubadas a
37°C durante 30 min e ao abrigo da luz. Para a solubilizagcdo dos cristais de
formazan, produto da reducédo do MTT, o dimetilssulfoxido (DMSO) foi adicionado e
a leitura espectrofotométrica da absorbancia, em comprimento de onda de 550 nm,
foi realizada em leitor de placas (Biotek, pQuant). Meio RPMI 1640 e vincristina a 40
nmol.L™ ou 36,92 ng.mL™ foram empregados como controles negativo e positivo,
respectivamente. A viabilidade celular foi determinada pela comparacao dos valores
de absorbancia obtidos para células tratadas e nao tratadas. A citotoxicidade foi
expressa como a concentracdo da amostra que induziu morte celular em 50% das

células (ICsp) e foi calculada por regressao de Probit.

4.6.1.2 Ensaio de viabilidade celular pela técnica de exclusédo do azul de Tripan

Este método avalia a integridade da membrana celular (MERCHANT, KAHN e
MURPHY, 1964). As células, em meio RPMI 1640 contendo 10% de SFB, foram
semeadas em placas de 24 pocos (0,25 x 10° células/poco) e mantidas sob
condicbes de cultura por 24 h. Posteriormente, foram adicionadas diferentes
concentraces dos 6leos essenciais e dos terpenos (3, 10, 30, 100 e 300 pug.mL™).
Essas concentragcbes foram obtidas a partir da diluicAo das amostras em meio de
cultivo RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB. As células foram incubadas por
24, 48 e 72 h consecutivas a 37°C em estufa com atmosfera imida e 5% de COa.

Apbs esses periodos de incubacéo, uma aliquota de 20 pL da suspenséo de células,
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devidamente homogeneizada, foi retirada e diluida em azul de Tripan (0,4% em
PBS). As células foram observadas e contadas em cémara de Neubauer sob
microscopia optica. O azul de Tripan penetra no interior de células que perderam a
integridade da membrana. As células consideradas viaveis apresentaram-se
integras, redondas e incolores, ao passo que, as células ndo-viaveis apresentaram-

se coradas em azul.

4.6.1.3 Ensaio de viabilidade celular avaliado pela liberacdo de lactato
desidrogenase (LDH)

A fim de quantificar a enzima lactato desidrogenase (LDH), liberada no citosol,
apos a perda da integridade da membrana, as células Jurkat (1 x 10° células), em
meio RPMI 1640 contendo 10% de SFB, foram semeadas em tubos tipo Eppendorf e
tratadas por 4 h com as amostras na concentracdo de 300 ug.mL™ (diluidas em meio
RPMI 1640 livre de SFB) a 37°C e 5% de CO, A determinacao da atividade da LDH,
gue é proporcional ao namero de células lisadas por processo necroético, foi
mensurada pelo emprego do kit LDH UV-PP (Analisa). Como controle positivo foi
utilizado 0,1% de Triton X-100 (Sigma®) para lise celular total. Meio RPMI 1640 sem
SFB foi empregado como controle negativo. Os valores de absorbancia foram

aferidos em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 340 nm.

4.6.1.4 Analise da fragmentacdo do DNA por citometria de fluxo

Para analisar se houve fragmentacdo do DNA provocada pelas amostras, foi
realizado o protocolo descrito por Nicoletti e colaboradores (1997). As células, em
meio RPMI 1640 contendo 10% de SFB, foram semeadas em placas de 24 pocos
(5 x 10° células/poco) e mantidas sob condicées de cultura por 24 h. Posteriormente,
foram adicionadas diferentes concentracdes do 6leo essencial das folhas adultas e
jovens e do terpeno terpinen-4-ol (50, 100 e 200 pg.mL™). Essas concentracfes
foram obtidas a partir da diluicho das amostras em meio de cultivo RPMI 1640
suplementado com 10% de SFB. Apds mais 24 h de cultura (tempo do tratamento), o

conteudo de cada pogo foi centrigufado, o sobrenadante foi desprezado e o pellet
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celular foi lavado com PBS gelado. Na sequéncia, foi retirado o sobrenadante e
sobre o pellet celular foram adicionados 200 uL de tampéao de lise (0,1% de citrato
de sédio, 0,1% de Triton X-100® e 50 pg.mL™ de iodeto de propidio em PBS). Os
tubos foram cobertos com papel aluminio e incubados por 24 h a 4°C. As amostras
foram analisadas em citometro de fluxo (FACscalibur da Becton & Dickinson, San
Jose, CA, EUA) no canal FL2-H. Os resultados obtidos foram processados utilizando
o programa CellQuest (Becton & Dickinson) avaliando 20.000 eventos por amostra.

O tampao hipotonico, ou de lise, rompe a membrana celular permitindo que o
iodeto de propideo se ligue ao DNA, intercalando-se entre as bases. Ao ligar-se ao
DNA de células integras, o iodeto de propideo emite fluorescéncia alta, e quando da
ligacdo a fragmentos de DNA de células nédo integras ha emisséo de fluorescéncia
baixa (ZAMAI et al., 1996).

4.6.1.5 Andalise do contetido de DNA celular

O efeito dos tratamentos sobre a proliferacdo celular foi avaliado por meio da
andlise do contetido de DNA. As células (1,5 x 10> células/mL), em meio de cultivo
RPMI 1640 com 10% de SFB, foram semeadas em placas de 24 pocos. Apés 24 h
sob condicbes de cultura, foram adicionados os tratamentos nas concentracfes de
3, 30 e 300 pg.mL™* em meio de cultivo RPMI 1640 com 10% de SFB e as placas
foram levadas a incubacgéo por 48 h a 37°C em estufa com atmosfera imida e 5% de
CO.,. Apds esse periodo, as suspensdes de células referentes a cada tratamento
foram coletadas e centrifugadas a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
desprezado e, sobre o precipitado celular, foi adicionada uma solucdo de
difenilamina (1,5% em acido acético e 0,1% de acetaldeido) e mantido em contato
com o precipitado pelo periodo de 24 h ao abrigo da luz. Determinou-se a
absorbancia a 575 nm em espectrofotémetro (SELLITTI et al., 2001). Os resultados
foram expressos em porcentagem de conteddo de DNA celular. Meio RPMI 1640
com 10% de SFB e vincristina a 40 nmol.L™* foram empregados como controles

negativo e positivo, respectivamente.
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4.6.1.6 Analise de ciclo celular por citometria de fluxo

Para analisar se houve alteracdo do ciclo celular, foi executado o protocolo
descrito por Nicoletti e colaboradores (1997), conforme descrito no item 4.6.1.4.
Nesse sentido, avaliou-se a porcentagem de células em diferentes fases do ciclo
celular. As amostras foram analisadas em citobmetro de fluxo (FACscalibur da Becton
& Dickinson, San Jose, CA, EUA) no canal FL2-H. Os resultados obtidos foram
processados utilizando o programa CellQuest (Becton & Dickinson) avaliando 20.000

eventos por amostra.

4.6.2 Cultura das demais células de origem tumoral

HelLa — Modelo de células epiteliais de carcinoma de cérvix uterino humano -
As células Hela séao oriundas de uma paciente com carcinoma epidermdide da
cérvix uterina (KLEIN et al., 1999).

B16F10 - Modelo de melanoma murino - As células B16F10 sédo melandcitos
extraidos a partir de melanoma de pele de camundongos.

J774A.1 — Modelo de macréfagos de origem tumoral - J774A.1 séo células
imortalizadas, linhagem de modelo de macrofagos derivados de sarcoma de células
reticulares de ascite de camundongo, largamente empregadas para avaliacdo de
atividade imunomoduladora in vitro.

A citotoxicidade dos diferentes tratamentos frente as células tumorais foi
avaliada pelo ensaio de viabilidade celular empregando-se o método de reducéo do
MTT.

4.6.2.1 Ensaio de viabilidade celular pelo método de reducéo do MTT

As células, em meio RPMI 1640 contendo 10% de SFB, foram semeadas em
placas de 96 pocos (0,25 x 10° células/poco) e mantidas sob condi¢bes de cultura
por 24 h. Na sequéncia, foram adicionadas diferentes concentra¢gdes (3, 10, 30, 100
e 300 pg/mL) das amostras sobre as células aderidas. Essas concentracfes foram

obtidas a partir da diluicdo das amostras em meio de cultivo RPMI 1640 com 10% de
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SFB. As células foram incubadas por 24, 48 e 72 h consecutivas a 37°C em estufa
com atmosfera umida e 5% de CO,. Apds o periodo de incubacédo, o sobrenadante
foi desprezado e as células foi adicionada uma solugdo de MTT a 0,5 mg.mL™. Em
seguida, as culturas foram incubadas a 37°C durante 30 min, ao abrigo da luz, até a
observacéo da presenca dos cristais de formazan. Para a solubilizac&o dos cristais
de formazan, dimetilssulféxido (DMSO) foi acrescentado e a leitura
espectrofotométrica da absorbancia, em comprimento de onda de 550 nm, foi

realizada em leitor de placas (Biotek, pQuant).

4.7 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

As analises estatisticas relativas a composicdo quimica dos 6leos volateis
foram efetuadas em cooperacdo com a Profa. Dra. Beatriz Helena Lameiro de
Noronha Sales Maia, do Departamento de Quimica da UFPR. O processamento dos
dados foi realizado usando o software Origem Pro 6.1 (OriginLab). A analise de
Componentes Principais (PCA) foi obtida por meio do software Matlab 6.5 (Math
Work Inc.). PCA é um método capaz de analisar as semelhancas e diferencas entre
diferentes populacbes e os constituintes quimicos de seus 0leos essenciais. Antes
da analise multivariada, os dados foram pré-processados por meio do
autoescalamento. No total, 29 compostos quimicos foram analisados em cinco
amostras. A analise Hierarquica de Agrupamentos (HCA) examina as distancias
entre as amostras em um conjunto de dados e a informacao € entdo representada
em um dendrograma. A HCA foi realizada empregando a distancia do vizinho mais
préximo e a distancia de Mahalanobis, utilizando PCA (dois componentes principais).

As demais andlises estatisticas foram realizadas utilizando a anélise de
variancia (ANOVA) de uma via, sendo que, quando necessario, foi empregado o
teste post hoc de Tukey e Newman Keuls. Os resultados foram expressos como
média * erro padrdo da média (EPM) e média + desvio padrdo (DP). Valores de P
menores do que 0,05 (P< 0,05 foram considerados como indicativos de
significancia. Os célculos foram realizados utilizando o Software estatistico
GraphPad Prism version 5.00 (San Diego, CA, EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXTRACAO E CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL DE E. benthamii

As folhas de E. benthamii foram coletadas durante as quatro estacdes do ano
de 2010. Em face da presenca de heterofolia nas espécies do género Eucalyptus, as
folhas jovens foram segregadas das folhas adultas e as extracGes foram efetuadas
separadamente com o objetivo de verificar possiveis diferengas quimicas. Somente
no verao foi possivel observar a presenca de folhas jovens nas arvores.

Durante o processo de extracdo por meio do aparato de Clevenger, foi
observado que os Oleos essenciais extraidos de folhas de E. benthamii possuem
uma densidade menor do que a densidade da agua, uma coloracdo amarelo claro e
um odor caracteristico, bastante pronunciado.

A composicdo quimica dos Oleos essenciais de folhas jovens (OEFJ) e
adultas (OEFA) de E. benthamii da coleta de verdo esta apresentada na Tabela 01 e
0s cromatogramas estdo apresentados nas Figuras 05 a 10. Ambos os Oleos
volateis consistiram de uma mistura complexa de monoterpenos e sesquiterpenos.
Os principais compostos identificados para o 6leo essencial das folhas jovens de E.
benthamii foram a-pineno (36,82%), globulol (20,54%), aromadendreno (15,94%) e
y-terpineno (5,51%). O oOleo volatil extraido das folhas adultas foi composto
principalmente por a-pineno (36,92%), globulol (20,22%), aromadendreno (12,40%)
e y-terpineno (4,38%). No entanto, algumas diferencas na composicdo quantitativa
destes 6leos essenciais foram particularmente relacionadas com 0s seus compostos
minoritarios. Tem sido amplamente relatado que as espécies de Eucalyptus
apresentam heterofilia, que produz folhas jovens e adultas diferindo
significativamente na morfologia e anatomia (GRAS et al, 2005).
Consequentemente, diferencas na via biossintética também podem ocorrer e levar a
uma ampla gama de reacbes do metabolismo dos terpenos (MAHMOUD;
CROTEAU, 2001) que influenciam na composicao volatil final. Além disso, E.
benthamii revelou algumas mudancas especificas na composi¢cdo quimica de seus
Oleos essenciais, em comparagcdo com outras espécies de eucalipto, uma vez que
continha apenas tracos de 1,8-cineol e uma concentragdo relativamente alta de

a-pineno.
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TABELA 01— COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS JOVENS E DAS
FOLHAS ADULTAS DE E. benthamii REFERENTE A COLETA DE VERAO

Area do pico (%)

Compostos TR IR OEF7 OEFA Identificac&o
a-pineno 4.90 935 36,82 36,92 IR, EM
B-pineno 5.90 977 nd 0,48 IR, EM
p-cimeno 7.27 1024 1,59 1,90 IR, EM
limoneno 7.39 1028 0,81 0,90 IR, EM

y-terpineno 8.38 1058 5,51 4,38 IR, EM
M =136 9.85 1102 nd 0,60 IR, EM

(E)-pinocarveol 11.29 1138 nd 0,84 IR, EM
terpinen-4-ol 12.82 1177 1,23 1,05 IR, EM
a-terpineol 13.39 1192 1,32 2,02 IR, EM
a-gurjuneno 22.25 1406 1,70 1,29 IR, EM
aromadendreno 23.50 1437 15,94 12,40 IR, EM
allo-aromadendreno 24.30 1457 1,98 1,48 IR, EM
viridifloreno 25.69 1492 1,47 1,13 IR, EM

M =222 28.24 1558 4,98 4,97 IR, EM

M = 204 28.45 1563 1,07 0,99 IR, EM
globulol 29.25 1584 20,54 20,22 IR, EM
viridiflorol 29.47 1590 1,63 3,13 IR, EM
rosifoliol 29.84 1599 1,63 1,60 IR, EM

M =218 30.34 1613 nd 0,82 IR, EM
10-epi-y- eudesmol 30.59 1620 1,78 1,64 IR, EM
M = 222 31.78 1652 nd 0,98 IR, EM

Compostos identificados

Monoterpenos hidrocarbonetos 44.73 44.58
Monoterpenos oxigenados 2.55 3.91
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 21.09 16.3
Sesquiterpenos oxigenados 25.58 26.59

NOTA: OEFJ= 6leo essencial das folhas jovens
OEFA= 0leo essencial das folhas adultas
TR: tempo de retengdo em minutos
IR: indice de retencdo
EM: espectro de massas
nd: ndo detectado
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FIGURA 06 - CROMATOGRAMA EXPANDIDO (3-15 MIN) DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS
JOVENS DE E. benthamii REFERENTE A COLETA DE VERAO
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FIGURA 07 - CROMATOGRAMA EXPANDIDO (21-33 MIN) DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS
JOVENS DE E. benthamii REFERENTE A COLETA DE VERAO
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Os principais constituintes do O6leo essencial das folhas adultas de E.
benthamii da coleta de outono estdo compilados na Tabela 02 e os cromatogramas
estdo apresentados nas Figuras 11 a 13. O monoterpeno a-pineno (38,63%) foi o
principal composto determinado para esta coleta, seguido dos compostos globulol
(17,73%), aromadendreno (14,87%), viridiflorol (2,87%) e y-terpineno (2,72%).

Os componentes quimicos do 6leo volatil extraido das folhas adultas de E.
benthamii da coleta de inverno estdo sumarizados na Tabela 03 e os
cromatogramas estdo apresentados nas Figuras 14 a 16. O componente majoritario
estabelecido para as amostras dessa coleta foi 0 a-pineno (33,64%), seguido dos
compostos globulol (19,51%), aromadendreno (13,49%), (E)-pinocarveol (3,87%) e
p-cimeno (3,62%).

A composicdo quimica do Oleo essencial das folhas adultas de E.
benthamii da coleta de primavera esta apresentada na Tabela 04 e os
cromatogramas estdo apresentados nas Figuras 17 a 19. O monoterpeno a-pineno
(31,56%) foi o principal composto verificado para essa coleta. Os demais
constituintes prevalentes foram globulol (20,37%), aromadendreno (13,94%), (E)-
pinocarveol (4,43%) e viridiflorol (3,16%).
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TABELA 02 - COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS ADULTAS DE E.
benthamii REFERENTE A COLETA DE OUTONO

Compostos TR IR Area do pico (%) Identificac&o
a-pineno 6,03 937 38,63 IR, EM
B-pineno 7,15 978 0,55 IR, EM
p-cimeno 8,65 1025 2,08 IR, EM
limoneno 8,78 1029 1,18 IR, EM

y-terpineno 9,86 1058 2,72 IR, EM

linalol 11,40 1101 0,38 IR, EM
(E)-pinocarveol 12,98 1139 1,62 IR, EM
M = 150 13,92 1162 0,45 IR, EM
terpinen-4-ol 14,54 1177 0,72 IR, EM
a-terpineol 15,13 1192 2,34 IR, EM
a-gurjuneno 24,27 1408 0,60 IR, EM

B-gurjuneno 25,18 1431 0,53 IR, EM

aromadendreno 25,55 1440 14,87 IR, EM
M = 204 25,65 1442 0,42 IR, EM
allo-aromadendreno 26,35 1460 1,71 IR, EM
y-selineno 27,72 1493 0,45 IR, EM

M = 222 30,29 1560 4,71 IR, EM
maaliol 30,53 1566 0,93 IR, EM
globulol 31,31 1586 17,73 IR, EM
viridiflorol 31,54 1592 2,87 IR, EM
rosifoliol 31,90 1601 1,47 IR, EM

M =218 32,41 1615 0,85 IR, EM

M =222 32,67 1622 1,45 IR, EM
a-cadinol 33,84 1654 0,76 IR, EM

Compostos identificados

Monoterpenos hidrocarbonetos 45,16
Monoterpenos oxigenados 5,06
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 18,16
Sesquiterpenos oxigenados 23,76

NOTA: TR: tempo de retengdo em minutos
IR: indice de retencao
EM: espectro de massas
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TABELA 03— COMPOSIGCAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS ADULTAS DE E.
benthamii REFERENTE A COLETA DE INVERNO

Compostos TR IR Area do pico (%) Identificac&o
a-pineno 6,04 937 33,64 IR, EM
B-pineno 7,15 978 0,42 IR, EM
p-cimeno 8,66 1025 3,62 IR, EM
limoneno 8,79 1029 1,16 IR, EM
y-terpineno 9,85 1058 1,30 IR, EM
linalol 11,40 1101 0,33 IR, EM
(E)-pinocarveol 13,02 1140 3,87 IR, EM
M = 150 13,93 1163 1,22 IR, EM
borneol 14,09 1166 0,55 IR, EM
terpinen-4-ol 14,54 1177 0,68 IR, EM
a-terpineol 15,15 1192 2,85 IR, EM
a-gurjuneno 24,27 1408 0,59 IR, EM
B-gurjuneno 25,18 1431 0,49 IR, EM
aromadendreno 25,56 1440 13,49 IR, EM
M = 204 25,66 1443 0,37 IR, EM
allo-aromadendreno 26,35 1460 1,45 IR, EM
y-selineno 27,73 1494 0,60 IR, EM
M =222 30,31 1560 4,99 IR, EM
maaliol 30,54 1566 1,07 IR, EM
globulol 31,36 1587 19,51 IR, EM
viridiflorol 31,56 1592 2,88 IR, EM
rosifoliol 31,92 1602 1,49 IR, EM
M =218 32,42 1615 0,97 IR, EM
M = 222 32,68 1623 1,53 IR, EM
M =220 32,87 1628 0,42 IR, EM
a-cadinol 33,84 1654 0,52 IR, EM
Compostos identificados
Monoterpenos hidrocarbonetos 40,14
Monoterpenos oxigenados 8,28
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 16,62
Sesquiterpenos oxigenados 25,47

NOTA: TR: tempo de retengdo em minutos
IR: indice de retencao
EM: espectro de massas
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TABELA 04— COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS ADULTAS DE E.
benthamii REFERENTE A COLETA DE PRIMAVERA

Compostos TR IR Area do pico (%) Identificac&o
a-pineno 6,04 937 31,56 IR, EM
B-pineno 7,15 978 0,48 IR, EM
p-cimeno 8,66 1025 2,91 IR, EM
limoneno 8,79 1029 1,07 IR, EM
y-terpineno 9,84 1058 0,34 IR, EM
linalol 11,40 1101 0,42 IR, EM
(E)-pinocarveol 13,03 1141 4,43 IR, EM
M = 150 13,94 1163 1,49 IR, EM
borneol 14,09 1166 0,49 IR, EM
terpinen-4-ol 14,54 1177 0,32 IR, EM
a-terpineol 15,15 1192 3,03 IR, EM
a-gurjuneno 24,28 1409 1,42 IR, EM
B-gurjuneno 25,18 1431 0,52 IR, EM
aromadendreno 25,57 1440 13,94 IR, EM
M = 204 25,66 1443 0,40 IR, EM
allo-aromadendreno 26,36 1460 1,62 IR, EM
y-selineno 27,74 1494 1,29 IR, EM
M =222 30,31 1560 5,06 IR, EM
maaliol 30,54 1566 1,08 IR, EM
globulol 31,36 1587 20,37 IR, EM
viridiflorol 31,57 1593 3,16 IR, EM
rosifoliol 31,92 1602 1,58 IR, EM
M =218 32,42 1615 0,80 IR, EM
M = 222 32,68 1623 1,58 IR, EM
a-cadinol 33,84 1654 0,68 IR, EM
Compostos identificados
Monoterpenos hidrocarbonetos 36,36
Monoterpenos oxigenados 8,69
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 18,79
Sesquiterpenos oxigenados 26,87

NOTA: TR: tempo de retengdo em minutos
IR: indice de retencao
EM: espectro de massas
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Com o objetivo de elucidar as diferencas e semelhancas quimicas entre as
amostras, optou-se por um estudo estatistico utilizando PCA e HCA. Para realizar as
analises multivariadas, os dados foram pré-processados por meio do
autoescalamento. No total, 29 compostos quimicos foram analisados nas cinco
amostras (TABELA 05).



TABELA 05 — CONSTITUlNTES QUTMICQS ANALISADOS POR PCA E HCA NAS AMOSTRAS
OEFJ VERAO, OEFA VERAO, OEFA OUTONO, OEFA INVERNO E OEFA
PRIMAVERA

AMOSTRAS
OEFJ OEFA  OEFA OEFA OEFA
Compostos verao verao outono inverno primavera
(2) (1) 3) (4) (5)
Area do pico (%)

1 a-pineno 36,82 36,92 38,63 33,64 31,56
2 B-pineno 0 0,48 0,55 0,42 0,48
3 p-cimeno 1,59 1,90 2,08 3,62 2,91
4 limoneno 0,81 0,90 1,18 1,16 1,07
5 y-terpineno 5,51 4,38 2,72 1,30 0,34

6 M = 136 0 0,60 0 0 0
7 linalol 0 0 0,38 0,33 0,42
8 (E)-pinocarveol 0 0,84 1,62 3,87 4,43
9 M = 150 0 0 0,45 1,22 1,49
10 borneol 0 0 0 0,55 0,49
11 terpinen-4-ol 1,23 1,05 0,72 0,68 0,32
12 a-terpineol 1,32 2,02 2,34 2,85 3,03
13 a-gurjuneno 1,70 1,29 0,60 0,59 1,42
14 B-gurjuneno 0 0 0,53 0,49 0,52
15 aromadendreno 15,94 12,40 14,87 13,49 13,94
16 allo-aromadendreno 1,98 1,48 1,71 1,45 1,62
17 y-selineno 0 0 0,45 0,60 1,29

18 viridifloreno 1,47 1,13 0 0 0
19 M =222 4,98 4,97 4,71 4,99 5,06
20 M = 204 1,07 0,99 0,42 0,37 0,40
21 maaliol 0 0 0,93 1,07 1,08
22 globulol 20,54 20,22 17,73 19,51 20,37
23 viridiflorol 1,63 3,13 2,87 2,88 3,16
24 rosifoliol 1,63 1,60 1,47 1,49 1,58
25 M =218 0 0,82 0,85 0,97 0,80

26 10-epi-y- eudesmol 1,78 1,64 0 0 0
27 M =222 0 0,98 1,45 1,53 1,58

28 M =220 0 0 0 0,42 0
29 a-cadinol 0 0 0,76 0,52 0,68

NOTA: OEFJ= ¢leo essencial de folhas jovens
OEFA-= 6leo essencial de folhas adultas
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Os teores dos constituintes dos 6leos essenciais das cinco amostras foram
inseridos no programa MATLAB para gerar os graficos de scores e loadings. As
amostras estdo representadas no gréfico de scores (FIGURA 20) e os constituintes
dos Oleos essenciais estdo representados como variaveis no grafico de loadings
(FIGURA 21).

O gréfico de scores revela similaridades e diferencas entre as amostras. Com
a selecdo de dois componentes principais (PC’s), é revelada a similaridade das
amostras de verdo (OEFJ verdo e OEFA verédo) e a diferenca da amostra do outono
(OEFA outono) das demais (FIGURA 20).

5

o1

Scores on PC 2 (16.60%)

o3

=
=]
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Scores on PC 1 (63.62%)

FIGURA 20— GRAFICO DE SCORES DAS AMOSTRAS OEFJ VERAO (2), OEFA VERAO (1),
OEFA OUTONO (3), OEFA INVERNO (4) E OEFA PRIMAVERA (5) A PARTIR DA
SELECAO DE DOIS COMPONENTES PRINCIPAIS

PC1 diferencia as amostras OEFJ verdo (2) e OEFA verdo (1) das demais
amostras porque estas sdo as Unicas a apresentar valores negativos na PC1,
revelando que essas amostras sdo semelhantes entre elas. E PC2 diferencia a
amostra OEFA outono (3) das demais, a partir da apresentacdo de valores negativos

na PC2, revelando uma composicao diferenciada para essa amostra.
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A partir da avaliagdo do grafico de loadings (FIGURA 21) é possivel prever
gue as amostras OEFJ verdao e OEFA verao sao diferentes das demais amostras
devido a presenca exclusiva ou em maior concentragdo dos compostos 10-epi-y-
eudesmol (26), M = 204 (20) e viridifloreno (18) nestas amostras. Outra caracteristica
de diferenciagéo poderia ser também a auséncia ou menor concentragédo de alguns
compostos nessas duas amostras: linalol (7), M=150 (9), a-terpineol (12), maaliol
(21), (E)-pinocarveol (8), y-selineno (17), M=222 (27), p-cimeno (3), B-gurjuneno
(14), a-cadinol (29) e limoneno (4), os quais sdo vistos exatamente do lado oposto
do gréfico. A diferenciacdo da amostra OEFA outono pode ser devido a maior
concentracdo do monoterpeno a-pineno (1) e menor concentragdo dos compostos
M=222 (19) e globulol (22) apresentados no lado oposto do grafico. Além disso, as
duas amostras restantes, OEFA inverno e OEFA primavera apresentam similaridade
em funcdo da presenca ou maior concentracdo dos compostos a-terpineol (12),

M=150 (9), (E)-pinocarveol (8), p-cimeno (3), y-selineno (17) e borneol (10).
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A analise por HCA tem por objetivo formar grupos por similaridade. O primeiro
grupo formado, representado pela menor distancia euclidiana, foi 1-2. Estes s&o
representados pelas amostras OEFA verdo (1) OEFJ verdo (2) e apresentam a
maior similaridade. O segundo grupo formado é 4-5, representado pelas amostras
OEFA inverno (4) e OEFA primavera (5). O ultimo grupo formado esté representado
pela amostra 3 (OEFA outono), a qual apresenta a maior distancia dos demais, 0

gue representa menor semelhanca com as outras amostras.

Dendrogram Using Mahalanobis Distance on 2 PCs
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FIGURA 22 — ANALISE HIERARQUICA DE AGRUPAMENTOS APLICADA AS AMOSTRAS OEFJ
VERAO (2), OEFA VERAO (1), OEFA OUTONO (3), OEFA INVERNO (4) E OEFA
PRIMAVERA (4)

Considerando as analises multivariadas realizadas, diversas variacdes na
constituicdo quimica dos 6leos essenciais da espécie em estudo foram observadas.
Neste caso, essas alteracfes estdo particularmente vinculadas a época da colheita.
No entanto, variagdes na composicdo do 6leo essencial obtido a partir de material
foliar de mesma estacéo, porém de locais distintos, também podem ser observadas.
Boscardin (2009) identificou o a-pineno (22,63%), seguido de y-terpineno (16,55%),
p-cimeno (10,60%), aromadendreno (9,94%) e terpinen-4-ol (5,88%) como

constituintes majoritarios do 6leo volatil de E. benthamii extraido de folhas coletadas
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no outono de 2008 em Colombo, Parand. No entanto, no presente estudo, o 6leo
essencial das amostras foliares coletadas em Ponta Grossa e nessa mesma estacéo
apresentou os compostos a-pineno (38,63%), globulol (17,73%), aromadendreno
(14,87%), viridiflorol (2,87%) e y-terpineno (2,72%) como predominantes. Da mesma
forma, foram identificados no 6leo volatil extraido a partir das folhas colhidas durante
a primavera de 2008 em Colombo, os compostos a-pineno (20,84%), globulol
(15,17%), p-cimeno (14,10%), y-terpineno (11,01%), aromadendreno (8,78%) e
terpinen-4-ol (4,21%) (BOSCARDIN, 2009). Enquanto que essa investigacéo
apontou o0 monoterpeno a-pineno (31,56%) seguido dos compostos globulol
(20,37%), aromadendreno (13,94%), (E)-pinocarveol (4,43%) e viridiflorol (3,16%)
como constituintes principais. Esses achados demonstram a necessidade de sempre
estabelecer a composicdo quimica por CG/EM da amostra disponivel, previamente a
realizacado de estudos biologicos.

Silva, Brito e Silva Junior (2006) investigaram o potencial de algumas
espécies de eucalipto para obtencdo de esséncia. Nesse trabalho, foi verificado um
teor de 0,40% e 0,35% de o6leo volatil de E. benthamii extraido de folhas frescas
colhidas nos meses de outono e verao, respectivamente. Os principais componentes
do ¢6leo volatil dessa espécie foram determinados, sendo o a-pineno o constituinte
majoritario. Concentracdes de 47,6, 26,4, 24,2 e 34,7% de a-pineno foram
identificadas no Oleo essencial extraido a partir do material foliar colhido nos meses
de outono, inverno, primavera e verao, respectivamente. Outro estudo envolvendo a
subespécie E. benthamii var benthamii apontou 73,15% de a-pineno, 0,43% de p-
cimeno e auséncia de 1,8-cineol na constituicdo quimica do 6leo essencial (LUCIA et
al., 2011). Mossi e colaboradores (2011) avaliaram a composi¢cdo quimica dos 6leos
essenciais de E. benthamii, E. dunnii, E. globulus, E. viminalis e E. saligna. Os
compostos a-pineno (54%), 1,8-cineol (9,9%), viridiflorol (17,1%) e aromadendreno
(7,3%) foram identificados como majoritarios para o 6leo essencial de E. benthamii
obtido a partir da extracdo de folhas colhidas no verdo em Erechim, no Rio Grande
do Sul. Tian et al. (2005) indicou os terpenos a-pineno (31%), globulol (15,34%),
aromadendreno (13,80%) e epi-globulol (4,86%) como constituintes principais do
6leo volatil de E. benthamii obtido a partir de amostras foliares coletadas na China.

Diferentemente do verificado para outras espécies de Eucalyptus (SILVA,
BRITO; SILVA JUNIOR, 2006; ALMEIDA et al., 2005; FRANCO et al., 2005; YANG
et al., 2004; SILVESTRE et al.,, 1997; BARTON; TJANDRA; NICHOLAS, 1989), o
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1,8-cineol ou eucaliptol, componente predominante da espécie farmacopeica E.
globulus, néo foi identificado na composicdo quimica da espécie E. benthamii. No
entanto, um teor relativamente alto de a-pineno foi verificado para as amostras de
Oleos essenciais extraidos a partir de folhas das quatro estacdes.

O monoterpeno hidrocarboneto a-pineno, CjoHis, constituinte majoritario do
Oleo essencial das folhas de E. benthamii, tem sido relacionado a atividade
antibacteriana (LEITE et al., 2007) e inseticida, bem como ao uso industrial para a
obtencado da canfora e para a producéo de perfumes (THE MERCK INDEX, 2001).
Esse composto € um dos principais componentes da turpentina, uma oleorresina
toxica extraida de espécies de Pinus e tem sido verificado como um dos
componentes predominantes de algumas espécies de Eucalyptus. Silva, Brito e Silva
Janior (2006) identificaram o a-pineno como constituinte majoritario para as especies
E. benthamii e Eucalyptus cloeziana F.Muell. Sartorelli et al. (2007) observaram que
o Oleo volatil das folhas de E. robusta, coletadas durante o outono, apresentou um
alto teor de a-pineno (73%). Para o 6leo essencial de E. saligna, comprovaram
diferencas quimicas relacionadas ao estagio fenologico das folhas, sendo que o
monoterpeno a-pineno foi quantificado somente no 6leo volatil obtido a partir de
folhas coletadas de arvores em floracdo, com teor de 45,1% (SARTORELLI et al.,
2007). Entretanto, Estanislau et al. (2001) evidenciaram 0,27% desse monoterpeno
no oleo essencial de E. saligna. Os representantes hibridos de E. grandis x E.
tereticormis e E. grandis x E. camaldulensis revelaram concentracbes de 22,8 e
30,65% de a-pineno em seus O6leos essenciais, respectivamente (LUCIA et al.,
2008). Boscardin (2009) indicou a presenca de 22,63% de a-pineno no 6leo
essencial obtido de folhas de E. benthamii coletadas no outono, e 20,84% na
amostra de primavera.

O eucaliptol, 1,8-epoxi-p-mentano ou 1,3,3-trimetil-2-oxabiciclo[2.2.2]-octano,
também é conhecido como 1,8-cineol ou cajeputol. Esse composto apresenta a
férmula molecular C10H150 e é constituido por duas subunidades isoprénicas (THE
MERCK INDEX, 2001). O eucaliptol € o componente majoritario de alguns 6leos
essenciais de Eucalyptus, além de ser obtido por meio de outras fontes. Segundo a
International Standard Organization (ISO), os O6leos volateis do género Eucalyptus
gue sao ricos em 1,8-cineol e recomendados para a industria farmacéutica, devem
apresentar entre 80-85% de eucaliptol em sua composicao (VITTI; BRITO, 2003).

Entre as atividades biolégicas reconhecidas, o 1,8-cineol apresenta acao
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expectorante, anestésica, antisséptica, antibacteriana, antifingica, repelente, entre
outras (SIMOES; SPITZER, 2007).

O monoterpeno oxigenado 1,8-cineol foi identificado como o constituinte
majoritario do 6leo essencial das folhas de E. camaldulensis, a partir de espécimes
coletados na regido sudeste do Brasil, com variacdo de teor de 28 a 52,1% (SILVA;
BRITO; SILVA JUNIOR, 2006). Porém, Cheng et al. (2009) verificaram 22,52% de a-
pineno e 9,48% de 1,8-cineol nos 6leos essenciais extraidos das folhas frescas de
exemplares dessa mesma espécie localizados na regiao leste de Taiwan. Um teor
de 19,13% de 1,8-cineol foi estabelecido para E. camaldulensis por Lucia e
colaboradores (2008). Para a espécie Eucalyptus urophylla S. T. Blake foi
determinado teor de 58,34% de 1,8-cineol e 6,25% para o conteudo de a-pineno
(CHENG et al., 2009). Em estudo com as folhas de Eucalyptus dealbata A. Cunn. ex
Schauer, foi observado um teor de 70% para o 1,8-cineol para as amostras de
inverno, enquanto o composto terpénico a-pineno foi quantificado em 16,3 e 23,5%
para as amostras de outono e de verdo, respectivamente (SEFIDKON;
BAHMANZADEGAN; ASSAREH, 2008). Silva, Brito e Silva Janior (2006), ao
avaliarem o potencial de espécies de Eucalyptus para a producdo de oleos
essenciais, identificaram o 1,8-cineol como o constituinte principal de E. viminalis
(85,6%), E. globulus (85,5%), E. dunni (67%), Eucalyptus propinqua H. Deane &
Maiden (60,5%), E. tereticormis (54,8%), E. camaldulensis (40,8%) e Eucalyptus
maculata Hook. (28,7%).

Barton, Tjandra e Nicholas (1989) determinaram, majoritariamente,
compostos monoterpenoides a partir da analise de 6leos volateis extraidos do
material foliar de Eucalyptus kochii Maiden et Blakely subsp. kochii, E. kochii subsp.
plenissima e Eucalyptus oleosa var. borealis C. A. Gardner, sendo que o teor de 1,8-
cineol variou entre 80 e 90% nas trés espécies estudadas. Para o 6leo essencial das
folnas de Eucalyptus microcorys F. Muller, Almeida e colaboradores (2005)
identificaram o monoterpenoide 1,8-cineol, com teor de 87%, como constituinte
principal.

No 6leo essencial de E. globulus subsp. globulus, obtido a partir de
espécimes de Portugal, foi observado maior contetudo de 1,8-cineol (de 62,5 a 71%)
para as folhas adultas em relacéo as folhas jovens (de 48 a 62,5%) (SILVESTRE et
al., 1997). Yang e colaboradores (2004) identificaram 90% de 1,8-cineol e 2,2% de

a-pineno no Oleo essencial das folhas de E. globulus. Malinowski (2010) quantificou
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65,34% de 1,8-cineol na composicao do 6leo essencial obtido a partir de folhas
secas de E. globulus spp. bicostata, coletadas no outono.

Franco e colaboradores (2005) identificaram o0s compostos 1,8-cineol
(75,70%), a-terpineol (9,67%), o-cimeno (8,42%) e a-pineno (6,21%) como
componentes majoritarios do 6leo volatil das folhas de E. cinerea. Babu e Singh
(2009) encontraram maiores teores de 1,8-cineol no 6leo essencial de E. cinerea
obtido a partir das folhas frescas (84,4%) em relacéo as folhas dessecadas por 24 h
(77,6%).

Anténio (2011) identificou o 1,8-cineol (81,17%) como componente majoritario
do d6leo essencial de folhas secas de Eucalyptus badjensis Beuzev. & Welch,
seguido dos compostos a-pineno (8,36%), limoneno (5,61%) e a-terpineol (2,02).
Mantero et al. (2007) estabeleceram um teor de 85,95% de 1,8-cineol a partir do
oleo essencial de folhas secas de E. badjensis.

Lucia e colaboradores (2008), ao estudarem o rendimento, a composicao
guimica e a bioatividade de Oleos essenciais obtidos de folhas de 12 espécies de
Eucalyptus, verificaram menores teores de 1,8-cineol para Eucalyptus gunnii Hook
(17,95%), E. tereticormis (18,59%) e E. camaldulensis (19,13%).

Entretanto, alguns trabalhos tém relatado a auséncia do 1,8-cineol na
constituicdo quimica de O6leos essenciais de Eucalyptus. Giles e colaboradores
(2010) investigaram a composicdo quimica dos Oleos essenciais obtidos a partir de
folnas das espécies Eucalyptus staigeriana F. Muell. ex Bailey, Eucalyptus dives
Schauer e Eucalyptus olida L.A.S. Johnson & K.D. Hill coletadas na Australia.
Apenas para a espécie E. staigeriana foi identificado o 1,8-cineol (34,8%) na
constituicdo do oOleo essencial. Os compostos piperitona (40,5%), a-felandreno
(17,4%), p-cimeno (8,5%) e terpinen-4-ol (4,7%) foram identificados como
componentes predominantes do 6leo essencial de E. dives. Em contraste, apenas
um componente majoritario, o (E)-metil cinamato, representou 99% da composicao
do dleo volatil de E. olida. Elaissi et al. (2011) avaliaram os 06leos essenciais de 20
espécies de Eucalyptus colhidas no Noroeste e Norte da Tunisia. De um total de 20
espécies, sete taxa continham menos de 5% de 1,8-cineol. Sartorelli et al. (2007)
relataram a auséncia de 1,8-cineol nas composi¢des quimicas dos 6leos essenciais
de E. saligna e E. robusta.

As variac¢Oes verificadas na constituicdo quimica dos 6leos volateis extraidos

a partir de folhas de representantes do género Eucalyptus podem estar relacionadas
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a fatores geogréficos, edaficos e climaticos, bem como ao procedimento e as
condi¢cbes extrativas. Além disso, essas variacdes também podem ocorrer em
funcéo da idade das arvores bem como de suas folhas (SIMOES; SPITZER, 2007;
HE; MURRAY; LYONS, 2000).

Os resultados relativos a constituicdo quimica do 6leo essencial em estudo
sdo condizentes com o verificado para algumas espécies de Eucalyptus, no qual o
1,8-cineol esta ausente ou é identificado em quantidades vestigiais. Porém, séo
pouquissimos taxa desse género que apresentam tal particularidade quimica na
composi¢cdo de sua esséncia. Dessa forma, a partir da analise dos dados indicados
na literatura, é possivel sugerir que E. benthamii apresenta um 6leo essencial com
composi¢cdo quimica diferenciada, visto que ndo contém 1,8-cineol ou apresenta
somente tracos deste componente monoterpénico e uma concentracao

relativamente elevada de a-pineno.

5.2 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA IN VIVO

5.2.1 Efeito do 0Oleo essencial de E. benthamii e do a-pineno sobre o edema de

orelha e migracéao celular induzidos por TPA

A atividade anti-inflamatéria do Oleo essencial obtido a partir das folhas
adultas de E. benthamii e do monoterpeno a-pineno foi avaliada por meio do modelo
de edema de orelha e migracéo celular em camundongos. O edema de orelha foi
induzido pela aplicacéo topica do agente flogistico TPA (2,5 pg/orelha). Seis horas
apos a aplicacdo do TPA, os animais exibiram edema, representado pelo aumento
significativo na espessura da orelha. O edema de orelha foi inibido pelo tratamento
tépico com o 6leo essencial de E. benthamii bem como pelo monoterpeno a-pineno.
Os resultados apresentados na Figura 23 mostram que o 6leo essencial foi capaz de
inibir a formacdo do edema induzido por TPA com uma inibicdo maxima de 51 *+ 6%
na dose de 0,1 mg/orelha. Entretanto, essa resposta inibitéria do 6leo essencial ndo
apresentou um padrédo dependente da dose administrada. O a-pineno apresentou
atividade antiedematogénica com inibicdo méaxima de 55 + 4% para a dose de 1,0

mg/orelha e também um padrdo independente da dose administrada (FIGURA 24). A
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dexametasona (0,05 mg/orelha), usada como controle positivo, causou uma reducgéo

significativa do edema.
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FIGURA 23— EFEITO DO OLEO ESSENCIAL DE E. benthami NO EDEMA DE ORELHA

INDUZIDO POR TPA. OS ANIMAIS FORAM DESAFIADOS TOPICAMENTE COM O
TPA (CONTROLE), COM EXCECAO DO GRUPO VEICULO QUE RECEBEU
APENAS A APLICACAO DE ACETONA (VEICULO). NA SEQUENCIA, OS ANIMAIS
FORAM TRATADOS COM O OLEO ESSENCIAL (0,03 A 1 mg/ORELHA) E
DEXAMETASONA (DEXA, 0,05 mg/ORELHA). AS BARRAS REPRESENTAM A
MEDIA + EPM (N=5-8) DO AUMENTO DA ESPESSURA DA ORELHA EM
MICROMETROS. ANOVA, SEGUIDA PELO TESTE POST-HOC DE NEWMAN-
KEULS. " P<0,001 QUANDO COMPARADO AO GRUPO VEICULO. * P<0,05 E ***
P<0,001 QUANDO COMPARADOS AO GRUPO CONTROLE.
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FIGURA 24 — EFEITO DO a-PINENO NO EDEMA DE ORELHA INDUZIDO POR TPA. OS
ANIMAIS FORAM DESAFIADOS TOPICAMENTE COM O TPA (CONTROLE), COM
EXCECAO DO GRUPO VEICULO QUE RECEBEU APENAS A APLICACAO DE
ACETONA (VEICULO). NA SEQUENCIA, OS ANIMAIS FORAM TRATADOS COM O
a-PINENO (0,1 A 1 mg/ORELHA) E DEXAMETASONA (DEXA, 0,05 mg/ORELHA).
AS BARRAS REPRESENTAM A MEDIA + EPM (N= 5-8) DO AUMENTO DA
ESPESSURA DA ORELHA EM MICROMETROS. ANOVA, SEGUIDA PELO TESTE
POST-HOC DE NEWMAN-KEULS. " P<0,001 QUANDO COMPARADO AO
GRUPO VEICULO. *** P<0,001 QUANDO COMPARADO AO GRUPO CONTROLE.

Posteriormente, foi avaliada a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO),
gue é um marcador enzimatico da infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares no
tecido inflamado, a qual atinge o pico em 24 h apés a aplicacdo do TPA e, entdo,
decresce lentamente (LLORET; MORENO, 1995). Foram testadas as mesmas
doses da curva dose-resposta do modelo de edema de orelha induzido pelo TPA. A
administracdo topica de TPA aumentou expressivamente a atividade da enzima
MPO. A atividade enzimatica foi significativamente reduzida nos animais tratados
com o 6leo essencial das folhas adultas de E. benthamii e com o a-pineno. O 6leo
essencial diminuiu a atividade da MPO em 50 + 11% (0,1 mg/orelha) (FIGURA 25).
Enquanto que o a-pineno reduziu a atividade da MPO em 60 *+ 6% (1,0 mg/orelha)
(FIGURA 26). Da mesma forma que na reducdo do edema de orelha, a resposta
inibitoria do 6leo essencial e do a-pineno ndo apresentou um padrédo dependente da
dose administrada. Nesse ensaio, a dexametasona também foi utilizada como

controle positivo.
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FIGURA 25 - EFEITO DO OLEO ESSENCIAL DE E. benthamii E DEXAMETASONA (DEXA)

ADMINISTRADOS POR VIA TOPICA SOBRE A ATIVIDADE DA ENZIMA MPO NO
SOBRENADANTE DE HOMOGENATOS DE ORELHAS SUBMETIDAS AO TPA. OS
ANIMAIS FORAM DESAFIADOS COM TPA (CONTROLE), COM EXCECAO DO
GRUPO VEICULO, QUE RECEBEU A APLICACAO DE ACETONA (VEICULO), E
DO GRUPO NAIVE. AS DOSES ESTAO EM mg/ORELHA. A ATIVIDADE DA MPO
FOlI AVALIADA 24 H APOS A ADMINISTRACAO DO TPA. A ATIVIDADE
ENZIMATICA FOI QUANTIFICADA POR MEIO DE LEITOR DE PLACA (A=620 nm).
CADA BARRA REPRESENTA A MEDIA + EPM. (N= 5-8). ANOVA, SEGUIDA PELO
TESTE POST-HOC DE NEWMAN-KEULS. " P< 0,001 QUANDO COMPARADO
AO GRUPO VEICULO. ** P<0,001 QUANDO COMPARADO AO GRUPO
CONTROLE.
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FIGURA 26 — EFEITO DO a-PINENO E DEXAMETASONA (DEXA) ADMINISTRADOS POR VIA
TOPICA SOBRE A ATIVIDADE DA ENZIMA MPO NO SOBRENADANTE DE
HOMOGENATOS DE ORELHAS SUBMETIDAS AO TPA. OS ANIMAIS FORAM
DESAFIADOS COM TPA (CONTROLE), COM EXCECAO DO GRUPO VEICULO
QUE QUE RECEBEU A APLICACAO DE ACETONA (VEICULO), E DO GRUPO
NAIVE. AS DOSES ESTAO EM mg/ORELHA. A ATIVIDADE DA MPO FOI
AVALIADA 24 H APOS A ADMINISTRACAO DO TPA. A ATIVIDADE ENZIMATICA
FOI QUANTIFICADA POR MEIO DE LEITOR DE PLACA (A=620 nm). CADA BARRA
REPRESENTA A MEDIA + EPM (N= 5-8). ANOVA, SEGUIDA PELO TESTE POST-
HOC DE NEWMAN-KEULS. " P<0,001 QUANDO COMPARADO AO GRUPO

VEICULO. ** P<0,01 E ** P<0,001 QUANDO COMPARADOS AO GRUPO
CONTROLE.

O edema também foi avaliado por meio da analise histoldgica das orelhas dos
camundongos. A analise por microscopia optica, 24 h apos a inducdo da inflamacéo
com TPA, revelou aumento na espessura da orelha com clara formacdo de edema
(FIGURA 27 — C). O edema foi reduzido com a administracdo topica de 0,1
mg/orelha do 6leo essencial de E. benthamii e 1,0 mg/orelha de a-pineno (FIGURA
27 — D e E), bem como por 0,05 mg/orelha de glicocorticoide dexametasona
(FIGURA 27 — F). O grupo que recebeu apenas veiculo ndo mostrou nenhuma

mudanca, mantendo-se intacto, assim como o naive (FIGURA 27 — A e B).
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A avaliacdo da atividade anti-inflamatoria de farmacos pode ser realizada por
diversos modelos experimentais inflamatorios. Os modelos experimentais permitem
identificar compostos com acédo anti-inflamatoéria, os quais poderdo ser empregados
no tratamento de doencas inflamatérias que acometem a pele, tendo em vista que
tais modelos promovem condi¢cdes semelhantes as observadas em alguns tipos de
dermatites (BOUCLIER et al., 1990). Nesta investigacdo, o 6leo essencial das folhas
adultas de E. benthamii e seu constituinte majoritario, o a-pineno, foram estudados
guanto a um possivel efeito anti-inflamatério por meio do modelo experimental de
inflamagé&o aguda induzida pelo TPA. O controle positivo empregado nestes ensaios
foi a dexametasona, um glicocorticoide reconhecido por sua potente atividade anti-
inflamatoria.

O agente irritante TPA (acetato de 12-O-tetradecanoilforbol) € um composto
presente no 6leo de créton (Croton tiglium L.). E um potente agente flogistico e
promotor de tumor capaz de desencadear uma resposta inflamatéria e
hiperproliferativa muito intensa, semelhante a algumas doencas cutaneas (GABOR,
2003; GABOR, 2000). A resposta inflamatoria cutanea, provocada pela aplicacdo
topica de TPA, é caracterizada por vasodilatacdo e desenvolvimento de eritema nas
primeiras duas horas, acompanhado do aumento da espessura da orelha como
consequéncia do extravasamento celular, que alcan¢ca um pico maximo na sexta
hora e tende a diminuir, atingindo os valores basais apds 24 h. Entre a quarta e
sexta hora, € possivel constatar a aderéncia dos leucdcitos polimorfonucleares na
parede dos vasos e a degranulacdo de mastécitos. Contudo, a infiltracdo maxima de
leucdcitos no tecido € atingida somente 24 h apés a administracdo topica do TPA
(YOUNG et al., 1983).

O TPA exerce sua acao por meio da ativacao da proteina quinase C (PKC),
bem com da ativacdo da via MAP quinase (MAPK), fosfolipase A2 (PLA2), inducéo
da expressdo da COX-2 e translocacédo/ativacdo da LOX, que culmina na sintese e
liberacdo de mdultiplos mediadores pro-inflamatérios, aos quais se atribui o
desenvolvimento do edema, migracdo leucocitaria e hiperproliferacdo celular
(MURAKAWA et al., 2006; DE BERNARDIS et al., 1994). A ativacdo da MAPK pela
PKC causa a ativacdo de alguns fatores de transcricdo nuclear, como NF-kB e a
AP-1. Tais fatores de transcricdo nuclear tém uma funcdo central na regulacdo de
varias proteinas pro-inflamatérias, como algumas citocinas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8,

TNF-a), moléculas de adesdo e enzimas pro-inflamatorias (COX-2, iINOS)
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(PASCUAL; GLASS, 2006; GLASS; OGAWA, 2006; GARCIA-PINERES et al., 2001).
Por outro lado, a fosforilagdo da PLA2 pela PKC resulta na liberacdo de &cido
araquidonico (AA), seguida da producao de prostaglandinas (PG) e leucotrienos (LT)
via COX e LOX, respectivamente (WANG et al., 2000).

Outros parametros inflamatorios envolvidos em diversas doencas cutaneas
também podem ser avaliados por meio do modelo de edema de orelha induzido pelo
TPA. Um exemplo é a infiltracdo leucocitéria no tecido lesado durante uma resposta
inflamatéria aguda (WINYARD, 2003; GABOR, 2000). Os neutréfilos sdo as
primeiras células a se deslocarem para a regido exposta a um estimulo nocivo. Na
regido de inflamacdo, os neutrdfilos liberam varias substancias, tais como ROS,
mediadores pro-inflamatérios e enzimas proteoliticas, como a MPO, colaborando na
manutencao do processo inflamatério (BRADLEY et al., 1982). A MPO, presente nos
granulos azurofilos dos neutrofilos, reage com peroxido de hidrogénio (H2.O2) e anion
cloro, em concentragdes fisiologicas, para produzir acido hipocloroso (HCIO), o qual
€ um potente oxidante citotoxico relacionado ao dano tecidual provocado pelos
neutrofilos na inflamacdo bem como a uma acdo antimicrobiana (ROMAN, 2006).
Dessa forma, a enzima MPO é um importante marcador da presenca de leucécitos
polimorfonucleares na regido de inflamacéo, visto que a avaliagcdo de sua atividade
esta diretamente relacionada a quantidade de células infiltradas no tecido inflamado.
(BRADLEY et al. 1982). Postula-se que a inibicdo da atividade da MPO quando da
administracdo de um composto pode estar relacionada a inibicdo direta desta
enzima, a diminuicdo de neutréfilos no tecido inflamado, ou ainda a reducdo da
disponibilidade de seu substrato (H,O,) (ARNHOLD, 2003).

A atividade anti-inflamatéria de O6leos essenciais tem sido amplamente
pesquisada (SUNTAR et al., 2011; OCANA-FUENTES et al., 2010; MIGUEL, 2010;
HAJHASHEMI; SAJJADI; HESHMATI, 2009; JUHAS et al., 2008; PASSOS et al.,
2007; ESTEVES et al., 2005; CHAO et al., 2005; SILVA et al., 2003). O efeito anti-
inflamatério atribuido a algumas esséncias parece estar relacionado ndo s6 a
atividade antioxidante, mas também as interacbes com a cascata de sinalizacéo
envolvendo citocinas e fatores reguladores da transcricdo e expressao de genes pro-
inflamatérios (MIGUEL, 2010).

Pesquisadores verificaram que o0s Oleos essencias de Aloe barbadensis
Miller, lllicium verum Hook f., Citrus aurantium subsp. bergamia (Risso) Wight & Arn.,

Cinnamomum zeylanicum Blume., E. globulus, Juniperus communis L., Lavandula
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officinalis Chaix & Kitt, Thymus vulgaris L. e Cananga odorata (Lam.) Hook. F et
Thomson, nos quais os compostos predominantes séo limoneno, acetato de linalil, -
trans-cariofileno, 1,8-cineol, p-cimeno, timol e eugenol, mostraram fortes efeitos
inibidores da lipoxigenase (WEI; SHIBAMOTO, 2010). Outros exemplos de inibidores
da 5-lipoxigenase incluem alguns 6leos essenciais extraidos a partir de exemplares
do género Salvia L. oriundos da Africa do Sul, sendo que os autores atribuiram tais
atividades a presenca de 1,8-cineol, a-pineno e - cariofileno no éleo essencial
(KAMATOU et al., 2006).

Silva et al. (2003) demonstraram os efeitos anti-inflamatorios dos Oleos
essenciais das espécies Corymbia citriodora (Hook.) K.D. Hill & L.A.S. Johnson, E.
tereticornis e E. globulus por meio da inibicdo do edema de pata de rato induzido por
carragenina e dextrano, pela reducdo da migracdo de neutréfilos na cavidade
peritoneal de ratos induzida pela carragenina, e pela diminuicdo na permeabilidade
vascular induzida por carragenina ou histamina. No entanto, resultados consistentes
nao foram observados para alguns dos parametros avaliados, tanto em termos de
atividades quanto em relacdo a dose-resposta, 0 que pode estar relacionado a
natureza rica e complexa dos 6leos essenciais.

Medeiros et al. (2007) avaliaram os efeitos de um medicamento popularmente
usado no estado da Paraiba, desde 1889 como antisséptico e anti-inflamatorio. O
medicamento fitoterapico brasileiro (BPF) € composto de corantes das plantas E.
globulus, Peltodon radicans Pohl e Schinus terebinthifolius Raddi em etanol a
13,3° GL. Esse composto inibiu tanto o edema de orelha induzido por TPA como por
capsaicina. Nas investigacdes utilizando a técnica de edema de pata induzido por
carragenina, foi demonstrado que a administracdo oral também inibiu o0 edema de
pata em aproximadamente 29%.

Alguns pesquisadores tém relatado que monoterpenos de Oleos de
Eucalyptus sdo potentes inibidores de mediadores inflamatérios. O eucaliptol inibe a
sintese do fator de necrose tumoral-a, interleucina-18, leucotrieno B4, € tromboxano
B, (JUERGENS et al.,, 1998a). Além disso, ha dados indicando que o eucaliptol
promove a inibicdo do metabolismo do &cido araquidénico em mondcitos humanos
(JUERGENS et al., 1998b).

Martin et al. (1993) demonstrou a acdo anti-inflamatéria do monoterpeno
hidrocarboneto a-pineno no modelo de edema de pata de rato induzido por

carragenina ou PGE;. Em outro estudo conduzido por Zhou et al. (2004), foi
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demonstrado que o a-pineno inibiu, de maneira dose-dependente, a translocacéo
nuclear de NF-kB em células THP-1 induzidas pelo LPS. Esse efeito é
particularmente devido a uma regulag&o positiva ou crescente da expressao de IkBa.
Os efeitos de TLCK (N-tosil-L-lisina clorometil cetona) no NF-kB e no IkBa em
células THP-1, induzidas pelo LPS, foram similares aos provocados pelo a-pineno.
TLCK é um inibidor de serino-protease, que antagoniza indiretamente a translocacéo
nuclear de NF-kB pelo bloqueio do caminho de sinalizacdo para a fosforilagao
estimulo-induzida de IkBa prevenindo sua degradacdo. Esses dados indicam que a
estabilizacdo previne a degradacdo do lkBa e a translocacdo nuclear de NF-«B,
bloqueando potencialmente os efeitos do gene regulador do NF-kB, o qual pode
representar um dos mecanismos de acéo anti-inflamatorios do a-pineno.

No que tange as suas propriedades biologicas, deve-se observar que 0s
Oleos essenciais sdo misturas complexas de numerosas moléculas. Na literatura, na
maioria dos casos, apenas 0s principais constituintes de certos 6leos essenciais
foram analisados. E, geralmente, o0s principais componentes refletem as
caracteristicas biofisicas e bioldgicas dos Oleos essenciais a partir do qual foram
isolados (IPEK et al., 2005). No entanto, é possivel que a atividade dos principais
compostos seja modulada por outras moléculas presentes em menores
concentracfes (FRANZIOS et al, 1997;. SANTANA-RIOS et al, 2007;. HOET et al,
2006). Além disso, € provavel que varios componentes dos Oleos essenciais
desempenhem um papel na penetracdo celular (CAL, 2006), na atracao
lipofilica/hidrofilica e na fixacdo nas paredes celulares e membranas, além da
distribuicdo celular. Dessa forma, o conceito de sinergia parece exercer um papel
bastante significativo na determinacdo de atividades biolégicas a partir de 6leos
essenciais.

No delineamento gréfico, a relacdo entre a diminuicdo do edema e as doses
do 6leo essencial toma a forma de uma curva em “U”, no entanto a mesma reducéo
do edema provocado pelas doses em estudo € observada para as doses do
a-pineno. Um padréo de resposta similar ocorre quando da avaliacdo da atividade da
enzima MPO, no qual é possivel verificar a formagdo da mesma curva em “U” para o
delineamento grafico do 6leo essencial. Porém, para as doses de 0,03 e 1,0
mg/orelha ndo ha reducdo significativa da atividade da enzima. O a-pineno
promoveu decréscimo na atividade da MPO nas trés doses analisadas, porém essa

resposta nao foi dose-dependente.
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Esses dados concordam com o proposto na literatura, visto que o a-pineno
reflete a atividade anti-inflamatéria do éleo essencial, porém a influéncia dos demais
constituintes presentes na esséncia modula a atividade do composto majoritario, a-
pineno, determinando resultados diferentes para a mesma avaliacao biologica.

Em sintese, o 6leo volatil em estudo, com sua constituicdo complexa de
numerosas moléculas, possui efeito anti-inflamatorio. Essa caracteristica, somada a
expansao gradual da area de cultivo dessa arvore pode determinar as folhas uma
fonte paralela de recursos econémicos, em virtude da presenca de metabdlitos
farmacologicamente ativos e promissores para o desenvolvimento de alternativas

aos anti-inflamatérios em uso atualmente.

5.3 AVALIACAO DO EFEITO DO OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS ADULTAS DE E.
benthamii E DO a-PINENO SOBRE A PRODUCAO DE OXIDO NITRICO EM
CULTURA EX VIVO DE MACROFAGOS DE CAMUNDONGO

Considerando-se que o oOxido nitrico (NO) produzido em quantidades
elevadas por células inflamatdrias ativadas tem demonstrado estar envolvido na
patogénese da inflamacéo, foi avaliada a influéncia do 6leo essencial das folhas
adultas de E. benthamii e do a-pineno sobre a producdo de NO. Os macréfagos
peritoneais de camundongos foram estimulados com 10 ug.mL™ de LPS por 24 h
concomitantemente aos tratamentos com trés diferentes concentracfes (5, 10 e 20
pg.mL™?) de 6leo essencial de folhas adultas e a-pineno. A utilizacdo do LPS
promove aumento da producéo de NO pela inducéo da enzima Oxido Nitrico Sintase
induzivel (iNOS).

A Figura 28 apresenta os efeitos do 6leo essencial das folhas adultas de E.
benthamii sobre a producdo de NO em macrofagos estimulados com LPS. De
acordo com os resultados obtidos, foi verificado que o 6leo essencial das folhas
adultas de E. benthamii reduz significativamente a producdo de NO em relacdo ao
controle (P<0,001). Na concentracdo de 20 ug.mL™ o 6leo essencial foi capaz de
inibir a producédo do NO em cerca de 25% com uma producdo méaxima de 75,64 *
9,87% quando comparado ao grupo controle. Na concentracdo de 10 pg.mL™?, a

producéo de NO foi de 82,22 + 6,10%. Cumpre ressaltar que nas concentragdes
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testadas, nao foi observado nenhum efeito citotéxico, como pode ser constatado

pelos ensaios que avaliaram o efeito do 6leo essencial sobre a viabilidade celular na

Figura 29.
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FIGURA 29 — EFEITO DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS ADULTAS DE E. benthamii SOBRE
A  VIABILIDADE CELULAR DE MACROFAGOS PERITONEAIS DE
CAMUNDONGOS. A EXPOSICAO DAS CELULAS AO TERPENO OCORREU
DURANTE 24 H E A VIABILIDADE CELULAR FOI AVALIADA PELO ENSAIO DO
MTT. OS RESULTADOS ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM (N= 4-8).
ANOVA, SEGUIDA PELO TESTE POST-HOC DE TUKEY.

A Figura 30 indica os efeitos do a-pineno sobre a producdo de NO em
macrofagos estimulados com LPS. N&o foi evidenciada inibicdo na producdo de NO
a partir do monoterpeno a-pineno, nas concentracdes testadas. Similarmente ao
O0leo essencial, o a-pineno, também ndo exerceu acado citotoxica sobre os

macrofagos peritoneais em estudo (FIGURA 31).
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Embora o éleo essencial de folhas adultas de E. benthamii tenha apresentado
potencial para inibir a producdo de NO, seu composto majoritario, a-pineno, nao
demonstrou 0 mesmo efeito sobre os macréfagos peritoneais de camundongos.
Novamente, cabe ressaltar, que esses resultados sdo mais uma evidéncia que a
combinacdo de componentes volateis pode influenciar o efeito final de atividades

biolégicas.

O NO é uma molécula gasosa e altamente toxica em funcdo de ser um radical
livre. As func®es fisiolégicas do NO s&o complexas e antagdnicas. Essa molécula
pode ser benéfica ou potencialmente téxica, conforme a concentracdo ou depuracao
tecidual (FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000) De maneira geral, o NO esta
envolvido em diversos processos fisiologicos no homem, incluindo a coagulacéo do
sangue, a neurotransmissdo, o controle de pressédo sanguinea e a modulacdo no
sistema imunoldgico (FELDMAN et al.,, 1993). Assim, problemas inflamatoérios e
infecciosos, cardiovasculares e neuronais podem estar envolvidos com niveis baixos
ou elevados de NO (QUEIROZ; BATISTA, 1999).

NO sintase (NOS) é a enzima que catalisa a formacdo de NO, sendo que
existem trés isoformas de NOS: constitutiva (cNOS), endotelial (eNOS) e induzivel
(iINOS). iINOS catalisa a producéo de grande quantidade de NO a partir de L-arginina
e oxigénio molecular. Essa enzima é regulada por uma série de vias de sinalizacéo,
incluindo o fator de transcricdo NF-KkB e as proteinas-quinases ativadas por
mitdgenos (MAPKSs). Mediadores inflamatérios tais como IL-1, TNF-a ou LPS
estimulam a expressdo de INOS em macréfagos de roedores in vitro. (MIGUEL,
2010).

N&o ha relatos na literatura relacionando a inibicdo da producdo de NO e
Oleos essenciais de Eucalyptus, o que caracteriza a importancia dos dados obtidos.
No entanto, alguns pesquisadores relataram efeito inibitério sobre a producdo de NO
com o0 emprego de extratos desse género e ainda, outras investigacdes mostram
gue Oleos volateis pertencentes a outros géneros também exercem efeito inibidor. A
maioria destes 6leos testados sdo constituidos principalmente por a-pineno, ou seja,
contém esse monoterpeno como um dos principais componentes.

Vigo e colaboradores (2004) investigaram o efeito dos extratos de E. globulus
e Thymus vulgaris L. sobre a producdo de NO induzida por LPS e interferon-y (IFN-

y) na linhagem celular J774A.1. Ambos os extratos inibiram significativamente o
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aumento da producdo de NO de maneira dose-dependente bem como a expressao
do gene INOS. Esse estudo sugeriu que a inibicdo da producdo de NO pode ser
devido a atividade sequestradora de NO e/ou a inibicdo da expressdo do gene iNOS
a partir dos extratos. Neves et al. (2010) investigou cinco 6leos essenciais para a
identificacdo de potenciais inibidores da ativacédo de NF-kB e da producéo de NO
induzidas por IL-1 na linhagem de condrdcitos C-28/12 . O 6leo essencial das folhas
de Juniperus oxycedrus L., composto predominantemente por a-pineno (76%),
alcancou a maior inibicdo na producdo de NO. De forma semelhante, uma fracéao
contendo 93% de a-pineno reduziu significativamente a producdo de NO e a
ativacdo de NF-kB. O 6leo essencial da espécie Abies koreana E. H. Wilson, que
contém acetato de bornilo, limoneno e a-pineno como componentes majoritarios,
demonstrou efeitos inibitérios sobre os mediadores pro-inflamatorios NO e PGEZ2.
Tais efeitos foram relacionados a modulacédo da expressao de iINOS e COX-2 (Yoon
et al., 2009).

Ao contrario do apresentado na literatura, o a-pineno nao alterou a producao
de NO em macréfagos peritoneais de camundongos no presente estudo. Em
contrapartida, o 6leo essencial de E. benthamii, cujo principal composto é o a-
pineno, reduziu significativamente a producdo de NO. Esse resultado vem a
corroborar que a combinacdo de componentes volateis de 6leos essenciais podem
influenciar o efeito final. Nesse sentido, é possivel justificar a diferenca de resposta
observada para o 0Oleo volatil de E. benthamii e seu composto majoritario, a-pineno,
para essa atividade biolégica.

A inibicdo da producdo de NO provocada pelo 6leo essencial em estudo,
pode auxiliar na resolucdo do processo inflamatério, tendo em vista que o NO, em
especial pelo seu efeito citotéxico como radical livre, contribui para a leséo tecidual,
gue ocorre nas inflamacdes (BRIGANTI; PICARDO, 2003).

Com base nesses resultados, é possivel sugerir que o 6leo essencial da
espécie E. benthamii possui constituintes volateis que em conjunto podem atuar

como agente imunomodulador.
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5.4 AVALIACAO DO EFEITO DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE
E. benthamii E DOS TERPENOS a-PINENO, y-TERPINENO e TERPINEN-4-OL
SOBRE CELULAS TUMORAIS

A acdo citotoxica dos 6leos essenciais e dos terpenos sobre linhagens de
células tumorais foi avaliada por meio do ensaio do MTT em trés periodos de tempo:
24,48 e 72 h.

Os efeitos do 6leo essencial de folhas jovens de E. benthamii sobre a
viabilidade celular das linhagens tumorais Jurkat, HeLa, B16F10 e J774A.1 estdo
demonstrados nas Figuras 32 a 34. A citotoxicidade do 6leo essencial sobre todas
as linhagens tumorais parece ndo apresentar muitas variacdes entre os tempos de
exposicao de 48 e 72 h, nos quais é possivel observar uma reducéo da viabilidade
celular mais pronunciada em relacdo ao periodo de 24 h. Na concentracédo de 300
pg.mL?, observou-se, para todas as linhagens celulares, reducdo significativa
(P<0,001) no numero de células viaveis quando comparadas com as células que
receberam apenas o veiculo (controle), sendo que essa diminuicdo da viabilidade
celular foi similar a provocada pelo agente antitumoral vincristina.

As células Jurkat foram as mais suscetiveis a acdo do 6leo essencial de
folnas jovens de E. benthamii. No tempo de exposicdo de 24 h e para a
concentracéo de 300 pg.mL™ foi observada uma reducdo da viabilidade celular para
28,31 + 2,51%, enquanto a 100 ug.mL™" a viabilidade ficou em 36,31+ 1,81%, valor
similar ao verificado para o controle positivo, 33,45 + 1,17%. Para os tempos de
exposicao de 48 e 72 h, houve uma maior reducédo da viabilidade celular. Em 48 h
observaram-se os valores de 8,00 + 0,56% e 11,17 + 2,21% para 300 ug.mL™ e 100
ug.mL™* de 6leo essencial, respectivamente, e 6,91 + 0,45% para a vincristina. Para o
periodo de exposicdo de 72 h a porcentagem de viabilidade celular atingiu valores
de 4,90 + 0,57% a 300 ug.mL™* e 6,42 + 0,65% a 100 ug.mL™*, demonstrando
similarmente valores proximos ao da vincristina, 4,80 + 0,73%.

A linhagem celular HeLa demonstrou um comportamento semelhante ao
verificado para as células Jurkat quando em tratamento com o 6leo essencial de
folhas jovens. Os menores indices de viabilidade celular foram observados para a
concentragéao de 300 pg.mL™: 12,99 + 0,32%, 9,51 + 0,45% e 12,08 + 0,60% para 0s

periodos de 24, 48 e 72 h, respectivamente, sendo que para os mesmos periodos de



106

exposi¢ao o controle positivo limitou 0 numero de células viaveis em 46,68 + 2,55%,
16,83 + 2,24% e 15,99 + 2,78%.

A linhagens celulares B16F10 e J774A.1 foram as que apresentaram maior
resisténcia ao 6leo essencial de folhas jovens. Apenas no periodo de exposicéo de
24 h e para a linhagem B16F10, é que o 6leo essencial a 100 pg.mL™ alterou a
viabilidade celular. Nos demais periodos e para ambas as linhagens, o Oleo
essencial reduziu a viabilidade celular somente na concentracdo de 300 pyg.mL™. A
porcentagem de células viaveis da linhagem B16F10 quando incubadas com o 6leo
essencial a 300 pg.mL™ por 24, 48 e 72 h foi de 8,52 + 1,71%, 18,02 + 0,46% e 8,93
+ 2,48%, respectivamente. Para a linhagem J774A.1 foram verificados valores de
viabilidade de 52,98 + 3,38%, 8,00 + 0,33% e 556 = 0,34% para a maior
concentracdo do 6leo essencial e para os mesmos tempos de exposi¢cao, sendo que
houve um decréscimo na viabilidade celular bastante pronunciado para o periodo de

72 h em relacdo ao tempo de incubacéo de 24 h.
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EFEITO DO OLEO ESSENCIAL OBTIDO DE FOLHAS JOVENS DE E. benthamii
SOBRE A VIABILIDADE DAS CELULAS JURKAT (A), HELA (B), B16F10 (C) E
J774A.1 (D). AS CELULAS FORAM TRATADAS PELO PERIODO DE 24 H COM O
OLEO ESSENCIAL E A VIABILIDADE CELULAR FOI AVALIADA PELO ENSAIO DE
REDUCAO DO MTT. AS CONCENTRACOES TESTADAS (3, 10, 30, 100 E 300)
ESTAO EM pg.mL™. COMO CONTROLE NEGATIVO (CONTROLE) EMPREGOU-SE
APENAS O VEICULO UTILIZADO PARA DILUIR AS AMOSTRAS. VINCRISTINA A
40 nmol.L™ FOI EMPREGADA COMO CONTROLE POSITIVO. OS RESULTADOS
ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM (N= 3-10). ANOVA, SEGUIDA PELO
TESTE POST-HOC DE TUKEY. ** P<0,001 QUANDO COMPARADO AO GRUPO
CONTROLE.
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EFEITO DO OLEO ESSENCIAL OBTIDO DE FOLHAS JOVENS DE E. benthamii
SOBRE A VIABILIDADE DAS CELULAS JURKAT (A), HELA (B), B16F10 (C) E
J774A.1 (D). AS CELULAS FORAM TRATADAS PELO PERIODO DE 48 H COM O
OLEO ESSENCIAL E A VIABILIDADE CELULAR FOI AVALIADA PELO ENSAIO DE
REDUCAO DO MTT. AS CONCENTRACOES TESTADAS (3, 10, 30, 100 E 300)
ESTAO EM pg.mL™. COMO CONTROLE NEGATIVO (CONTROLE) EMPREGOU-SE
APENAS O VEICULO UTILIZADO PARA DILUIR AS AMOSTRAS. VINCRISTINA A
40 nmol.L™ FOI EMPREGADA COMO CONTROLE POSITIVO. OS RESULTADOS
ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM (N= 3-10). ANOVA, SEGUIDA PELO
TESTE POST-HOC DE TUKEY. ** P<0,001 QUANDO COMPARADO AO GRUPO
CONTROLE.
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EFEITO DO OLEO ESSENCIAL OBTIDO DE FOLHAS JOVENS DE E. benthamii
SOBRE A VIABILIDADE DAS CELULAS JURKAT (A), HELA (B), B16F10 (C) E
J774A.1 (D). AS CELULAS FORAM TRATADAS PELO PERIODO DE 72 H COM O
OLEO ESSENCIAL E A VIABILIDADE CELULAR FOI AVALIADA PELO ENSAIO DE
REDUCAO DO MTT. AS CONCENTRACOES TESTADAS (3, 10, 30, 100 E 300)
ESTAO EM pg.mL™. COMO CONTROLE NEGATIVO (CONTROLE) EMPREGOU-SE
APENAS O VEICULO UTILIZADO PARA DILUIR AS AMOSTRAS. VINCRISTINA A
40 nmol.L™ FOI EMPREGADA COMO CONTROLE POSITIVO. OS RESULTADOS
ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM (N= 3-10). ANOVA, SEGUIDA PELO
TESTE POST-HOC DE TUKEY. ** P<0,001 QUANDO COMPARADO AO GRUPO
CONTROLE.
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Os efeitos do Oleo essencial de folhas adultas de E. benthamii sobre a
viabilidade celular das linhagens tumorais Jurkat, HeLa, B16F10 e J774A.1 estdo
apresentados nas Figuras 35, 36 e 37. O ¢6leo volétil obtido de folhas adultas da
espécie em estudo demonstra uma acédo citotoxica mais pronunciada que o 6leo
essencial de folhas jovens. Uma reducéo significativa (P<0,001) na viabilidade
celular de todas as linhagens celulares foi observada para o 6leo essencial a 300
pg.mL*, em comparacdo com o grupo de células tratadas apenas com o veiculo
(controle). Da mesma forma que o observado para a esséncia de folhas jovens, essa
diminuicdo da viabilidade celular foi semelhante ou até superior a provocada pelo
antitumoral vincristina.

De maneira similar ao encontrado para o Oleo essencial de folhas jovens, as
células Jurkat foram as mais suscetiveis a acdo do 6leo essencial das folhas adultas
de E. benthamii. Apds 24 h de incubagdo com o 6leo essencial, foram observadas as
seguintes porcentagens de viabilidade celular para as concentracdes de 300, 100 e
30 pg.mL™: 13,13 + 0,64%, 19,29 + 2,87% e 81,43 + 2,62%. Para o periodo de
exposicéo de 48 h, apenas nas concentracdes de 300 e 100 pg/mL™ foi observada
uma reducdo significativa da viabilidade: 8,58 + 0,32% e 10,61 + 0,56%,
respectivamente. A viabilidade celular ficou ainda mais reduzida apés 72 h de
exposicao ao 6leo essencial, com valores de 4,23 + 0,31%, 4,41 + 0,41% e 73,78
2,23% para 0 6leo essencial diluido a 300, 100 e 30 ug.mL™, respectivamente.

Para as células Hela foi verificada uma diminuicdo do numero de células
viaveis quando da exposicdo por 24 e 48 h ao 6leo essencial nas concentracdes de
300, 100 e 30 pg.mL™. Foram obtidos valores de viabilidade celular de 14,61 +
0,35%, 56,76 £ 1,82% e 89,42 + 1,10% apoOs 24 horas de incubacdo com o 6leo
volatil nas concentraces de 300, 100 e 30 ug.mL™, respectivamente. E, 8,46 +
0,38%, 55,76 + 4,35% e 81,60 + 3,52% apos 48 h de incubagcdo com o 6leo volatil
diluido também a 300, 100 e 30 ug.mL™, respectivamente. Porém, apés o periodo de
72 h, o Oleo essencial ndo demonstrou efeitos citotoxicos significativos na
concentracdo de 30 pg.mL™. Os menores indices de viabilidade celular foram
observados para a concentracdo de 300 pg.mL™* (12,18 + 1,92%) e 100 pg.mL™*
(63,08 £ 6,22%), os quais foram até mesmo superiores aos verificados para o
periodo de incubacdo de 48 h. Uma das explicacdes para esse resultado pode ser a
metabolizacdo e/ou a volatilizacdo de alguns componentes do 6leo essencial que

modulam o efeito avaliado.
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Uma diminuicdo da viabilidade das células B16F10 foi constatada quando
essas ficaram expostas ao 6leo essencial nas concentracées de 300 e 100 yg.mL™.
A porcentagem de células viaveis quando incubadas com o O6leo essencial a
300 pg.mL™ por 24, 48 e 72 h foi de 9,82 + 1,77%, 18,80 + 0,64% e 9,68 + 0,85%,
respectivamente. Enquanto que os valores obtidos para o 6leo volatil a 100 pg.mL™
por 24, 48 e 72 h foram de 59,29 = 7,84%, 33,33 + 4,64% e 47,63 + 11,69%,
respectivamente.

Para a linhagem J774A.1 foram verificados valores de viabilidade celular de
35,27 + 1,96%, 7,52 + 0,47% e 5,40 + 0,32% para a maior concentracdo do 6leo
essencial e para os periodos de exposicdo de 24, 48 e 72 h, respectivamente. A
concentracdo de 100 ug.mL™ foi capaz de induzir a um decréscimo no nimero de

células desta linhagem para 64,45 + 9,06%, somente apods o periodo de 48 h.
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FIGURA 35— EFEITO DO OLEO ESSENCIAL OBTIDO DE FOLHAS ADULTAS DE E. benthamii
SOBRE A VIABILIDADE DAS CELULAS JURKAT (A), HELA (B), B16F10 (C) E
J774A.1 (D). AS CELULAS FORAM TRATADAS PELO PERIODO DE 24 H COM O
OLEO ESSENCIAL E A VIABILIDADE CELULAR FOI AVALIADA PELO ENSAIO DE
REDUCAO DO MTT. AS CONCENTRACOES TESTADAS (3, 10, 30, 100 E 300)
ESTAO EM pg.mL™. COMO CONTROLE NEGATIVO (CONTROLE) EMPREGOU-SE
APENAS O VEICULO UTILIZADO PARA DILUIR AS AMOSTRAS. VINCRISTINA A
40 nmol.L™ FOI EMPREGADA COMO CONTROLE POSITIVO. OS RESULTADOS
ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM (N= 3-10). ANOVA, SEGUIDA PELO
TESTE POST-HOC DE TUKEY. ** P<0,001 QUANDO COMPARADO AO GRUPO
CONTROLE.
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FIGURA 36 — EFEITO DO OLEO ESSENCIAL OBTIDO DE FOLHAS ADULTAS DE E. benthamii
SOBRE A VIABILIDADE DAS CELULAS JURKAT (A), HELA (B), B16F10 (C) E
J774A.1 (D). AS CELULAS FORAM TRATADAS PELO PERIODO DE 48 H COM O
OLEO ESSENCIAL E A VIABILIDADE CELULAR FOI AVALIADA PELO ENSAIO DE
REDUCAO DO MTT. AS CONCENTRACOES TESTADAS (3, 10, 30, 100 E 300)
ESTAO EM pg.mL™. COMO CONTROLE NEGATIVO (CONTROLE) EMPREGOU-SE
APENAS O VEICULO UTILIZADO PARA DILUIR AS AMOSTRAS. VINCRISTINA A
40 nmol.L™ FOI EMPREGADA COMO CONTROLE POSITIVO. OS RESULTADOS
ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM (N= 3-10). ANOVA, SEGUIDA PELO
TESTE POST-HOC DE TUKEY. ** P<0,001 QUANDO COMPARADO AO GRUPO
CONTROLE.
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FIGURA 37 — EFEITO DO OLEO ESSENCIAL OBTIDO DE FOLHAS ADULTAS DE E. benthamii

SOBRE A VIABILIDADE DAS CELULAS JURKAT (A), HELA (B), B16F10 (C) E
J774A.1 (D). AS CELULAS FORAM TRATADAS PELO PERIODO DE 72 H COM O
OLEO ESSENCIAL E A VIABILIDADE CELULAR FOI AVALIADA PELO ENSAIO DE
REDUCAO DO MTT. AS CONCENTRACOES TESTADAS (3, 10, 30, 100 E 300)
ESTAO EM pg.mL™. COMO CONTROLE NEGATIVO (CONTROLE) EMPREGOU-SE
APENAS O VEICULO UTILIZADO PARA DILUIR AS AMOSTRAS. VINCRISTINA A
40 nmol.L™ FOI EMPREGADA COMO CONTROLE POSITIVO. OS RESULTADOS
ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM (N= 3-10). ANOVA, SEGUIDA PELO
TESTE POST-HOC DE TUKEY. ** P<0,001 QUANDO COMPARADO AO GRUPO
CONTROLE.
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A acdo citotéxica do monoterpeno hidrocarboneto a-pineno sobre a
viabilidade celular das linhagens tumorais Jurkat, HeLa, B16F10 e J774A.1 esta
indicada nas Figuras 38 a 40. O a-pineno exerceu uma acao citotoxica apenas nas
células Jurkat. As demais linhagens ndo foram suscetiveis a acdo desse composto,
mantendo a mesma viabilidade celular que a apresentada pelas células tratadas
apenas com o veiculo (controle). Uma reducdo significativa (P<0,001) na
porcentagem de células Jurkat viaveis para 16,68 + 2,65%, 7,13 + 1,05% e 20,19 +
3,57% foi observada somente na concentracdo de 300 ug.mL™ e nos periodos de

exposicao de 24, 48 e 72 h, respectivamente.
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FIGURA 38— EFEITO DO a-PINENO SOBRE A VIABILIDADE DAS CELULAS JURKAT (A), HELA
(B), B16F10 (C) E J774A.1 (D). AS CELULAS FORAM TRATADAS PELO PERIODO
DE 24 H COM O TERPENO E A VIABILIDADE CELULAR FOI AVALIADA PELO
ENSAIO DE REDUCAO DO MTT. AS CONCENTRACOES TESTADAS (3, 10, 30,
100 E 300) ESTAO EM pg.mL*. COMO CONTROLE NEGATIVO (CONTROLE)
EMPREGOU-SE APENAS O VEICULO UTILIZADO PARA DILUIR AS AMOSTRAS.
VINCRISTINA A 40 nmol.L™X FOl EMPREGADA COMO CONTROLE POSITIVO. OS
RESULTADOS ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM (N= 3-10). ANOVA,
SEGUIDA PELO TESTE POST-HOC DE TUKEY. ** P<0,001 QUANDO
COMPARADO AO GRUPO CONTROLE.
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FIGURA 39— EFEITO DO a-PINENO SOBRE A VIABILIDADE DAS CELULAS JURKAT (A), HELA

(B), B16F10 (C) E J774A.1 (D). AS CELULAS FORAM TRATADAS PELO PERIODO
DE 48 H COM O TERPENO E A VIABILIDADE CELULAR FOI AVALIADA PELO
ENSAIO DE REDUCAO DO MTT. AS CONCENTRACOES TESTADAS (3, 10, 30,
100 E 300) ESTAO EM pg.mL*. COMO CONTROLE NEGATIVO (CONTROLE)
EMPREGOU-SE APENAS O VEICULO UTILIZADO PARA DILUIR AS AMOSTRAS.
VINCRISTINA A 40 nmol.L™* FOl EMPREGADA COMO CONTROLE POSITIVO. OS
RESULTADOS ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM (N= 3-10). ANOVA,
SEGUIDA PELO TESTE POST-HOC DE TUKEY. ** P<0,001 QUANDO
COMPARADO AO GRUPO CONTROLE.
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FIGURA 40 — EFEITO DO a-PINENO SOBRE A VIABILIDADE DAS CELULAS JURKAT (A), HELA
(B), B16F10 (C) E J774A.1 (D). AS CELULAS FORAM TRATADAS PELO PERIODO
DE 72 H COM O TERPENO E A VIABILIDADE CELULAR FOI AVALIADA PELO
ENSAIO DE REDUCAO DO MTT. AS CONCENTRACOES TESTADAS (3, 10, 30,
100 E 300) ESTAO EM pg.mL*. COMO CONTROLE NEGATIVO (CONTROLE)
EMPREGOU-SE APENAS O VEICULO UTILIZADO PARA DILUIR AS AMOSTRAS.
VINCRISTINA A 40 nmol.L™* FOl EMPREGADA COMO CONTROLE POSITIVO. OS
RESULTADOS ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM (N= 3-10). ANOVA,
SEGUIDA PELO TESTE POST-HOC DE TUKEY. ** P<0,001 QUANDO
COMPARADO AO GRUPO CONTROLE.
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Nas Figuras 41, 42 e 43 estdo demonstrados os efeitos do monoterpeno y-
terpineno sobre a viabilidade celular das linhagens tumorais Jurkat, HeLa, B16F10 e
J774A.1. O y-terpineno apresentou propriedades citotoxicas apenas para a linhagem
celular Jurkat. Apos 24 h de incubacdo, foram observadas as seguintes
porcentagens de viabilidade celular para as concentracées de 300, 100 e 30 ug.mL™:
21,19 + 0,21%, 77,00 + 8,27% e 72,90 + 4,015%, respectivamente. Para o periodo
de exposicdo de 48 h, valores de viabilidade celular de 14,85 + 4,55%, 65,43 +
10,81% e 73,05 + 6,08%, foram determinados para o y-terpineno diluido a 300, 100
e 30 pg.mL™ respectivamente. Ap6s 72 h de exposicdo ao composto, foi constatada
uma viabilidade celular de 7,13 + 1,10% somente para a diluicdo de 300 yg.mL™,

Porém, para esse composto volatil, ndo foi observada citotoxicidade frente as

células Hela, B16F10 e J774A.1, até a concentracéo de 300 ug.mL™.
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FIGURA 41— EFEITO DO y-TERPINENO SOBRE A VIABILIDADE DAS CELULAS JURKAT (A),

HELA (B), B16F10 (C) E J774A.1 (D). AS CELULAS FORAM TRATADAS PELO
PERIODO DE 24 H COM O TERPENO E A VIABILIDADE CELULAR FOI AVALIADA
PELO ENSAIO DE REDUCAO DO MTT. AS CONCENTRACOES TESTADAS (3, 10,
30, 100 E 300) ESTAO EM pg.mL™. COMO CONTROLE NEGATIVO (CONTROLE)
EMPREGOU-SE APENAS O VEICULO UTILIZADO PARA DILUIR AS AMOSTRAS.
VINCRISTINA A 40 nmol.L™X FOl EMPREGADA COMO CONTROLE POSITIVO. OS
RESULTADOS ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM (N= 3-10). ANOVA,
SEGUIDA PELO TESTE POST-HOC DE TUKEY. * P<0,05, ** P<0,01 E ** P<0,001
QUANDO COMPARADOS AO GRUPO CONTROLE.
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EFEITO DO y-TERPINENO SOBRE A VIABILIDADE DAS CELULAS JURKAT (A),
HELA (B), B16F10 (C) E J774A.1 (D). AS CELULAS FORAM TRATADAS PELO
PERIODO DE 48 H COM O TERPENO E A VIABILIDADE CELULAR FOI AVALIADA
PELO ENSAIO DE REDUCAO DO MTT. AS CONCENTRACOES TESTADAS (3, 10,
30, 100 E 300) ESTAO EM pg.mL™. COMO CONTROLE NEGATIVO (CONTROLE)
EMPREGOU-SE APENAS O VEICULO UTILIZADO PARA DILUIR AS AMOSTRAS.
VINCRISTINA A 40 nmol.L™* FOl EMPREGADA COMO CONTROLE POSITIVO. OS
RESULTADOS ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM (N= 3-10). ANOVA,
SEGUIDA PELO TESTE POST-HOC DE TUKEY. ** P<0,001 QUANDO
COMPARADO AO GRUPO CONTROLE.
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EFEITO DO y-TERPINENO SOBRE A VIABILIDADE DAS CELULAS JURKAT (A),
HELA (B), B16F10 (C) E J774A.1 (D). AS CELULAS FORAM TRATADAS PELO
PERIODO DE 72 H COM O TERPENO E A VIABILIDADE CELULAR FOI AVALIADA
PELO ENSAIO DE REDUCAO DO MTT. AS CONCENTRACOES TESTADAS (3, 10,
30, 100 E 300) ESTAO EM pg.mL™. COMO CONTROLE NEGATIVO (CONTROLE)
EMPREGOU-SE APENAS O VEICULO UTILIZADO PARA DILUIR AS AMOSTRAS.
VINCRISTINA A 40 nmol.L™* FOl EMPREGADA COMO CONTROLE POSITIVO. OS
RESULTADOS ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM (N= 3-10). ANOVA,
SEGUIDA PELO TESTE POST-HOC DE TUKEY. ** P<0,001 QUANDO
COMPARADO AO GRUPO CONTROLE.



123

Os efeitos do composto terpinen-4-ol sobre a viabilidade celular das linhagens
tumorais Jurkat, HeLa, B16F10 e J774A.1 estéo sintetizados nas Figuras 44 a 46. O
terpinen-4-ol mostrou um efeito citotdxico contra células Jurkat comparavel ao dos
Oleos essenciais avaliados.

As células Jurkat foram as mais suscetiveis a agdo do monoterpeno terpinen-
4-ol. Ap6s 24 h de incubacdo, foram observadas as seguintes porcentagens de
viabilidade celular para as concentracdes de 300, 100, 30 e 10 pg.mL™: 21,61 +
1,06%, 38,35 * 4,66%, 70,44 + 3,12% e 68,03 = 3,34%. A viabilidade celular ficou
mais reduzida apos 48 h de exposicdo ao composto, com valores de 12,58 + 5,37%,
21,17 + 4,81%, 70,05 + 5,52% e 65,18 + 1,87% para o terpinen-4-ol diluido a 300,
100, 30 e 10 pg.mL™?, respectivamente. Para o periodo de exposicdo de 72 h,
apenas nas concentracdes de 300 e 100 ug.mL™* foi observada uma reducéo
significativa da viabilidade das células: 6,97 = 1,16% e 19,47 %= 2,50%,
respectivamente.

Para a linhagem HelLa foi observada uma citotoxicidade apés 24 h de
incubacdo com o composto a 300 pg.mL™ (viabilidade de 65,85 + 5,77%), porém nos
demais tempos de exposic¢éo, as células nao sofreram reducao da viabilidade.

Terpinen-4-ol apresentou baixa citotoxicidade para as células B16F10 durante
os trés tempos de exposicdo, ndo alterando a viabilidade das células dessa
linhagem.

A atividade citotoxica do terpinen-4-ol frente as células tumorais J774A.1 foi
observada somente na concentracdo de 300 pg.mL™t. As porcentagens de
viabilidade celular verificadas para os periodos de 24, 48 e 72 h foram de 22,63 *
2,32%, 11,30 + 2,05% e 11,69 + 0,67%, respectivamente.
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FIGURA 44 — EFEITO DO TERPINEN-4-OL SOBRE A VIABILIDADE DAS CELULAS JURKAT (A),
HELA (B), B16F10 (C) E J774A.1 (D). AS CELULAS FORAM TRATADAS PELO
PERIODO DE 24 H COM O TERPENO E A VIABILIDADE CELULAR FOI AVALIADA
PELO ENSAIO DE REDUCAO DO MTT. AS CONCENTRACOES TESTADAS (3, 10,
30, 100 E 300) ESTAO EM pg.mL™. COMO CONTROLE NEGATIVO (CONTROLE)
EMPREGOU-SE APENAS O VEICULO UTILIZADO PARA DILUIR AS AMOSTRAS.
VINCRISTINA A 40 nmol.L™* FOl EMPREGADA COMO CONTROLE POSITIVO. OS
RESULTADOS ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM (N= 3-10). ANOVA,
SEGUIDA PELO TESTE POST-HOC DE TUKEY. * P<0,05, ** P<0,01 E ** P<0,001
QUANDO COMPARADOS AO GRUPO CONTROLE.
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FIGURA 45— EFEITO DO TERPINEN-4-OL SOBRE A VIABILIDADE DAS CELULAS JURKAT (A),

HELA (B), B16F10 (C) E J774A.1 (D). AS CELULAS FORAM TRATADAS PELO
PERIODO DE 48 H COM O TERPENO E A VIABILIDADE CELULAR FOI AVALIADA
PELO ENSAIO DE REDUCAO DO MTT. AS CONCENTRACOES TESTADAS (3, 10,
30, 100 E 300) ESTAO EM pg.mL™. COMO CONTROLE NEGATIVO (CONTROLE)
EMPREGOU-SE APENAS O VEICULO UTILIZADO PARA DILUIR AS AMOSTRAS.
VINCRISTINA A 40 nmol.L™X FOl EMPREGADA COMO CONTROLE POSITIVO. OS
RESULTADOS ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM (N= 3-10). ANOVA,
SEGUIDA PELO TESTE POST-HOC DE TUKEY. ** P<0,001 QUANDO
COMPARADO AO GRUPO CONTROLE.
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FIGURA 46 — EFEITO DO TERPINEN-4-OL SOBRE A VIABILIDADE DAS CELULAS JURKAT (A),
HELA (B), B16F10 (C) E J774A.1 (D). AS CELULAS FORAM TRATADAS PELO
PERIODO DE 72 H COM O TERPENO E A VIABILIDADE CELULAR FOI AVALIADA
PELO ENSAIO DE REDUCAO DO MTT. AS CONCENTRACOES TESTADAS (3, 10,
30, 100 E 300) ESTAO EM pg.mL™. COMO CONTROLE NEGATIVO (CONTROLE)
EMPREGOU-SE APENAS O VEICULO UTILIZADO PARA DILUIR AS AMOSTRAS.
VINCRISTINA A 40 nmol.L™X FOl EMPREGADA COMO CONTROLE POSITIVO. OS
RESULTADOS ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM (N= 3-10). ANOVA,
SEGUIDA PELO TESTE POST-HOC DE TUKEY. ** P<0,001 QUANDO
COMPARADO AO GRUPO CONTROLE.
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Utilizando os resultados de viabilidade celular obtidos por meio do ensaio de
reducdo do MTT, foram obtidos os valores de ICso dos Oleos essenciais e terpenos
para as diferentes linhagens tumorais, 0s quais estao expressos nas Tabelas 06 e
07, considerando-se os periodos de tratamento de 24 e 72 h, respectivamente. Em
geral, os 6leos volateis obtidos a partir de folhas jovens e adultas de E. benthamii
mostraram-se toxicos para as células estudadas, todavia com diferentes perfis. Em
relacdo ao 6leo essencial extraido de folhas jovens (OEFJ), as células Jurkat foram
mais sensiveis (ICsp = 108,33 pyg.mL™ em 24 h e ICsy = 56,51 ug.mL™* em 72 h)
quando comparadas com a linhagem J77A.1 (ICso = 287,98 ug.mL™* em 24 h e ICso =
166,87 pg.mL™* em 72 h). O 6leo essencial obtido de folhas adultas (OEFA)
demonstrou o0 mesmo efeito para essas duas linhagens de células. Com ICsy de
36,63 pug.mL?, o 6leo essencial de folhas jovens caracterizou-se como mais
citotoxico para a linhagem Jurkat, durante o tempo de exposicdo de 72 h. Dados
semelhantes também foram observados para os terpenos a-pineno, y-terpineno e
terpinen-4-ol em que as células Jurkat foram mais suscetiveis a esses compostos
(ICso = 192,42, 136,60 e 50,20 ug.mL™ em 24 h e ICsy = 186,09, 156,92 e 54,84
pg.mL™* em 72 h, respectivamente) em relacéo a linhagem J774A.1. Os terpenos a-
pineno e y-terpineno ndo apresentaram atividade citotoxica para a linhagem J77A.1,
enquanto que o composto terpinen-4-ol revelou 220,02 e 189,70 ug.mL™ de ICs
para os tempos de exposicdo de 24 e 72 h, respectivamente. Em relacdo a
citotoxicidade contra células HelLa, os Oleos volateis de folhas jovens e adultas de E.
benthamii revelaram ICso de 84,24 e 110,02 pg.mL™ em 24 h e 120,57 e 101,90
pg.mL™* em 72 h, respectivamente. O a-pineno, o y-terpineno e o terpinen-4-ol ndo
reduziram a viabilidade celular desta linhagem tumoral em nenhum dos trés periodos
de exposicdo. O mesmo padrdo de resposta foi obtido a partir da andlise de
viabilidade das células B16F10 em relacdo a esses trés compostos terpénicos. Por
outro lado, as esséncias de folhas jovens e adultas de E. benthamii alteraram a
viabilidade celular da linhagem B16F10 com ICso de 139,14 e 93,54 ug.mL™* para o
tempo de exposicdo de 24 h e 156,55 e 92,60 pg.mL™ para o periodo de 72 h,

respectivamente.
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TABELA 06 — ICso DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS JOVENS E ADULTAS DE E. benthamii E
DOS COMPOSTOS a-PINENO, y-TERPINENO E TERPINEN-4-OL PARA CELULAS
TUMORAIS, DETERMINADOS PELA AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR DE
CULTIVOS DE 24 H POR MEIO DO ENSAIO DE REDUCAO DO MTT
ICso (ug.mL™)
Células
OEFRJ OEFA a-pineno y-terpineno terpinen-4-ol
Jurkat 108,33 £ 1,83 54,96 + 5,80 192,42 £+9,38  136,6 + 10,67 50,20 + 13,03
HelLa 84,24 + 5,94 110,02 + 2,89 > 300 > 300 > 300
B16F10 139,14+ 11,37 93,54+ 9,80 > 300 > 300 > 300
J774A.1 287,98 +3,54 252,55+ 1,91 > 300 > 300 220,02 £7,15

NOTA: ICso: concentragdo em pg.mL™ que induz morte celular em 50% das células. Os resultados est&o
expressos como média + DP
OEFJ= dleo essencial de folhas jovens

OEFA= 6leo essencial de folhas adultas

TABELA 07 — ICso DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS JOVENS E ADULTAS DE E. benthamii E
DOS COMPOSTOS a-PINENO, y-TERPINENO E TERPINEN-4-OL PARA
CELULAS TUMORAIS, DETERMINADOS PELA AVALIACAO DA VIABILIDADE
CELULAR DE CULTIVOS DE 72 H POR MEIO DO ENSAIO DE REDUCAO DO MTT
ICso (ﬂg-mL-l)
Células
OEFJ OEFA a-pineno y-terpineno terpinen-4-ol
Jurkat 56,51 + 1,48 36,63 + 3,52 186,09 + 37,98 156,92 + 10,22 54,84 + 3,85
Hela 120,57 £ 6,22 101,90 + 19,47 > 300 > 300 > 300
B16F10 156,55+ 13,85 92,60 £ 10,75 > 300 > 300 > 300
J774A.1 166,87 + 5,77 178,85 + 6,11 > 300 > 300 189,7 + 14,74

NOTA: ICso: concentracdo em ug.mL™ que induz morte celular em 50% das células. Os resultados est&o
expressos como média + DP
OEFJ= dleo essencial de folhas jovens

OEFA= 6leo essencial de folhas adultas



129

Como anteriormente mencionado, o ensaio de reducdo do MTT € um teste
colorimétrico cuja absorbéancia reflete a viabilidade celular. Esse teste € baseado na
capacidade de células metabolicamente ativas reduzirem, no meio intracelular, o sal
solavel de tetrazdlio a cristais insoliveis de formazan de coloracdo violeta.
(MOSMANN, 1983). Durante muito tempo se atribuiu a redugdo do MTT a
desidrogenases mitocondriais (MOSMANN, 1983). Porém, foi comprovado que a
reducdo do MTT em células ativas ocorre principalmente fora da mitocondria, por
desidrogenases nao mitocondriais (BERRIDGE; TAN, 1993; LIU et al.,, 1997).
Acredita-se que o MTT seja internalizado nas células por meio de um processo de
endocitose e que o formazan, originado a partir da reducédo do MTT, acumula-se em
endossomas/lisossomas, para ser em seguida secretado por exocitose (LIU et al.,
1997). Dessa forma, esse ensaio é apropriado para avaliar a viabilidade celular,
tendo em vista que a endocitose € um processo que somente ocorre em ceélulas
viaveis (LIU et al.,, 1997). Além disso, o0 ensaio do MTT representa um teste de
citotoxicidade empregado para uma variedade de compostos quimicos.

Diversas investigacfes tém demonstrado que os Oleos volateis apresentam
atividade supressiva contra o cancer tanto in vitro quanto in vivo, quando testados
em linhagens de células humanas de cancer (DE SOUSA et. al.,, 2004; LI et. al.,
2004; CALCABRINI et. al., 2004; CHENG et. al., 2001; BUHAGIAR et. al., 1999). Os
efeitos citotoxicos verificados para os 6leos essenciais podem estar relacionados as
propriedades citotoxicas desses compostos. Tal como tipicas moléculas lipofilicas,
0s Oleos essenciais passam pela membrana citoplasmatica das células, afetando a
estrutura de suas diferentes camadas e torna-a permeavel. Desse modo, a
citotoxicidade pode estar relacionada a danos de membrana. Além disso, também foi
relatado que os Oleos essenciais podem causar danos nha membrana mitocondrial,
uma vez que provocam a despolarizacdo mitocondrial, diminuindo o potencial de
membrana (VERCESI et al., 1997; NOVGORODOV; GUDZ, 1996; RICHTER;
SCHLEGEL, 1993) e também alterando a fluidez das membranas, que se tornam
mais permedveis. Esses mecanismos adicionais relatados para 6leos essenciais
também podem ter contribuido para o efeito verificado para os 6leos volateis em
estudo. Deve-se acrescentar a isso, o fato de que as esséncias representam
misturas complexas de numerosas moléculas que sinergicamente podem produzir

efeitos bioldgicos potencialmente maiores que seus constituintes individuais.
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Nesse sentido, os 6leos volateis de E. benthamii sdo potencialmente eficazes
para alterar a atividade enzimatica celular e iniciar alteracdes metabdlicas que
conduzem a morte celular. Considerando a atividade citotoxica sobre as quatro
linhagens tumorais estudadas, com base no ensaio do MTT, os Oleos essenciais
demonstraram melhores resultados que o a-pineno e o y-terpineno, particularmente
para as células Jurkat, HeLa e B16F10. Esses valores podem ser atribuidos a um
efeito sinérgico entre os monoterpenos e sesquiterpenos presentes nos 06leos
volateis. Nesse sentido, para fins bioldégicos, o sinergismo parece ser mais
significativo do que os seus compostos isolados, devido ao fato de que a atividade
dos principais componentes pode ser modulada por outras moléculas encontradas
em menor concentracao na constituicdo do 6leo essencial. Aléem disso, acredita-se
que varios componentes dos Oleos volateis podem desempenhar um papel
determinante na penetracdo celular (CAL, 2006), fixacdo nas membranas e
distribuicdo celular, colaborando para um efeito potencializado. Embora os 6leos
essenciais estudados tenham indicado propriedades citotdxicas contra as células
tumorais, seu constituinte majoritario, a-pineno, ndo apresentou 0 mesmo potencial,
tendo em vista sua baixa performance como agente citotoxico. Esse resultado é
mais uma prova que a combinacdo de componentes volateis de 6leos essenciais
podem influenciar no efeito citotoxico final. E, além desse efeito sinérgico, outros
constituintes presentes no 0Oleo essencial e ndo avaliados nesse trabalho, também
poderiam ser 0s principais responsaveis pelo efeito citotoxico observado.

O monoterpeno a-pineno tem sido relacionado as atividades antibacteriana
(LEITE, 2007), anti-inflamatoria (MARTIN et al., 1993; ZHOU et al., 2004) e
inseticida e pode ser usado para fins industriais na sintese de canfora e produtos de
perfumaria (THE MERCK INDEX, 2001). Alguns estudos envolvendo o a-pineno
demonstram o potencial citotoxico desse composto. O a-pineno exibiu citotoxicidade
in vitro frente as células de carcinoma hepatocelular humano (HepG2) (SETZER et
al.,, 1999). Outra investigacdo relata que o a-pineno isolado de Schinus
terebinthifolius Raddi induziu apoptose e conferiu proteccdo antimetastatica em um
modelo de melanoma. Também foi demonstrado que esse componente terpénico,
embora inativo frente as linhagens C32 (melanoma amelanético humano) e ACHN
(adenocarcinoma humano), poderia atuar em sinergia com outros componentes
antiproliferativos de 6leos essenciais e produzir tais efeitos (LOIZZO et al., 2008).

Zhou e colaboradores (2004) verificaram que o a-pineno inibe a translocacgéo nuclear
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de NF-kB, que regula a expressao de genes que desempenham papéis cruciais na
apoptose e imunomodulacdo. Apesar dos vérios trabalhos sobre o potencial
citotoxico desse monoterpeno contra células tumorais, ndo foi observada acédo
citotoxica em relagdo as linhagens celulares J774A.1, B16F10 e Hela.

O monoterpeno hidrocarboneto y-terpineno apresentou baixa citotoxicidade
para a linhagem celular Jurkat. Porém, ndo foi observado efeito citotoxico contra as
células HelLa, B16F10 e J774A.1 abaixo de 300 pg/mL. Ha poucos estudos
relacionando y-terpineno e atividade citotoxica e/ou efeito anticancerigeno. Foram
notados efeitos antitumorais a partir do 6leo essencial obtido de Marjorana hortensis
Moench, o qual contém 15 % de y-terpineno na sua composicao, sobre as linhagens
de leucemia aguda HL-60 e NB4 (ROMEILAH, 2009). Bourgou et al. (2010)
estudaram a atividade citotdxica de y-terpineno sobre as linhagens celulares A-549
(carcinoma de pulméo) e DLD-1 (adenocarcinoma de colon) e obtiveram ICso = 100
mM (13,62 pg.mL™), para ambas as linhagens de células.

O composto isolado terpinen-4-ol apresenteou um efeito citotoxico em células
Jurkat comparavel ao dos 6leos essenciais avaliados. Esse monoterpeno tem
demonstrado potencial antiviral, antibacteriano, antifingico e inseticida bem como
atividades antioxidante e anti-inflamatorias (ASTANI; REICHLING; SCHNITZLER,
2010; WEDGE et al., 2009; CHA; JEONG; JEONG, 2007; BARRA et al., 2007
ZUNIGA et al., 2005). Esse composto também exibiu efeitos antiproliferativos e
antitumorais em linhagens de células de mesotelioma murino (AE17) e melanoma
murino (B16) (GREAY et. al., 2010). O oleo essencial de Melaleuca alternifolia Cheel
e seu componente majoritario, terpinen-4-ol, foram capazes de prejudicar o
crescimento de células de melanoma humano (M14) (CALCABRINI et al., 2004). Wu
e colaboradores (2012) verificaram que terpinen-4-ol provocou um efeito dose-
dependente de citotoxicidade em cancer de pulmao. A despeito dos varios trabalhos
sobre o potencial citotoxico de terpinen-4-ol em células de cancer e os resultados
obtidos para as células Jurkat, este trabalho apontou baixa citotoxicidade do
terpinen-4-ol contra as linhagens celulares J774A.1, B16F10 e Hela.

A citotoxicidade verificada a partir dos compostos testados ndo seguiu padrao
dose ou tempo dependente. E as diferengas observadas na viabilidade celular para
os trés periodos de incubacéo estudados podem estar relacionadas a metabolizacéo
e/ou a volatilizacdo de alguns componentes presentes no oO6leo essencial

responsaveis pelo efeito citotéxico ou moduladores dessa atividade.



132

Considerando todos os resultados anteriores obtidos a partir do ensaio do
MTT, o ensaio de viabilidade celular pela técnica de exclusdo do azul de Tripan, o
ensaio de liberacdo de lactato desidrogenase (LDH), a andlise de contetdo de DNA
celular e a andlise da fragmentagdo do DNA e ciclo celular foram realizados com as
células Jurkat, com o proposito de elucidar o possivel mecanismo de citotoxicidade.

A Figura 47 mostra a viabilidade das células Jurkat tratadas com os Oleos
essenciais e com os terpenos nas concentracfes de 3, 10, 30, 100 e 300 yg.mL™
durante 24, 48 e 72 h. A viabilidade celular foi avaliada por meio da técnica de
exclusdo do azul de tripan. O comportamento das células Jurkat frente aos
compostos testados nesse ensaio foi bastante semelhante ao verificado para o
ensaio de reducdo do MTT. Para os trés periodos de exposicao € possivel notar que
a porcentagem de células viaveis é praticamente nula para a concentracdo de 300
pg.mL™*. Os 6bleos essenciais e o terpinen-4-ol a 100 pg.mL™* promoveram um
decréscimo acentuado na viabilidade celular especialmente para os periodos de

exposicao de 48 e 72 h.
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EFEITO DOS OLEOS ESSENCIAIS E DOS TERPENOS SOBRE A VIABILIDADE
DAS CELULAS JURKAT. AS CELULAS FORAM TRATADAS PELO PERIODO DE 24
(A), 48 (B) E 72 H (C) E A VIABILIDADE CELULAR FOI AVALIADA PELA TECNICA
DE EXCLUSAO DO AZUL DE TRIPAN. AS CONCENTRAGCOES TESTADAS (3, 10,
30, 100 E 300) ESTAO EM pg.mL™. COMO CONTROLE NEGATIVO (CONTROLE)
EMPREGOU-SE APENAS O VEICULO UTILIZADO PARA DILUIR AS AMOSTRAS.
0S RESULTADOS ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM (N= 3-5).

NOTA: OEFJ= 6leo essencial de folhas jovens
OEFA= dleo essencial de folhas adultas
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Apesar do numero de células viaveis para as maiores concentracdes reduzir
ou ser quase nulo (FIGURA 47), poucas células nao-viaveis puderam ser
observadas na concentracdo de 300 ug.mL™ para todos os tratamentos (TABELA
08). Possivelmente, a toxicidade dos Oleos essenciais e terpenos conduziu as
células Jurkat, ou a morte celular por apoptose levando a formacdo de corpos
apoptoticos ou restos celulares que nao coram com azul de Tripan, ou gerou parada
do ciclo celular (inibicdo de proliferacao), o que implica na redu¢cdo do nimero de

células viaveis sem aumento das células ndo-viaveis.

TABELA 08 — PORCENTAGEM DE CELULAS JURKAT NAO-VIAVEIS EVIDENCIADAS PELA
TECNICA DE EXCLUSAO DO AZUL DE TRIPAN NOS TRATAMENTOS COM
OLEOS ESSENCIAIS E TERPENOS NA CONCENTRAGAO DE 300 pg.mL™" PELOS
PERIODOS DE 24,48 E 72 H

% DE CELULAS INVIAVEIS

Amostras
Concentracao de 300 pg.mL™
24 h 48 h 72 h

OEFJ 2,56 + 2,22 2,33+ 4,65 2,63+1,24
OEFA 1,85+3,21 <1% 2,34+2,03
a-pineno 4,70 3,33+1,57 3,86 £5,11
y-terpineno 3,45+ 4,88 4,05 £ 4,05 1,28 +0,91
terpinen-4-ol 4,60+ 3,98 6,08 + 2,87 2,72+1,05

NOTA: Os resultados estédo expressos como media + DP.
OEFJ= 6leo essencial de folhas jovens
OEFA= 0leo essencial de folhas adultas
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Para descartar possivel citotoxicidade por inducédo de necrose, foi realizado o
ensaio de liberacdo de lactato desidrogenase (LDH) citoplasmatica. Os resultados
da Figura 48 mostram a atividade da LDH citoplasmatica liberada no meio de cultivo
de células Jurkat, tratadas com os Oleos essencias de folhas jovens e adultas de E.
benthamii e com os terpenos a-pineno, y-terpineno e terpinen-4-ol a 300 ug.mL™,
pelo periodo de 4 h. Comparando-se ao meio de cultivo livre de soro (controle
negativo), ndo houve aumento estatisticamente significativo na atividade de LDH
liberada pelas células Jurkat. No entanto, todas as amostras mostraram uma
diferenca estatisticamente significativa (P<0,001) na atividade de LDH liberada, em
comparacao com 0,1% de Triton X-100® (controle positivo).

A enzima intracelular LHD é rapidamente liberada de células danificadas (com
perda de integridade de membrana celular) para o sobrenadante da cultura de
células. Nesse sentido, células danificadas ou sob estresse liberam LDH
citoplasmatica e outras substancias para o meio devido a uma altera¢éo da estrutura
da membrana citoplasmatica e necrose celular (KORZENIEWSKI; CALLEWAERT,
1983). Por isso, € possivel sugerir que a atividade citotoxica do Oleo essencial e
compostos testados ndo esteja associada ao mecanismo de morte celular por
necrose. Consequentemente, os resultados deste ensaio indicam que a atividade
citotoxica das amostras em estudo pode envolver inducdo de morte celular por
apoptose, o que corrobora com o observado na técnica de exclusdo com azul de

Tripan.
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FIGURA 48 — ATIVIDADE DA LDH CITOPLASMATICA LIBERADA NO MEIO DE CULTURA DE
CELULAS JURKAT TRATADAS COM AS AMOSTRAS NA CONCENTRACAO DE
300 pg.mL* PELO PERIODO DE 4 H. NO CONTROLE POSITIVO AS CELULAS
FORAM TRATADAS COM TRITON X-100°. OS RESULTADOS ESTAO
EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM (N= 3-5). ANOVA, SEGUIDA PELO TESTE
POST-HOC DE TUKEY. " P<0.001 QUANDO COMPARADO AO CONTROLE
POSITIVO (TRITON X-100%).
NOTA: OEFJ= dleo essencial de folhas jovens
OEFA= 6leo essencial de folhas adultas

O efeito dos 6leos essenciais e terpenos sobre a proliferacdo de células
Jurkat por meio da anélise de conteudo de DNA esta indicado nas Figuras 49, 50 e
51. Quando empregou-se o tratamento com as amostras na concentracdo de 3
pg.mL?, houve diminuicdo no contetido de DNA apenas para as células Jurkat
tratadas com os o6leos essenciais. Na concentracdo de 30 pg.mL™?, todas as
amostras, com excecao do monoterpeno a-pineno, conduziram a uma reducao
estatisticamente significativa (P <0,05) no conteuddo de DNA em comparacdo com o
controle (meio de cultivo RPMI 1640 contendo 10% SFB). Ja& na concentracdo de
300 pg.mL™, todas as amostras reduziram significativamente (P <0,001) o contetido
de DNA, em comparacdo com o controle. Além disso, os 0leos essenciais das folhas
jovens e adultas de E. benthamii a 300 ug.mL* também demonstraram uma

diminuicdo estatisticamente significativa no contetdo de DNA, em compara¢do com
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o controle positivo (vincristina a 40 nmol.L™). A andlise do contetido de DNA das
células estudadas revela que os compostos testados, principalmente o éleo volatil de
E. benthamii, poderiam inibir a proliferacéo de células tumorais.
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FIGURA 49— CONTEUDO DE DNA DE CELULAS JURKAT TRATADAS COM 0OS OLEOS
ESSENCIAIS E TERPENOS NA CONCENTRACAO DE 3 pgmL*. OS
RESULTADOS ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM (N= 3-5). ANOVA,
SEGUIDA PELO TESTE POST-HOC DE TUKEY. ** P<0,001 QUANDO
COMPARADO AO CONTROLE.

NOTA: OEFJ= 6leo essencial de folhas jovens

OEFA= 6leo essencial de folhas adultas
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FIGURAS50— CONTEUDO DE DNA DE CELULAS JURKAT TRATADAS COM OS OLEOS
ESSENCIAIS E TERPENOS NA CONCENTRACAO DE 30 pg.mL' OS
RESULTADOS ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM (N= 3-5). ANOVA,
SEGUIDA PELO TESTE POST-HOC DE TUKEY. *P<0,05, ** P<0,01 E *** P<0,001
QUANDO COMPARADOS AO CONTROLE.

NOTA: OEFJ= 6leo essencial de folhas jovens

OEFA= 6leo essencial de folhas adultas
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FIGURA51— CONTEUDO DE DNA DE CELULAS JURKAT TRATADAS COM OS OLEOS
ESSENCIAIS E TERPENOS NA CONCENTRACAO DE 300 pg.mL'l. (K]
RESULTADOS ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM (N= 3-5). ANOVA,
SEGUIDA PELO TESTE POST-HOC DE TUKEY. " P<0.001 QUANDO
COMPARADO AO CONTROLE POSITIVO (VINCRISTINA A 40 nmoI.L’l) E ***
P<0,001 QUANDO COMPARADO AO CONTROLE.

NOTA: OEFJ= 6leo essencial de folhas jovens

OEFA= ¢leo essencial de folhas adultas

Nesse sentido, apés a verificacdo do contetdo de DNA celular, foi examinado
se 0s Oleos essenciais e terpenos poderiam induzir fragmentacédo do DNA ou gerar
parada de ciclo celular, o que explicaria a reducéo da proliferacdo das células Jurkat.
Para tanto, utilizou-se citometria de fluxo e o emprego do fluoroforo iodeto de
propidio. Para essa avaliacdo, somente 0s compostos que demonstraram maior
diminuicdo na viabilidade celular no ensaio do MTT foram testadas.

Cumpre ressaltar que o citbmetro de fluxo produz uma coluna de células em
suspensao que passa por uma fonte luminosa (laser monocromatico — 488 nm) para
a excitacdo do fluoréforo utilizado (iodeto de propideo). O aparelho contém
detectores para a luz emitida por esse composto o que permite quantifica-la, além de
detectores de luz refletida, de modo a ser possivel avaliar o diametro e a
granulosidade celular. Os resultados da analise por citometria de fluxo podem ser
expressos de diversas formas, conforme a combinagdo das varidveis estudadas.

Uma possibilidade é por meio de graficos de dispersédo, compostos no eixo das
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ordenadas por uma medida de dispersdo de luz que reflete a granulosidade e no
eixo das abcissas por uma medida de volume celular que representa o diametro da
célula (VERMES et al. 2000). Células com DNA fragmentado apresentam volume
reduzido e aumento de granulosidade. Outra maneira de analisar os resultados & por
meio de histograma, que no eixo das ordenadas apresenta a porcentagem de
células para um determinado grau de fluorescéncia e, no eixo das abcissas, a
quantidade de fluorescéncia emitida pela célula.

O fluoréforo iodeto de propideo é muito utilizado tendo em vista que se
intercala com o DNA das células e é o responsavel pela emissao da fluorescéncia,
indicio de conteido de DNA (VERMES et al. 2000). Numa populacdo normal de
células em proliferacdo, grande parte dessas contém quantidade de DNA
correspondente a um namero 2n de cromossomo (46 para humanos, células nas
fases GO-G1 do ciclo celular), conforme indicadas em histogramas. Essas
populacbes estdo representadas em histogramas no eixo das abcissas
(fluorescéncia) com seu pico préximo a 10°. Entre esses picos estdo as células que
estdo duplicando seu DNA (fase S). A populacdo de células a esquerda de G0O-G1
apresenta DNA fragmentado, pois contém menos de 2n cromossomos.

Nas Figuras 52 a 54 estdo apresentados alguns histogramas obtidos nos

experimentos.
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ANALISE POR CITOMETRIA DE FLUXO DA FRAGMENTACAO DE DNA E FASES

DO CICLO CELULAR DE CELULAS JURKAT DO GRUPO CONTROLE (A) E DOS
GRUPOS TRATADOS COM O OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS JOVENS DE E.
benthamii A 50 pyg.mL™" (B), 100 pg.mL™ (C) E 200 pg.mL™ (D). ESSA FIGURA E
REPRESENTATIVA DE COMO FORAM OBTIDOS E ANALISADOS OS

RESULTADOS DE FRAGMENTACAO DE DNA E CICLO CELULAR.
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ANALISE POR CITOMETRIA DE FLUXO DA FRAGMENTACAO DE DNA E FASES
DO CICLO CELULAR DE CELULAS JURKAT DO GRUPO CONTROLE (A) E DOS
GRUPOS TRATADOS COM O OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS ADULTAS DE E.
benthamii A 50 pyg.mL™" (B), 100 yg.mL™ (C) E 200 pg.mL™ (D). ESSA FIGURA E
REPRESENTATIVA DE COMO FORAM OBTIDOS E ANALISADOS OS
RESULTADOS DE FRAGMENTACAO DE DNA E CICLO CELULAR.
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ANALISE POR CITOMETRIA DE FLUXO DA FRAGMENTACAO DE DNA E FASES
DO CICLO CELULAR DE CELULAS JURKAT DO GRUPO CONTROLE (A) E DOS
GRUPOS TRATADOS COM O TERPINEN-4-OL A 50 pg.mL™ (B), 100 pg.mL™ (C) E
200 pg.mL? (D). ESSA FIGURA E REPRESENTATIVA DE COMO FORAM
OBTIDOS E ANALISADOS OS RESULTADOS DE FRAGMENTAGCAO DE DNA E
CICLO CELULAR.
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As células tratadas com o 6leo essencial das folhas jovens e adultas nas
concentracdes de 100 e 200 pg.mL™’ apresentaram uma maior fragmentacdo do
DNA que diferiu significativamente das células sem tratamento (controle) (FIGURA
55). O 6leo essencial das folhas adultas a 200 ug.mL™ promoveu o maior aumento
no nuamero de células fragmentadas gerando um acréscimo de 23% na

fragmentacdo de DNA em relagdo ao controle.
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FIGURA 55— FRAGMENTAGCAO DE DNA DE CELULAS JURKAT TRATADAS COM OLEO
ESSENCIAL DAS FOLHAS JOVENS E ADULTAS DE E. benthamii E TERPINEN-4-
OL NAS CONCENTRACOES DE 50, 100 E 200 pg.ml™ PELO PERIODO DE 24 H.
OS RESULTADOS ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM (N= 4). ANOVA,
SEGUIDA PELO TESTE POST-HOC DE TUKEY. ** P<0,001 QUANDO
COMPARADO AO CONTROLE.

NOTA: OEFJ= 6leo essencial de folhas jovens
OEFA-= dleo essencial de folhas adultas
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Os resultados da andlise das fases do ciclo celular por citometria de fluxo
estdo expressos em porcentagem da média de células nas diferentes fases do ciclo
celular, ou seja, fase quiescente GO/G1, fase S (sintese) e fase G2/M (Mitose)
(TABELA 09).

As células da linhagem Jurkat quando tratadas com os Oleos essenciais a
100 pg.mL™ apresentaram significativo aumento na populacdo de células na fase
GO/G1 e descréscimo no numero de células na fase S. Todavia quando essas foram
tratadas com os 6leos essenciais a 200 pyg.mL™ houve significativa diminuicdo na
populacdo de células na fase GO/G1 e aumento no numero de células na fase S. O
constituinte  monoterpénico terpinen-4-ol n&o alterou significativamente a
porcentagem de células nas diferentes fases do ciclo celular quando comparado ao

controle.

TABELA 09— PORCENTAGEM DE CELULAS JURKAT TRATADAS COM OS OLEOS
ESSENCIAIS DE E. benthami E TERPINEN-4-OL NAS DIFERENTES FASES DO
CICLO CELULAR, G0/G1, S E G2/M.

AMOSTR/lAS % DE CELULAS NAS FASES DO CICLO CELULAR
(Hg.-mL5) GOIG1 S G2/M
Controle 64,81 + 2,40% 18,52 +1,95" 17,08 +2,02°

50 66,24 +1,04 16,53 + 1,06*° 17,56 + 0,90

OEFRJ 100 68,64 + 1,43*° 15,33 + 1,04%** 16,48 + 0,73
200 55,62 + 2,76%+* 23,09 + 0,71%**° 21,94 + 2,05+

50 67,41 + 0,65 14,84 + 0,41+ 18,10 £ 0,49

OEFA 100 71,35 + 0,79* 12,21 + 0,42%+< 16,80 £ 0,72

200 60,72 + 0,60*+* 22,23 + 0,56***° 17,84 + 0,82

50 66,67 + 1,43 16,96 + 1,17 16,77 + 0,58

Terpinen-4-ol 100 66,97 + 1,04 17,08 £ 0,38 16,29 + 0,93

200 67,64 + 1,90 16,19 + 0,83 16,55 + 1,33

NOTA: Os resultados estdo expressos como média + EPM, n= 4. * indica quais grupos obtiveram diferenca
significativa em relac@o ao controle, definidos pela analise de varianga Anova e pelo teste post-hoc de Tukey,
onde * P<0,5, ** P<0,01 e *** P<0,001. OEFJ= 6leo essencial de folhas jovens e OEFA= dleo essencial de folhas
adultas.
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Como mencionado anteriormente, diversas investigacoes tém demonstrado
gue os O6leos volateis apresentam atividade supressiva contra o cancer tanto in vitro
quanto in vivo, quando testados em linhagens de células humanas de céancer (DE
SOUSA et. al., 2004; LI et. al., 2004; CALCABRINI et. al., 2004; CHENG et. al.,
2001; BUHAGIAR et. al.,, 1999). Em especial, os terpenos, tem despertado a
atencdo da comunidade cientifica para seus efeitos sobre células tumorais. Algumas
investigagOes os tém considerado inibidores da sinalizagdo de NF-kB com potencial
anti-inflamatorio e antitumoral (DUBEY et al., 1997; MOTEKI et al., 2002; CLARCK
et al., 2006; OLIVEIRA 2010).

Os resultados demonstrados nesse trabalho deixam evidente a
susceptibilidade particular das células Jurkat a essa classe de compostos.
Considerando que as células Jurkat sdo uma linhagem tumoral leucémica, pode-se
pensar que possa existir uma especificidade dos terpenos por este tipo celular.
Existem alguns estudos envolvendo o efeito destes compostos sobre células
leucémicas, porém ndo ha relatos concernentes a especificidade de terpenos a
algum tipo de célula tumoral.

O alcool perilico € um monoterpeno monociclico hidroxilado que possui
atividade quimiopreventiva e quimioterapica para diversos tipos de tumores malignos
(OLIVEIRA, 2010). Clark e colaboradores (2002) verificaram que esse terpeno
bloqueia o ciclo celular em células leucémicas. Também foi constatado que o alcool
perilico induz apoptose em células leucémicas (CLARCK et al., 2006). As células da
linhagem K562 de leucemia mieldide crénica foram suscetiveis a acdo do alcool
perilico e seu metabdlito, &cido perilico. O monoterpeno citral apresentou atividade
citotoxica contra células leucémicas P-388 de camundongos (DUBEY et al., 1997). O
acido ursélico, composto terpénico isolado do extrato de Hyptis capitata Jacq., exibiu
citotoxicidade significativa em células linfociticas leucémicas P-388 e L-1210 (LEE et
al., 1988). O 1,8-cineol, monoterpeno isolado da espécie Laurus nobilis L., promoveu
apoptose de células leucémicas in vitro (MOTEKI et al., 2002). Porém, ainda ndo ha
nada conclusivo na literatura.

Os resultados dos ensaios de citotoxicidade, viabilidade e proliferacéo celular
realizados com as células Jurkat, sugerem que a atividade citotoxica dos O6leos
essenciais quando utilizados em altas concentragdes pode envolver inducdo de
morte celular por apoptose, conforme observado pelo aumento de fragmentacao de

DNA. Apesar da literatura mencionar que a citotoxicidade de 6leos essenciais pode
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estar relacionada ao dano de membrana, nenhum resultado observado nesse estudo
€ indicativo de que os terpenos e 0Oleos essenciais de E. benthamii afetam a
integridade da membrana.

Interessante € ainda o achado de que os Oleos essenciais podem, em
concentracdes menores (50 -100 pg.mL™), gerar parada de ciclo celular em G0/G1
(TABELA 09). Tal resultado merece maiores investigagoes.

Assim, considerando o0 pequeno numero de investigacdes sobre o efeito
citotoxico/antiproliferativo de Eucalyptus spp. em células tumorais, este estudo
apontou que o0s Oleos essenciais das folhas jovens e adultas de E. benthamii
apresentam citotoxicidade principalmente contra as linhagens células Jurkat, HeLa e
B16F10, em comparacdo com o terpenos isolados, particularmente a-pineno e y-
terpineno.

Os resultados obtidos demonstram também a importancia do E. benthamii
como fonte alternativa de uma mistura complexa de compostos volateis que podem
ser usados como agentes citotoxicos. Além disso, experimentos futuros devem
continuar com o objetivo de esclarecer o mecanismo de acdo desses compostos e
uma possivel especificidade em relacdo a células leucémicas. Outras pesquisas
envolvendo a modelagem quimica de moléculas de monoterpenos também podem

contribuir na busca por farmacos mais eficientes para o tratamento do cancer.
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos é possivel concluir que:

Por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa, E. benthamii
apresenta um 6leo essencial com composicao quimica diferenciada, visto que
ndo contém 1,8-cineol ou apresenta somente tracos desse componente
monoterpénico, além de uma concentracdo relativamente elevada de a-
pineno;

As andlises multivariadas PCA e HCA revelam similaridade entre as
composicdes volateis obtidas a partir de folhas jovens e adultas coletadas
durante o verdo e menor semelhanca da amostra do outono com as demais
amostras;

O maior percentual de a-pineno estad presente no 0Oleo essencial obtido a
partir das folhas adultas da coleta de outono (38,63%);

O oleo volétil de folhas adultas da espécie em estudo possui efeito anti-
inflamatério, verificado pela reducdo do edema e da infiltrac&o leucocitaria. O
a-pineno reflete a atividade anti-inflamatoria do Oleo essencial, porém a
influéncia dos demais constituintes presentes na esséncia modula a atividade
do composto majoritario, determinando resultados diferentes para a mesma
avaliacao bioldgica;

Embora o 6leo essencial de folhas adultas de E. benthamii tenha apresentado
potencial para inibir a producédo de Oxido nitrico, seu composto majoritario, a-
pineno, ndo demonstrou o mesmo efeito sobre os macréfagos peritoneais de
camundongos. Dessa forma, é possivel sugerir que o Oleo essencial da
espécie E. benthamii possui constituintes volateis que podem atuar como
agente imunomodulador;

Considerando a atividade citotdéxica sobre as quatro linhagens tumorais
estudadas com base no ensaio do MTT, os Oleos essenciais demonstram
melhores resultados que o a-pineno e o y-terpineno, particularmente para as
células Jurkat, HeLa e B16F10. O terpinen-4-ol mostrou um efeito citotéxico

contra células Jurkat comparavel ao dos 6leos essenciais avaliados.
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Os resultados dos ensaios de exclusao do azul de Tripan, liberagdo de lactato
desidrogenase (LDH), conteado de DNA celular e fragmentacdo de DNA
celular realizados com as células Jurkat, indicam que as amostras em estudo

podem conduzir a um processo de morte celular por apoptose.
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= [7]F UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
LLULT ——— Setor de Ciéncias Biolégicas

U E P R Comité de Etica em Experimentacio Animal
{CEEA}
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CERTIFICADO

O Comité d= Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) do Setor da Ciéncias
Biolagicas da Universidade Federal do Parana, instituido pela PORTARIA N* 787/02-BL,
de 11 de junho de 2003, com base nas normas para @ constituicdo = funcionamento do
CEEA, 2stabelecidas pela RESOLUCAO N° 01/03-BL, d= 09 de maio de 2003 e
considerande © contido no Regimente Intermo do CEEA, CERTIFICA que os
nrocedimentos utilizando animais nc projeto de pesquisa abaixc especificedo, estdo de
acordo com 0§ principios éticos estaselecicos pela Colégio Brasileiro de Experimentacio
Animal {COBEA] e exigéncias estabelacidas em "Guide for the Care and Use of
Experimenta! Animals {Canadian Council on Animal Care)".

CERTIFICATION

The Cthizs Animal Experiment Commitice of the Selor de Ciéncias Biologicas of
the Federal University of Parana, eslablished by the DECREE N® 787/03-BL on June 11th
2003, basad Lpon the RESCLUTION N° 31/03-BL from May Sth 2003, and upon the
CEEA internal regimen:, CERTIFIES that the procedures using ammals in the research
projact specfied below are in agreement with the ethica principals estabished by the
Expermanta Animal Brazilian Council [{COBEA), and with the requirements of the 'Guide
for the Care and Use of Experimen:al Animals (Canadian Council on Animzl Cae])”.

PROCESSO; 23075.035036/2010-16 APROVADO: 21/09/2010 - R.0. 08/2010

TITULO: Oleo essencial de Eucalypius penfhami Maiden et Cambage (Myrtaceae)
atividade anti-inflamtéria, agéo despigmentante, descnvolvimento de micre/nanoparticulas
e aplicacdo em formas farnacéulicas semi-solidas

AUTORES: Daniela de Almeida Cabriri, Patricia Mathias D&l Boscardin, Michel F. Ctuki.
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