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RESUMO

Este trabalho tem por objetivo investigar a morfoanatomia, composi¢do quimica ¢ atividades
bioldgicas do oleo essencial de FEucalyptus tereticornis. Para tanto foi avaliada a
morfoanatomia das folhas adultas de E. fereticornis, e apds a extracdo do oleo essencial das
folhas de E. tereticornis foi determinado o seu teor e o perfil quimico e verificadas algumas
atividades biologicas como, atividades antimicrobiana, antioxidante, efeito anti-inflamatério
por meio do modelo de edema de orelha, migracdo celular por meio de analises histologicas,
atividade citotoxica e a acdo repelente. No presente estudo, uma explicacdo abrangente da
anatomia da folha e do caule e histoquimica de FEucalyptus tereticornis & apresentada.
Observou-se a presenca de crostas como ceras epicuticulares nas superficies das folhas, os
cristais foram encontrados em algumas células epidérmicas como um agregado de placas,
presenga de cristais prismaticos em varios tecidos e mesofilo homogéneo. As analises
histoquimicas confirmaram a presenca de compostos lipofilicos e compostos fendlicos, graos
de amido e elementos lignificados. A composi¢ao quimica do 6leo essencial analise por CG-
EM detectou 25 compostos, sendo que os principais componentes foram p-cimeno (46,57%),
a criptona (25,24%) e o terpinen-4-ol (5,23%). Na analise da atividade antimicrobiana, houve
inibicdo do crescimento de todos os microrganismos testados na metodologia de difusdo em
disco, com resultados mais satisfatorios frente a C. albicans e S. epidermidis; na metodologia
de macrodiluigdo em caldo, com excegdo de P. aeruginosa, também foi observada atividade
bactericida do o6leo essencial frente todas as demais cepas testadas. O o6leo essencial de E.
tereticornis demonstrou efeito antioxidante pelo método da reducdo do radical livre DPPH. O
6leo essencial de E. fereticornis apresentou atividade anti-inflamatoria quando utilizado por
via topica, pois reduziu de forma significativa o edema, o peso do tecido e a migracdao de
células inflamatorias. Na avaliagdo da atividade citotdxica, por meio de redugdo do MTT
utilizando as linhagens de fibroblasto murino (linha nido tumoral - 3T3) e de melanoma
murinho (linhagem tumoral - B16F10), observou-se que ¢ necessario utilizar uma
concentragdo maior do 6leo para causar citotoxicidade para a linhagem tumoral em relagdo a
nao tumoral. Na avaliacdo da atividade repelente, também foi observado efeito com o 6leo
sem diluicdo. Esses resultados mostram detalhes da morfoanatomia e histologia da planta
ainda ndo estudados. Novos estudos envolvendo analises anatomicas e filogenéticas de outras
espécies de eucalipto sdo indispensaveis para entender melhor a evolucido e taxonomia do
género. O presente trabalho mostra também que a necessidade da continuidade nos estudos
para confirmar e elucidar o mecanismo de acdo dessas e muitas outras atividades biologicas
que podem estar presentes no o 6leo essencial de E. tereticornis.

Palavras-chave: Eucalyptus tereticornis; morfoanatomia; atividades biologicas



ABSTRACT

This study aims to investigate the morphoanatomy, chemical composition and biological
activities of the essential oil of Eucalyptus tereticornis. Therefore, the morphoanatomy of the
adult leaves of E. tereticornis was evaluated, and after the extraction of the essential oil from
the leaves of E. tereticornis, its content and chemical profile were determined and some
biological activities were verified, such as antimicrobial, antioxidant, anti-inflammatory
activity. -inflammatory through the ear edema model, cell migration through histological
analysis, cytotoxic activity and repellent action. In the present study, a comprehensive
explanation of the leaf and stem anatomy and histochemistry of Eucalyptus tereticornis is
presented. The presence of crusts such as epicuticular waxes on the leaf surfaces was
observed, crystals were found in some epidermal cells as an aggregate of plaques, presence of
prismatic crystals in various tissues and homogeneous mesophyll. Histochemical analyzes
confirmed the presence of lipophilic and phenolic compounds, starch grains and lignified
elements. The chemical composition of the essential oil by GC-MS analysis detected 25
compounds, the main components being p-cymene (46.57%), kryptone (25.24%) and
terpinen-4-ol (5.23 %). In the analysis of antimicrobial activity, there was inhibition of the
growth of all microorganisms tested in the disc diffusion methodology, with more satisfactory
results against C. albicans and S. epidermidis; in the broth macrodilution methodology, with
the exception of P. aeruginosa, bactericidal activity of the essential oil was also observed
against all other strains tested. The essential oil of E. fereticornis showed an antioxidant effect
by the DPPH free radical reduction method. E. tereticornis essential oil showed anti-
inflammatory activity when used topically, as it significantly reduced edema, tissue weight
and migration of inflammatory cells. In the evaluation of the cytotoxic activity, through the
reduction of MTT using the murine fibroblast (non-tumor line - 3T3) and murine melanoma
(tumor line - B16F10) strains, it was observed that it is necessary to use a higher
concentration of the oil to cause cytotoxicity for the tumor lineage in relation to the non-
tumor. In the evaluation of the repellent activity, an effect was also observed with the oil
without dilution. These results show details of the morphoanatomy and histology of the plant
not yet studied. New studies involving anatomical and phylogenetic analyzes of other
eucalyptus species are essential to better understand the evolution and taxonomy of the genus.
The present work also shows the need for continuity in studies to confirm and elucidate the
mechanism of action of these and many other biological activities that may be present in the
essential oil of E. tereticornis.

Keywords: Eucalyptus tereticornis; morphoanatomy; biological activities
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo utilizadas ha milhares de anos pela humanidade, como
terapia natural para a cura e/ou alivio de enfermidades, sendo essas informagdes passadas de
uma geragdo para outra. Observa-se ainda ao longo dos anos uma crescente demanda por
plantas medicinais, sendo muitas vezes a unica fonte de recursos terapéuticos para a
populacdo, seja por ser de origem natural, pela riqueza da biodiversidade, pela tradigdo
popular desta pratica, como também pelo baixo poder aquisitivo da populagio (ARAUJO,
A.C et al., 2009; TOMCHINSKY et al., 2013; MARTINS; GARLET, 2016; CAVAGLIERI;
PADILHA; PRADO, 2018).

Na medicina popular, as plantas adquiriram fundamental importincia por suas
propriedades terap€uticas. Fontes de substancias naturais, incluindo os compostos derivados
de plantas, tém sido utilizadas como estratégia para obtencdo de novos compostos
biologicamente ativos. A descoberta da atividade biologica destas substancias ndo representou
apenas o surgimento de grupos novos de medicamentos, mas possibilitou a identificacdo de
novas intervengdes terap€uticas. (BRUNETON, 1993; CALIXTO et al., 2001; VERDI;
BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005).

A busca por alternativas terapéuticas mais naturais esta se intensificando nos ultimos
anos, a fim de se obter compostos com melhores potenciais de biodisponibilidade, seguranga e
mecanismos de acdo mais eficazes para o tratamento das doencas. Com isso, muitas plantas
medicinais estdo sendo evidenciadas com variadas atividades biologicas, a exemplo de
antimicrobiana (CAAMAL-HERRERA et al., 2018; DANTAS et al., 2018, QASIM et al.,
2018), anti-inflamatéria (ABU-SERIE; HABASHY; ATTIA, 2018; XIAO et al., 2018),
antiproliferativa (MOLINA-ROMO et al., 2018, PRETI et al., 2018), antioxidante (KOCOT
et al., 2018; SHANG et al., 2018), entre outras.

No entanto, ainda existem plantas utilizadas na medicina tradicional ainda ndo foram
submetidas a estudos que comprovem sua eficacia e seguranca, embora sejam naturais, ndo
estdo isentas de efeitos toxicos e necessitam ter sua eficacia comprovada. Segundo a
RDC26/2014 (BRASIL, 2014), foram criadas duas modalidades de produtos, os
“medicamentos fitoterapicos”, que continuam tendo a necessidade de passar por testes
clinicos padronizados para avaliagdo de seguranca e eficacia; e os “produtos tradicionais
fitoterapicos”, que serdo autorizados por meio da demonstragdo do uso seguro no ser humano
por um periodo longo, determinado pela Agéncia como de 30 anos, mediante a literatura

cientifica referenciada. As plantas medicinais ndo se diferenciam de qualquer outro
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xenobidtico sintético e a preconiza¢do ou autorizag¢@o oficial do seu uso como medicamento,
devem estar fundamentadas em evidéncias experimentais (LAPA et al, 2000). Dentre as
inimeras espécies utilizadas medicinalmente destaca-se o eucalipto.

O eucalipto € a espécie florestal mais cultivada no territorio nacional, ocupando uma
area superior a 4,75 milhdes de hectares (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PRODUTORES
DE FLORESTAS PLANTADAS, 2011). As arvores de eucalipto t€ém grande relevdncia na
economia brasileira, sendo extensivamente empregadas como matéria-prima na construgao
civil e em industrias de compensado ¢ de papel (SCHUMACHER; CALIL; VOGEL, 2005).
Além da exploragdo da madeira, o 6leo essencial obtido a partir das folhas de espécies de
Eucalyptus ¢ amplamente utilizado na fabricacdo de produtos farmacéuticos e de limpeza ¢
nas industrias de perfumaria. Adicionalmente, o 6leo essencial de Fucalyptus possui um
amplo espectro de atividade biologica, incluindo antimicrobiana, fungicida,
inseticida/repelente de insetos, herbicida, acaricida e nematicida (BATISH et al., 2008). Por
esse motivo, os Oleos essenciais produzidos por espécies 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).

No Brasil, muitas das espécies de eucalipto sao morfologicamente semelhantes e sdo
conhecidas pelo mesmo nome popular de eucalipto, criando confusdo na identificagcdo das
espécies (FLORES er al. 2016). Nesse contexto, estudos morfoanatdmicos vém sendo
realizados por diversos grupos de pesquisa com o intuito de minimizar possiveis confusodes
causadas por tamanha similaridade entre as espécies (DOLL-BOSCARDIN et al. 2010;
KNIGHT et al. 2004; MALINOWSKI; NAKASSHIMA; ALQUINI, 2009;; MICGAZ et al.
2018; SANTOS et al. 2008; SAULLE et al. 2018).

Dentre as espécies de Eucalyptus destaca-se o Eucalyptus tereticornis Sm., também é
popularmente conhecido como eucalipto, e na medicina tradicional, o infuso e o decocto das
folhas de FE. tereticornis sdo utilizadas no tratamento de doengas respiratorias (SILVA et al.,
2003; JUERGENS er al., 2003). Morfologicamente, E. tereticornis se assemelha a Fucalyptus
camaldulensis subsp. simulata Brooker & Kleinig (FLORES et al. 2016), Eucalyptus
benthamii Maiden & Cambage, Fucalyptus dunnii Maiden, FEucalyptus globulus Labill.,
Eucalyptus grandis W.Hill ex Maiden e Eucalyptus saligna Sm. (MICGAZ et al. 2018).

Embora essa espécie seja amplamente utilizada na medicina popular, os estudos que
demonstram sua eficacia e seguranca ainda sdo escassos. Além disso, visto que as espécies de
eucalipto sdo morfologicamente semelhantes, estudos que demonstrem detalhadamente a

morfoanatomia dessas espécies € necessaria ¢ urgente. Portanto, o presente estudo teve como
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objetivo analisar a composicdo quimica, as atividades antioxidante, antimicrobiana, anti-
inflamatoria, citotoxica e repelente do 6leo essencial, bem como estudar as caracteristicas
anatomicas foliares e caulinares de E. tereticornis a fim de fornecer dados para a
caracterizacdo do 6leo essencial, para a identificacdo e diferenciagdo da espécie de outras
espécies de Fucalyptus que apresentam morfologia semelhante, além de estabelecer um

padrio para os parametros de qualidade deste material vegetal.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 FAMILIA MYRTACEAE JUSS.

Myrtaceae ¢ composta por aproximadamente 144 géneros e de 3100 a 4600 espécies
(SOBRAL, 2003). Os maiores géneros dessa familia sdo Eugenia, Eucalyptus, Myrcia,
Syzygium e Melaleuca (CRONQUIST, 1981). No Brasil esta representada por 29 gé€neros ¢
1195 espécies, sendo 788 espécies endémicas (PROENCA et al., 2022).

As espécies dessa familia sdo arbustivas ou arboreas (JOLY, 1998). As folhas sdo
inteiras, de disposi¢do alterna ou oposta e, as vezes, oposta cruzada, apresentando pontuacgdes
e revelando estipulas muito pequenas. E frequente a presenca de caulifloria. Em relagdo as
flores, a ocorréncia maior ¢ as de coloragdo 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 recepticulo 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 (WILSON ez al., 2001).

No Brasil, a familia Myrtaceae constitue uma das mais importantes familias de
Angiospermae ou Magnoliopsida. Além disso, ¢ 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 arbéreo da Floresta Atlantica (GRESSLER; PIZO;
MORELLATO, 2006; CRUZ; KAPLAN, 2004). Na flora brasileira, encontram-se varias
plantas frutiferas, sendo as mais comuns a goiabeira (Psidium guajava L.), o aragazeiro
(Psidium cattleyanum Sabine), a jaboticabeira (Plinia grandifolia (Mattos) Sobral), a
pintangueira (Eugenia uniflora L.), a uvaia (Eugenia pyriformis Cambess.), a grumixameira
(Eugenia brasiliensis Lam.), o cambucazeiro (Eugenia edulis Benth et Hook.) e o cambuci
(Capsicum baccatum var. pendulum (Willd.) Eshbaugh) (JOLY, 1966). E, dentre as
cultivadas, merecem destaque especial as espécies origindrias da Australia, as quais
geralmente apresentam folhas alternas e fruto seco do tipo capsular como, por exemplo, os
representantes do género Eucalyptus.

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
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familia podem ser empregados para fins medicinais. A utilizagdo medicinal estd relacionada
principalmente a distirbios gastrointestinais, estados hemorragicos e doengas infecciosas. As
partes mais usadas sdo as folhas, as cascas e, também, os frutos, os quais sdo habitualmente
consumidos. Além disso, diversos estudos contemporaneos t€m respaldado o uso popular de
espécimes dos diversos géneros de Myrtaceae, por meio de diferentes investigagdes
farmacognosticas, relacionadas aos aspectos botanicos, aos compostos quimicos e as
atividades biologicas (DEFAVERI et al., 2011; PARK ef al., 2011; AYEPOLA; ADENIY]T,
2008; CRUZ; KAPLAN, 2004).

2.2 GENERO Eucalyptus L Hér.

O género Fucalyptus inclui mais de 800 espécies, sendo a maioria das espécies nativas
da Australia (WALTER, 2022). Este género possui importante valor na industria madeireira.
As espécies Eucalyptus grandis W.Hill, Eucalyptus urophylla S.T.Blake e FEucalyptus
globulus Labill., sdo as mais comuns cultivadas nas zonas tropicais e temperadas para seu uso
na industria da madeira (QUANG et al. 2010; CAROCHA et al. 2015). Além disso, as
espécies de FEucalyptus sdo utilizadas em produtos alimenticios, bebidas, perfumarias,
farmacos e cosméticos, bem como na produgdo de papel, mel e 6leos essenciais (HUSSAIN et
al. 2008; TEIXEIRA et al. 2013; RAUT; KARUPPAYIL 2014; BARBOSA; FILOMENO;
TEIXEIRA, 2016; FLORES et al. 2016).

O eucalipto se tornou a principal cultura ndo nativa no Brasil, com plantagdes
ocupando 5,63 milhdes de hectares (IBA, 2017), tornando o pais o maior produtor de
eucalipto, seguido pela india (4,3 milhdes ha) e China (2,6 milhdes ha). Além disso, o cultivo
dessas arvores permite retorno econdmico dentro de um breve periodo de tempo
(SCHUMACHER; CALIL; VOGEL, 2005). Uma grande variedade de tipos de madeira é
produzida a partir dos eucaliptos. Essa diversidade de propriedades permite que os eucaliptos
sejam utilizados para diferentes finalidades, como na producdo de celulose e papel,
mobilidrio, postes, dormentes, mourdes, energia e construcao civil (COMMONWEALTH OF
AUSTRALIA, 1962).

Os o6leos essenciais de eucalipto sdo muito importantes para a industria farmacé€utica
(GOODGER et al. 2016). Monoterpenos e sesquiterpenos sdo os principais grupos de
compostos quimicos comumente presentes nos 6leos essenciais dessa espécie (GOODGER et

al. 2016; BARBOSA; FILOMENO; TEIXEIRA, 2016; SAULLE et al. 2018).
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A palavra Eucalyptus ¢ derivada do grego eu (=bem) e kalypto (=cobrir) em mencao
ao opérculo que cobre as sementes até que estejam completamente desenvolvidas
(GUENTHER, 1977). O botanico francés Charles-Louis L’Heritier de Brutelle realizou a
primeira descricdo botanica do género Fucalyptus em 1788 (ANDRADE; VECCHI, 1918;
SCHUMACHER; CALIL; VOGEL, 2005). A espécie farmacopeica Eucalyptus globulus
Labill. foi descoberta na Tasmania, por La Billardiére, em 1792. Somente em 1800 ¢ que um
pequeno nimero de espécies comegou a ser descrito, sendo que grande parte dessas espécies
foram nominados por Joseph Smith (BROOKER, 2002).

Entretanto, ¢ importante ressaltar que os oleos essenciais, extraidos da maioria das
espécies de Fucalyptus, sdo 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 nao 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 tem contribuido de maneira efetiva na medicina tradicional.

Os principais usos populares dos eucaliptos estdo relacionados ao sistema respiratorio.
A inalagdo de substincias 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 o6leo essencial de
eucalipto tem demonstrado atividades expectorante, fluidificante e antisséptica da secregdo
dos bronquios tanto pela via oral quanto inalatoria (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 ¢ a parte da planta geralmente investigada, mas também ¢ possivel isolar
compostos bioativos do caule (BROPHY; SOUTHWELL, 2002). A maior parte do 6leo
essencial desse género esta presente nas folhas e compartimentalizado em estruturas
secretoras denominadas de cavidades, localizadas no parénquima fotossintetizante foliar,
sendo encontrados desde o inicio do desenvolvimento das folhas (VITTI; BRITO, 2003). O
o6leo essencial de eucalipto também pode ser encontrado 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. (FABROWSKI, 2002; VITTI; BRITO, 2003).
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Diversas investigacdes tém sido conduzidas com o 6leo essencial de determinadas
espécies de Eucalyptus, com a finalidade de determinar possiveis aplicagdes 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 dleo 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 infecgdo no trato respiratorio. As
bactérias Haemophilus influenzae, Parainfluenzae e Stenotrophomonas maltophilia foram as
mais sensiveis a agdo do 6leo essencial, seguidas de Streptococcus pneumoniae. O fungo
Candida albicans também apresenta sensibilidade ao o6leo essencial de E. globulus
(ALONSO, 1998).

Considerando o fato de que Oleos essenciais apresentam atividades inseticidas
(ISMAN, 1999), alguns estudos tém sido conduzidos com espécies de Eucalyptus, a fim de
avaliar a atividade bioldgica desses Oleos contra Pediculus humanus capitis. Nesse sentido, o
estudo conduzido por Toloza et al. (2008) 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 6leo essencial extraido
desses eucaliptos apresenta potencial pediculicida e repelente, sendo que a hibridagdo
interespécies melhora essa atividade. De acordo com Daley (2007), varios constituintes do
oleo essencial de E. globulus tém efeitos letais contra espécimes de Pediculus humanus
capitis e seus ovos. O 1,8-cineol ¢ considerado duas vezes mais eficaz que a D-fenotrina e o
piretro, enquanto o (-)-a-pineno, o 2-f-pineno e o (£)-pinocarveol sdo tdo ativos quanto esses
compostos sintéticos. Audino et al. (2007) constatou que a combinacdo a 10% do oleo
essencial de E. globulus ¢ do 6leo essencial de Mentha x piperita L., em solugdo de etanol a
96%, foi tao efetivo contra os piolhos resistentes a permetrina, quanto a melhor preparacao
comercial disponivel na Argentina.

Doll-Boscardin (2009) verificou que o 6leo essencial de Eucalyptus benthamii Maiden
et Cambage apresenta atividade fumegante e acdo repelente contra o Pediculus humanus
capitis. Em 2017, Pujiarti e Fentiyanti avaliaram a atividade repelente de 6leos essenciais de
E. tereticornis e Eucalyptus deglupta Blume contra o mosquito Culex quinquefasciatus e
concluiram que essas espécies podem ser consideradas como potentes agentes repelentes
naturais contra o mosquito C. quinquefasciatus.

Alguns estudos também tém investigado o potencial dos oOleos essenciais de

Eucalyptus como agentes analgésicos e anti-inflamatérios. Foi demonstrado que os o6leos
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essenciais de E. tereticornis e de E. globulus induziram efeitos analgésicos e promoveram
efeitos anti-inflamatérios em modelos de edema de pata de rato (SILVA et al., 2003). Alguns
pesquisadores t€m relatado que monoterpenos presentes em oOleos essenciais de Eucalyptus
sdo potentes inibidores de mediadores inflamatorios. O eucaliptol, por exemplo, inibe a
producgdo do fator de necrose tumoral-a, interleucina-1p, leucotrieno B4 ¢ tromboxano B2
(JUERGENS et al., 1998a). Além disso, ha dados indicando que o eucaliptol promove a
inibigdo do metabolismo do acido araquidonico em mondcitos humanos (JUERGENS et al.,
1998b).

Em um estudo realizado com musculo liso traqueal de ratos, o 6leo essencial de F.
tereticornis potencializou a contrag¢do induzida por acetilcolina (ACh) ao passo que inibiu, de
maneira dependente da concentracdo, a estimulagdo contratil eletromecénica do cloreto de
potassio (KCI) (LIMA et al., 2010).

Os oleos essenciais obtidos dos eucaliptos s@o destinados, principalmente, para fins
medicinais, porém, existem outras utilizacdes habituais: na forma de vaporizagdo em saunas
ou banhos, na perfumaria, na indistria de alimentos e em produtos desinfetantes
(FABROWSKI, 2002). Dentre as espécies de Eucalyptus conhecidas, cerca de 400 delas
fornecem 6leos essenciais com diferentes composi¢des (SIMOES; SPITZER, 2007).

Foi avaliada a atividade antimicrobiana e antioxidante do o6leo essencial das
espécies Eucalyptus crebra F.Muell, FEucalyptus kitsoniana Maiden, Eucalyptus
melanophloia F.Muell.,, Eucalyptus microtheca F.Muell.,, Eucalyptus pruinosa Schau,
Eucalyptus rudis Endl. e E. tereticornis. A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais in
vitro foi estudada pelo método de difusdo em agar, e os 6leos essenciais de varias espécies de
eucalipto inibiram significativamente o crescimento de bactérias Gram-positivas (Bacillus
spizizenii, Staphylococcus aureus), demonstraram moderado efeito inibitorio contra bactérias
Gram negativas (Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Salmonella enterica, Klebsiella
pneumoniae ¢ Pseudomonas aeruginosa) e exibiram efeitos bactericidas contra todos os
patdégenos transmitidos por alimentos testados, exceto Pseudomonas aeruginosa. O
ensaio de cinética de morte microbiana (time-kill), baseado em estudos de quatro semanas,
autenticou a poténcia dos 6leos como conservantes de alimentos. Os 6leos essenciais também
apresentaram boa atividade antioxidante quando testados pelos métodos da atividade de
eliminagdo de radicais livres e teste de reducdo do poder férrico. O potencial antioxidante e
antibacteriano dos Oleos essenciais de Fucalyptus validam seu potencial uso como
conservantes de alimentos podendo ser sugeridas como novas fontes potenciais de agentes

antimicrobianos e antioxidantes naturais (SIDDIQUE et al., 2018).
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Ameer e colaboradores (2016) demonstraram o potencial antimicrobiano de extratos
de folhas de E. tereticornis contra E. Coli. As investigagdes sugerem que este extrato pode ser
efetivo contra cepas microbianas resistentes a multiplas drogas (AMEER et al., 2016).

O uso de espécies de eucalipto para producdo de madeira e de 6leo essencial tem
aumentado, apesar da maioria das areas cultivadas em solo brasileiro ainda serem destinadas a
producdo de papel e de carvao. As folhas de Eucalyptus sdo uma boa fonte de oleo essencial
(RAO; SHIVA; JAIN et al., 1970), sendo que na medicina Ayurveda, esse 6leo ¢ usado como
um antisséptico para infecgdes do trato respiratorio. 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 produ¢do de 6leo essencial, sendo que dentro do ntimero de
espécies de eucalipto existentes, pouco mais de 200 foram estudadas visando a caracterizagdo
desse derivado vegetal. Nesse sentido, estudos tém sido realizados a fim de ampliar a
utilizacdo de algumas espécies de eucalipto para a producdo de Oleo essencial (SILVA;

BRITO; SILVA JUNIOR, 2006).

2.3 ESPECIE Eucalyptus tereticornis Sm.

A espécie Eucalyptus tereticornis Sm. (Figura 1) € nativa da Papua Nova Guiné e da
Australia e também ¢ cultivada em todo o mundo. E uma arvore de grande porte com casca
lisa e esbranquicada. (CHIPPENDALE 1988; FLORES et al. 2016).

E. tereticornis ¢ explorado comercialmente como fonte de 6leo essencial devido a
grande quantidade de 6leo produzido. Além do dleo essencial, varios compostos fitoquimicos
foram isolados de varios orgdos de E. tereticornis, tais como flavonoides (HONGCHENG;
FUJIMOTOT,1993), euglobal T1 (KOKUMALI et al, 1991), triterpenoides como &cido
betuldnico, tereticornato A, tereticornato B (HONGCHENG; FUJIMOTOT, 1993), acido
betulinico, (THEAGARAJAN; PRABHU, 1983), acido 2a-hidroxi-ursélico, acido ursolico,
acido ursolico lactona (DAYAL,1987) e B-sitosterol (THEAGARAJAN; PRABHU, 1983).
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Figura 1 -Imagens de Eucalyptus tereticornis
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Fonte: Castro, M. A. (2020)
A: Botoes florais; B: Flor em antese; C: Flores fecundadas com pegas florais ¢ sem pegas florais; D:
Arvore de E. tereticornis no habito; E: Folha adulta.

Quimicamente essa espécie apresenta 1,8-cinecol e o p-cimeno como compostos
majoritarios (TOLOZA et al., 2006). O 1,8-cineol, também conhecido como eucaliptol, ¢
comumente utilizado na industria farmacéutica e na perfumaria (BABU; SINGH, 2009).

Quando testado in vitro o 6leo essencial de E. tereticornis demontrou atividade contra varias
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bactérias, como Bacillus subtilis, Citrobacter diversus, Escherichia coli, Klebsiella oxytoca,
K. pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Shigella flexneri, e contra fungos, como
Hansenula spp., Saccharomyces spp., Sporobolomyces e Torulopsis candida. Os Oleos
essenciais também apresentaram atividades contra Aedes aegypti, Anopheles gambia e
Pediculus humanus capitis, bem como atividade acaricida contra Amblyoma variegatum
(BARBOSA; FILOMENO; TEIXEIRA, 2016).

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 aromaticas sdo atribuidas aos dleos
essenciais. Pelas caracteristicas da planta em questdo, e também de outras espécies do género,
torna-se interessante avaliar as atividades biologicas do o6leo essencial extraido do E.

tereticornis.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

- Avaliar microscopicamente as folhas e caules de Fucalyptus tereticornis Sm., e investigar a
composi¢do quimica e as atividades bioldgicas do 6leo essencial de folhas de FEucalyptus

tereticornis.

3.2 ESPECIFICOS

- Avaliar microscopicamente folhas adultas e caules de E. fereticornis por microscopia de luz
(ML) e microscopia eletronica de varredura (MEV);

- Determinar a composicao quimica dos cristais por energia dispersiva de raios X (EDS);

- Realizar testes histoquimicos em folhas adultas e caules de E. tereticornis;

- Realizar a extracdo do 6leo essencial de folhas de E. tereticornis;

- Determinar o teor de 6leo essencial de folhas de E. tereticornis;

- Investigar o perfil quimico do 6leo essencial de folhas de E. tereticornis por CG/EM;

- Determinar o perfil quimico do 6leo essencial de folhas de E. tereticornis por CCDAE;

- Verificar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de folhas de E. tereticornis pelos
métodos de difusdo em disco e de macrodiluicdo em caldo Muller-Hinton;

- Estabelecer a atividade antioxidante do 6leo essencial de folhas de E. tereticornis por DPPH,
fosfomolibdénio e TBARS;

- Analisar o efeito anti-inflamatorio do 6leo essencial de folhas de E. tereticornis por meio do
modelo de edema de orelha;

- Verificar a a¢do do dleo essencial de folhas de E. fereticornis sobre a migracdo celular por
meio de analises histologicas;

- Investigar a atividade citotoxica do oleo essencial de folhas de E. tereticornis frente as
linhagens: 3T3 (fibroblasto murino) e B16F10 (melanoma murino);

- Verificar a agfo repelente do 6leo essencial de folhas de E. fereticornis frente aos insetos

adultos de Ctenocephalides felis.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DO MATERIAL BOTANICO

Partes vegetativas aéreas de Eucalyptus tereticornis Sm. utilizadas no presente estudo
foram coletadas no Horto Medicinal do Curso de Farmacia da Universidade Estadual de Ponta
Grossa (25° 05'41,3 "S ¢ 50° 06'04,8" W) em maio de 2016. Uma amostra (#ESA 112341) foi
preparada e depositada no Herbario da Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz",
Universidade de Sao Paulo. O acesso ao material botanico foi aprovado e licenciado pelo

(CGEN / SISGEN) e registrado sob o numero A03C6CC.

4.2 ESTUDOS BOTANICOS

4.2.1 Procedimento de Microscopia

Folhas e caules frescos, saudaveis e intactos, obtidos a partir do sexto nd, foram
fixados em solugdo de FAA 70 por 3 dias (JOHANSEN, 1940), lavados em agua destilada e
armazenados em solucdo de etanol a 70% (v/v) (BERLYN; MIKSCHE, 1976). As folhas e
caules foram seccionados com navalhas, a mao livre, nas dire¢des transversal e longitudinal.
As secgoes foram hidratadas e coradas com azul de toluidina (O’BRIEN; FEDER;
MCCULLY, 1964) ¢ uma combinagdo de azul Astra e fucsina basica (KRAUS et al., 1998).
As secgoes foram preparadas em uma gota de glicerina (50%) (BERLYN; MIKSCHE, 1976)
em laminas de vidro, cobertas com uma laminula e seladas com esmalte transparente.

Para a analise das superficies epidérmicas, pequenas seccdes das folhas foram lavadas
e tratadas com solugdo de hipoclorito (50%) até ficarem translicidas. Os materiais foram
entdo lavados com agua destilada e neutralizados em solu¢do de acido acético (5%).
Posteriormente, as sec¢des foram lavadas novamente com agua destilada, coradas com

safranina (FUCHS, 1963) e montadas como descrito acima.
4.2.2 Analise Histoquimica
Para identificar as composi¢des quimicas das paredes celulares e do conteudo celular,

os seguintes reagentes foram utilizados nos testes histoquimicos: Floroglucinol / HCI para

evidenciar a presenga de lignina (SASS, 1951), solugdo de cloreto férrico (JOHANSEN,
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1940) e dicromato de potassio (GABE, 1968) para revelar compostos fenolicos, Sudan III
para testar componentes lipofilicos e investigagdo de substancias lipidicas, como estruturas de
revestimento cutinizadas e suberizadas e goticulas de 6leo (Foster, 1949) e solucdo de iodo
para detectar amido (BERLYN; MIKSCHE, 1976). As fotomicrografias foram capturadas
usando um microscopio de luz Olympus CX 31 equipado com uma unidade de controle C-

7070.

4.2.3 Micromedicoes

O indice estomatico (SI) foi calculado de acordo com o procedimento descrito na
Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2019), usando 15 campos de multiplas amostras de folhas,
a partir da formula SI = S/(S + E) x 100, em que S = ntimero de estdmatos por area unitaria e
E = nimero de células epidérmicas na mesma area unitaria. O comprimento e a largura dos
estomatos foram medidos a partir de 20 estomatos em diferentes locais da lamina foliar de

cada amostra para determinar o tamanho médio dos estomatos.

4.2.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As amostras fixadas pelo FAA70 foram desidratadas em uma série etandlica (70, 80,
90 e 100%) e secas em um secador de ponto critico Balzers CPD 030 (BAL-TEC AG,
Balzers, Liechtenstein), utilizando CO; liquido. As amostras foram coladas em stubs com fita
dupla face e depois foram metalizadas com ouro em aparelho Quorum (modelo SC7620). As
fotomicrografias foram preparadas usando um microscopio eletronico de varredura por

Emissdo de Campo Mira 3 (Tescan, Brno-Kohoutovice, Republica Tcheca).

4.2.5 Espectroscopia de Raios X por Dispersdao em Energia (EDS)

A composicdo quimica dos cristais foi analisada por espectroscopia de raios X por
dispersdo de energia. Essa analise foi realizada nos cristais, aleatoriamente, bem como em
células desprovidas de cristais como controle, usando um detector de EDS nas mesmas
condicdes da analise de MEV. Tanto o MEV como o EDS foram realizados no Complexo

Laboratorial Multiusuarios (C-Labmu) da Universidade Estadual de Ponta Grossa.
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43 EXTRACAO E CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL DE Eucalyptus

tereticornis

4.3.1 Extragdo do Oleo Essencial de Folhas de Eucalyptus tereticornis.

Para a extracdo do o6leo essencial, folhas adultas, dessecadas a sombra, foram
submetidas ao processo de hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger (USP XXII, 1990), com
duragdo de 6 h. Apods esse tempo, o material obtido foi acondicionado em tubos de vidro
ambar, vedados e armazenados em temperatura de 4 + 0,5°C. As diluigdes do dleo essencial
empregadas para todos os experimentos foram obtidas a partir de célculos baseados na
densidade, obtida apods a pesagem 4 vezes de um mL do 6leo essencial em balanga analitica

calibrada.

4.3.2 Determinacdo do Perfil Quimico do Oleo Essencial

4.3.2.1 Anadlise por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE)

A andlise foi conduzida por um sistema de cromatografia em camada delgada de alta
eficiéncia (CCDAE) CAMAG, onde o 6leo essencial de E. tereticornis foi analisado em placa
de silica gel 60 F2s4 (Merck), usando-se a fase movel acetato de etila:tolueno 5:95. A solugéo
padréo foi preparada com 10 pL de eucaliptol, o/B- tujona e a-bisabolol diluidos em 990 pL
de tolueno. Uma solucdo estoque de borneol foi preparada a 1 mg/mL em tolueno e, entdo,
diluida para 100 pg/mL.

Utilizou-se um aplicador automatico (ATS4) para realizar as aplica¢des na placa, com
bandas de 8 mm, distancia entre as bandas de 11.4 mm, distdncia da primeira aplicacdo com a
borda esquerda da placa de 20 mm, distancia da aplicagdo com a borda inferior da placa de 8
mm e volume de aplicagdo de 2 L.

O desenvolvimento da cromatografia ocorreu em uma cuba de desenvolvimento
automatico (ADC?2), utilizando como fase movel acetato de etila/tolueno 5:95 v/v, depois da
saturagdo por 20 min e ativagdo a 33 % de umidade relativa por 10 min usando uma solugéo
saturada de cloreto de magnésio. A distancia de migracdo foi de 70 mm (da borda inferior da
placa) e a secagem final ocorreu em 5 min.

A derivatizacdo foi realizada com anisaldeido e a preparagdo dos reagentes ocorreu da

seguinte forma: 85 mL de metanol foram colocados em um frasco de vidro de 100 mL e
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resfriados em freezer. Ao metanol resfriado, foi adicionado 10 mL de acido acético € 5 mL de
acido sulfurico. Quando essa mistura atingiu a temperatura ambiente, 0,5 mL de p-anisaldeido
foi adicionado.

Para a visualizacdo da placa foi utilizado um visualizador (TLC Visualizer 2) com as
luzes UV 254 e 366 nm antes da derivatiza¢do, UV 366 nm depois da derivatizagdo com NP ¢
luz branca ap6s derivatizacdo com NP e anisaldeido.

As analises foram executadas usando o software visionCATS versdo 3.1. Os
parametros CCDAE estavam de acordo com o Capitulo geral da USP (203) (The United
States Pharmacopoeia (USP), 2017).

4.3.2.2 Andlise por cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de massas

(CG-EM)

A composicdo quimica do o6leo essencial de E. fereticornis foi determinada em
cromatografo gasoso (Shimadzu, GC-2010 Plus) acoplado a detector de massas do tipo triplo
quadrupolo modelo TQ8040, utilizando injetor automatico modelo AOC-5000 Plus.

A amostra foi diluida a 1% (m/v) em hexano e caracterizada utilizando as seguintes
condi¢des de analises: coluna capilar de silica fundida Rtx-SMS (5% difenil + 95% dimetil
polisiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). Como gas de arraste foi empregado hélio com
vazdo de 1,02 mL min"!, em modo split 1:10, estando o injetor a 250°C e o sistema de
ionizacdo 70 eV. Foi injetado 1 pL de amostra na seguinte rampa de aquecimento:
temperatura inicial 60°C (0’) até 250°C, com taxa de aquecimento de 3°C/min. Os
componentes dos 0leos essenciais foram identificados pelo indice de retengdo e determinados
por uma série de n-alcanos, contendo entre 8 a 24 atomos de carbono (VAN DENDOOL;
KRATZ, 1963).

Os espectros de massas dos constituintes detectados nos o6leos essenciais foram
comparados com os espectros existentes na biblioteca de massas NIST 14, ¢ baseados pela
analise visual comparativa com os espectros de massas, utilizando-se ADAMS (2017).

A quantificagcdo dos constituintes dos oleos essenciais foi realizada em cromatdgrafo
em fase gasosa (Agilent, modelo 7890A). As analises foram realizadas em coluna capilar
RTx-5 (30 m por 0,25 mm e espessura de filme 0,25 pum), sendo utilizado hidrogénio (Hz)
como gas de arraste, em vazdo de 1,0 mL min"'. A inje¢do em modo splitless foi realizada
com injetor a 200° C. A temperatura do detector foi de 280° C e o forno foi programado para

uma temperatura de 60° C, com posterior incremento de 3° C min'! até 240° C. Foram
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preparados trés vials e injetados no cromatografo para o calculo da média da concentracao e

do desvio padrio.

4.4 AVALIACAO DE ATIVIDADES BIOLOGICAS

4.4.1 Atividade Antimicrobiana

A capacidade antibacteriana e/ou antifingica do 6leo essencial da espécie em estudo
foi avaliada por meio dos métodos de difusdo em disco (KONEMAN et al.,1997; BAUER et
al., 1966) e macrodiluicdo em caldo Muller-Hinton. Foram utilizadas cepas da American
Type Culture Collection (ATCC), pois ja possuem suas caracteristicas fenotipicas conhecidas,
ou seja, sua identificacdo e perfil de sensibilidade ja foram determinados. Previamente a
execucao dos testes, as cepas foram repicadas em agar Mueller-Hinton (AMH) e incubadas
por 24 h em estufa bacteriologica a 35°C, com excecdo da cepa de Candida albicans, para a
qual foi utilizado dgar Mueller—Hinton acrescido de 2% de glicose (AMHG). Apds incubados,
um esfregaco corado pelo Gram do crescimento nas placas foi feito com objetivo de
confirmar a pureza das culturas. Para o experimento foram preparadas suspensdes dos

microrganismos no padrdo 0,5 da escala de McFarland.

4.4.1.1 Difusdao em disco

Os microrgnismos utilizados foram: Candida albicans (ATCC 10231), Escherichia
coli (ATCC 25922), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), e Streptococcus pyogenes (ATCC 19615). Foi realizada a semeadura dos
indculos bacterianos, preparados em soro fisiologico, padronizados pelo tubo 0,5 da Escala
McFarland, em espectrofotometro a 580 nm, previamente padronizados nas placas contendo
os meios AMH e AMHG, com o auxilio de um swab e de forma homogénea. O 6leo essencial
foi testado puro e nas concentracdes de 500 mg/mL, 250 mg/mL, 500 pg/mL, 100 pg/mL e 50
pg/mL. As dilui¢des foram realizadas em agua purificada, com a utilizagao de até 10% (m/V)
de polissorbato 80.

Com o auxilio de uma micropipeta, foi efetuada a impregnacdo de 20 pL e
10 pL do oleo essencial de E. tereticornis, e respectivas diluicdes, nos discos de papel de
filtro previamente estéreis, sendo que um disco sem impregnacao foi utlizado como controle

de esterilidade. Os discos contendo cloranfenicol (30 pg), gentamicina (30 pg) e cetoconazol
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(50 pg) foram usados como controle positivo. Apos 30 min, as placas de Petri foram
incubadas invertidas, em estufa a 36 + 2° C por 24 a 48 h. Apods o periodo de incubacdo foram
realizadas as medidas do didmetro dos halos formados. A mensuragdo do halo de inibi¢dao do
crescimento bacteriano foi realizada com o auxilio de uma régua graduada em milimetros,
segundo a USP XXVIII (2005). Os halos com didmetro igual ou superior a § mm foram
considerados como resultados positivos (LIMA; GUERRA; SILVA, 2000). Todos os testes

foram efetuados em triplicata, considerando a média das leituras como o resultado final.

4.4.1.2 Macrodiluicdo em caldo

A concentragdo inibitoria minima (CIM) e a concentrag¢ao bactericida minima (CBM)
foram determinadas pela técnica de macrodiluigdo em caldo Muller-Hinton (MH) para
bactérias e em caldo MH com glicose 2% para leveduras. O método foi adaptado do Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2014).

Foi preparada uma solugdo inicial 6leo essencial de E. tereticornis na concentragao de
40,0 mg/200 pL. com DMSO 1:2. A partir dessa solucdo foram feitas diluigdes para a
obtencao das concentracdes finais de 10000 — 312,5 pg/mL quando adicionadas ao caldo MH
com volume final de 1,0 mL.

Os microrganismos foram: Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli
ATCC 35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Candida albicans ATCC 14053
(levedura), Klebsiella pneumoniae ATCC 25955 e Enterococcus faecalis ATCC 25212. Para
o experimento foram preparadas suspensdes dos microrganismos em solucdo fisioldgica
conforme padrdo 0,5 da escala de McFarland e diluidos 1:10. Foram adicionados 50 pL de
cada microrganismo aos testes e controles. Como controle positivo utilizou-se 1 mL do caldo
com os microrganismos sem o 6leo essencial. Para cada microrganismo, foi realizado o
controle negativo com 10 pL de gluconato de clorexidina 0,12% (CLX).

Os testes foram realizados em triplicata e cada série de testes teve um branco
equivalente. Apos o preparo os tubos foram deixados meio abertos e incubados em estufa a
35°C por 24 horas. Sequencialmente a incubagao, foram transferidos 200 puL para microplacas
de 96 cavidades e realizadas trés leituras, apos agitacao, em 630 nmno leitor SynergyH1 com
softwareGen5.2.

Para o célculo foi efetuada a média das leituras descontando-se a média da leitura do
branco correspondente. Para a determinacdo da atividade antimicrobiana (inibi¢do do

crescimento) calculou-se o percentual de crescimento comparando a média das leituras das
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densidades oOpticas de cada concentracdo do extrato em relacdo ao crescimento do
microrganismo teste, que foi equivalente a 100%. A atividade inibitoria foi a diferenca entre a
taxa do crescimento dos testes com as dos controles. A analise estatistica (ANOVA e pos test
de Tukey, p<0,005) foi realizada em GraphPad Prisms.

Para a determinacdo da CBM as culturas dos tubos foram inoculadas em AMH para as
cepas bacterianas e Agar Sangue para o fungo e, em seguida incubadas por 24 h a 35°C. A
menor concentragdo do Oleo essencial capaz de inibir completamente o crescimento

microbiano foi considerada a CBM.

4.4.2 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante do 6leo essencial de folhas de E. tereticornis, foi determinada
por trés métodos: 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH), fosfomolibdénio e Acido
Tiobarbiturico- Espécies Reativas (TBARS).

4.4.2.1 Método do 1, 1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH)

O radical livre DPPH ¢é um cromo6foro muito estavel, cuja solucdo possui uma coloragio
violeta, com absor¢do maxima no comprimento de onda de 517 nm (ARNAO, 2000; BLOIS,
1958). Na medida em que o radical livie DPPH vai sendo reduzido por uma substincia
antioxidante, ocorre o emparelhamento de seu elétron e a absortividade nesse comprimento de
onda reduz (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).

Inicialmente, foi determinada a cinética da reagdo, a fim de verificar o tempo necessario
para a maxima reducdo do DPPH. O tempo, a partir do qual duas medidas de absorvancias
consecutivas revelaram valores muito proximos, foi adotado como adequado aos ensaios de
determinagdo da concentrag@o inibitoria ou ICso (inhibitory concentration). O valor de ICso
corresponde a quantidade necessaria de substincia antioxidante para reduzir em 50% a

concentracdo inicial da solucdo de DPPH.
a) Determinagdo do ICso do dleo essencial
Foram preparadas diferentes solugdes etanolicas do 6leo essencial, em concentragdes

variando de 0,015 a 0,5 mg/mL Foi adicionado 100 pL da solucdo de DPPH a 1 mmol/L para

3 mL de cada solucdo de dleo essencial. Para o controle negativo, foi utilizado 3 mL de etanol
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e 100 pL da solucdo de DPPH. Ap6s 30 min, foi efetuada a leitura em espectrofotometro
UV/Vis SHIMADZU-1601 a 517 nm. O aparelho foi zerado com alcool etilico absoluto. Para
cada concentracdo em estudo, foi calculada a porcentagem de atividade antioxidante (% AA),

conforme a Equagao 01.

Absorbancia da amostra —Absorbancia do branco

%A4 =100 — ( ) x 100 (1)

Absorbancia do controle

Com os valores obtidos foi construido um grafico da porcentagem de atividade
antioxidante em fun¢@o da concentracdo do 6leo essencial, em pg/mL. Para o calculo do ICso,
foi utilizada a equagdo da reta, substituindo o valor de y por 50%, para a obtencdo da

concentragdo da amostra com capacidade de reduzir 50% da concentracdo de DPPH adotada.
b) Determinagdo do ICso do padrdo de acido ascorbico

Considerando a absortividade molar, foram elaboradas solugdes de acido ascorbico
(AA), em concentragdes entre 0,078 ¢ 5 ug/mL, em etanol. A partir de cada 3 mL de solugdo,
foi aplicado o mesmo procedimento estabelecido para as solugdes etanolicas do 6leo essencial
de E. tereticornis, possibilitando o calculo da porcentagem de atividade antioxidante
(Equacdo 01) para cada concentragdo, bem como o valor da concentragio de AA com

capacidade de reduzir 50% de 100 uL de DPPH a 1 mmol/L (ICsp).
¢) Determinagdo do ICsodo padrido de acido galico

Foram preparadas solugdes etandlicas de rutina, nas concentragdes de 0,015 a 0,5
mg/mL. O procedimento foi o mesmo relatado para a determinagdo do ICso para a amostra do

6leo essencial de E. fereticornis.
4.4.2.2 Método do fosfomolibdénio

O método de reducdo do complexo fosfomolibdénico para a determinagdo da
capacidade antioxidante total (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999), ¢ baseado na redugdo
do molibdénio VI a V pela amostra em andlise. Essa reducdo possibilita a formagdo de um
complexo verde entre fosfato e molibdénio (V), em pH 4acido, determinado

espectrofotometricamente, em triplicata, a 695 nm. Uma aliquota de 300 pL. da amostra, em
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solugdo etanolica a 200 pg/mL, foi acrescentada em um tubo de ensaio, juntamente com 3 mL
do reativo (molibdato de amonio a 4 mmol/L, fosfato de sodio 28 mmol/L, acido sulfurico 0,6
mol/L). O tubo foi fechado hermeticamente e levado ao banho-maria a 95 °C por 90 min. O
tubo foi resfriado e a leitura foi efetuada em espectrofotdometro UV/Vis SHIMADZU-1601 a
695 nm contra um branco (300 uL de etanol, acrescidos de 3 mL do reativo). Os padroes
utilizados foram o acido ascorbico e o acido galico a 200 pg/mL. Para efeitos de célculo, o
acido ascorbico foi considerado como 100% de atividade antioxidante, conforme a Equagdo

02.

%AA = 100 — ( Absorbancia da amostra —Abso ancia do branco ) 100 (02)

Absorbancia do acido ascérbico—Absor ancia do branco

4.4.2.3 Ensaio Antioxidante pelo Método do Acido Tiobarbitirico - Espécies Reativas
(TBARS)

A atividade do 0leo essencial de E. tereticornis sob a formagdo do malonaldeido
(MDA) a partir da oxidagdo de 4cidos graxos insaturados foi analisado
espectrofotometricamente segundo metodologia modificada por Morais et al. (2006). Em
tubos de ensaio, foram adicionados 0,5 mL de solugdo de gema de ovo (5% p/v), 0,1 mL de
amostra pura ou padrdo e completado o volume para 1 mL com agua destilada. Apds este
processo, acrescentou-se a cada um dos tubos de ensaio, 0,05 mL de solugdo de 2,2’-azobis(2-
amidinopropano) dihidrocloreto (ABAP) 0,07 mol/L, 1,5 mL de solugdo de acido acético 20%
(pH 3,5) e 1,5 mL de solugdo de acido tiobarbittrico (TBA) 0,8% p/v em solucdo de dodecil
sulfato de sodio 1,1% p/v. Os tubos foram fechados e mantidos em banho-maria a 95°C por
60 min, sob agitagdo. Apods resfriamento, foi acrescentado a cada tubo 5 mL de n-butanol e
centrifugados por 10 min, a 3000 rpm. Os sobrenadantes foram submetidos a leitura em
espectrofotometro, em 532 nm. O mesmo processo foi realizado com 3 tubos de ensaio que
ndo continham amostras, apenas os reagentes. Foram avaliados o dleo essencial de E.
tereticornis, ¢ os padroes BHT (butil hidroxi tolueno) e 4cido ascorbico nas mesmas
propor¢des. Todas as amostras testadas foram realizadas em triplicata. A atividade
antioxidante foi determinada pelo indice Antioxidante (IA), obtido em porcentagem, segundo

a Equagdo 03:

IA(%) -1— ( Absorbancia da amostra ) % 100 (03)

Absorbancia do controle totalmente oxidado
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Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). Para comparagdes entre
as médias dos indices de atividade (IA%), utilizou-se o teste de Tukey. As diferencas foram

consideradas estatisticamente significantes quando p < 0,05.

4.4.3. Atividade Anti-inflamatoria in vivo

4.4.3.1. Animais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos (Mus musculus)
BALBY/c, (25-35 g) de aproximadamente 60 a 90 dias. Os animais foram mantidos no Biotério
da Universidade Estadual de Ponta Grossa, em temperatura de 22 + 2 °C, em ciclo
claro/escuro de 12 h e com livre acesso a agua e rag@o. Os animais foram conduzidos ao
laboratério de experimentagdo pelo menos uma hora antes do inicio dos experimentos. Os
animais foram distribuidos aleatoriamente nos 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 orientacdes para os cuidados com
animais de laboratorios e os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissdo de
Etica no uso de animais (CEUA) da Universidade Estadual de Ponta Grossa sob o niimero de

processo: 0069285.

4.4.3.2. Avaliacdo do edema de orelha

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

tereticornis foi testado nas doses de 0,1 mg/orelha a 1 mg/orelha.



35

4.4.3.2.1 Edema de orelha induzido pela aplicacdo topica do TPA

O edema de orelha foi induzido pela aplicagao topica de 2,5 pg/orelha de TPA (acetato
de 12-O-tetradecanoilforbol) em 20 pL de acetona, e aplicado na orelha direita dos
camundongos. As amostras € os controles foram aplicados topicamente, apds 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
apos 6 h da aplicacdo do TPA (DE YOUNG et al., 1989). Apds 24 h da aplicagdo do TPA os
animais foram eutanasiados e a espessura da orelha foi medida novamente. Circulos de 6 mm
de tecido da orelha dos camundongos foram coletados e submetidos a avaliacdo do edema

pela medida da massa das orelhas e a analise histologica.

4.4.3.4 Andlise histologica

As amostras de orelhas coletadas de camundongos e submetidas a aplicacgdo topica de
TPA foram fixadas em solu¢do ALFAC (85 mL de alcool etilico 80%, 10 mL de formaldeido
40% e 5 mL de acido acético glacial) por um periodo de 16 h, sendo, em seguida, conservadas
em alcool 70% até o inicio do processo de desidratacdo. Posteriormente, as amostras foram
desidratas em série etandlica crescente e emblocadas em parafina. Foram realizadas sec¢des
transversais de 3-4 pm 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

4.4.4 Atividade Citotoxica

4.4.4.1 Linhagens celulares

Foram utilizadas células de fibroblasto murino (3T3, Banco de Células do Rio de
Janeiro, codigo 0017) e melanoma murino (B16F10, Banco de Células do Rio de Janeiro,
codigo 0342). As linhagens foram cultivadas em meio RPMI® 1640 suplementado com 10%
Soro Fetal Bovino (SFB), 100 pg/L de estreptomicina e 100 U/L de penicilina em estufa a

37°C em uma atmosfera umidificada contendo 5% de COx.
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4.4.4.2 Ensaio de citotoxicidade através da metaboliza¢do do reagente MTT

Em placas de 96 pogos foram semeadas 3x10° células por pogo. Apods 24 h o meio de
cultura foi retirado e as células foram tratadas com concentragdes crescentes do 6leo essencial
ressuspensos em meio RPMI® 1640 suplementado com 10% Soro Fetal Bovino (SFB), 100
pg/L de estreptomicina e 100 UI/L de penicilina. Apo6s 72 h as células foram lavadas com
meio de cultivo e aos pogos foi acrescentada 100 pL. de uma solugdo contendo 0,5 mg/mL do
reagente MTT diluido em solugdo salina tamponada (PBS). Apo6s 2 h, quando era possivel
visualizar os cristais de formazam formados intracelularmente, o0 MTT foi retirado e os
cristais dissolvidos com DMSO. A coloragdo formada foi mensurada em espectrofotometro de
microplaca em 570 nm (MOSMANN, 1983). O controle negativo foi realizado com as
células incubadas com RPMI® 1640 suplementado com 10% Soro Fetal Bovino (SFB), 100
ug/L de estreptomicina e 100 UI/L de penicilina, com DMSO 0,08% (Veiculo). O branco foi
obtido procedendo-se a técnica de MTT em um pogo sem células. Todas as amostras foram
testadas em quadruplicata. Antes da adicdo do MTT, todos os pocos foram analisados em
microscopio invertido para visualizacdo da morfologia celular e comparacdo com o resultado
do MTT. As absorbancias obtidas foram transformadas em % de viabilidade celular de

acord o com a equacao 04:

. o absorbancia do pogo tratado—abs  ancia do branco
% Viabilidade = ( Lot ) 100 (04)

absorbancia da média dos pogos controle negativo—ab ancia do branco

4.4.4.3 Calculo da concentracdo inibitoria minima 1Cso

A concentragdo dos tratamentos que inibe em 50% da viabilidade celular (ICso) foi
calculada a partir de uma curva de regressdo ndo linear onde o eixo X era constituido pelas
concentragdes de tratamento em escala logaritmica e o eixo Y a % de viabilidade celular. Foi
utilizado usando o programa GraphPad Prisma, versdo 8.00 para Windows de 2019

(GraphPad Software, La Jolla California USA).
4.4.4.4 Cdlculo do indice de seletividade

O indice de seletividade (IS) foi definido pela razdo do ICso das fragdes entre as

linhagens ndo-tumoral (3T3) e a tumoral (B16F10) conforme equagdo (05) a seguir:
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__1C50 linhagem ndo tumoral

IS (05)

IC50 linhagem tumoral

4.4.4.5 Analise estatistica

Os dados foram submetidos aos testes de distribui¢do normal Shapiro-Wilk e Bartlett,
e posteriormente analisados por ANOVA de uma via e pos-teste de Tukey, com nivel de
significancia de p<0,05. Todos os testes foram realizados utilizando o software estatistico

GraphPad Prism (versdo 8.00 para Windows, San Diego, California, EUA).

4.4.5 Atividade Repelente

4.4.5.1 Atividade biologica de dleos essenciais usando Ctenocephalides felis

Insetos adultos foram coletados de cdes infectados bem alimentados em Ponta
Grossa, Parana, penteando o pélo do cdo e transferindo os espécimes para os tubos plasticos
Falcon rotulados com dados de coleta. Os insetos foram identificados por um especialista do
laboratorio de parasitologia da Universidade Estadual de Ponta Grossa. Depois de confirmar
mobilidade da amostra, os insetos foram transferidos para placas de Petri e submetidos aos
ensaios. Eles foram mantidos em um ambiente controlado, a 28 = 1 °C e 60% a 70% de

umidade relativa.

4.4.5.1.1 Avaliagdo da atividade fumigante

Esta andlise seguiu o método sugerido por Toloza et al. (2006) com algumas
modifica¢des. O teste foi realizado em triplicata e utilizou insetos adultos ndo sexados. Os
insetos foram divididos em trés grupos de cinco insetos cada, sendo o grupo teste, o grupo
controle e o grupo branco. Foi utilizado um sistema de cdmara fechada, mostrado na figura 2,
constituido por uma placa de Petri e sua tampa que permitia a formacao de vapores. Uma gota
(50 pL) de dleo essencial foi colocada em uma tampa de vidro dentro da placa de Petri. Trés
grupos de cinco insetos adultos foram monitorados em intervalos de 10 minutos ao longo de 1
h. Os resultados foram expressos como tempo médio de abatimento (Tempo médio de

Knockdown - KT50). O 6leo essencial de Melaleuca (Via Farma) foi utilizado como controle
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positivo, enquanto a agua foi utilizada como controle negativo. A inabilidade da
movimentacdo dos insetos foi analisada com a observacdo de que as pulgas permanecessem
de costas, apresentando movimentos nas patas ou ndo. O resultado final foi expresso em
Tempo médio de Knockdown (KTso). A analise estatistica (ANOVA e pos teste de Tukey) foi

realizada em GraphPad Prism8.

Figura 2 - Sistema de camara fechada para avaliagdo da atividade fumigante
Pulga Placa de Petri

Gota da substancia

testada G
Vidro de reldgio

Laminula

Fonte: Toloza et al., 2006.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDOS BOTANICOS

As folhas de Eucalyptus tereticornis Sm. (Fig. 2a) possuem epiderme de paredes
anticlinais retas (Fig. 1b, c) e estdmatos anomociticos (Fig. 2b-f) presentes em ambas as faces.
Essas caracteristicas s3o comumente encontradas em espécies do género (OLIVEIRA;
AKISUE; AKISUE, 2005; SANTOS et al., 2006; SANTOS et al., 2008; MALINOWSKI;
NAKASSHIMA; ALQUINI, 2009; MICGAZ et al., 2018). O tamanho médio dos estdmatos
em ambas as superficies é de 30 um x 25 um. Saulle er al. (2018) encontraram um tamanho
semelhante de estdmatos em Eucalyptus saligna Sm. (31 pm x 27 um). As micro-medidas
dos estomatos foram estudadas por MICGAZ e colaboradores (2018) e os menores estomatos
estavam presentes em Eucalyptus benthamii Maiden & Cambage, sendo 28,57 x 21,43 um na
face abaxial e 28,70 x 22,88 pm na face adaxial entre seis espécies de Eucalyptus estudadas;
os maiores estomatos foram observados em E. grandis na face adaxial (65,61 x 51,06 um) e
em E. globulus na face abaxial (56,48 x 46,16 pm).

No presente estudo, o indice estomatico médio calculado para a face adaxial foi de
6,4%, enquanto que na face abaxial foi de 5,2%. Micgaz et al. (2018) analisaram seis espécies
de Eucalyptus, entre as quais E. benthamii apresentou o maior indice estomatico (8%) para
ambas as epidermes, enquanto Fucalyptus dunnii Maiden apresentou os menores indices,
4,84% na face abaxial e 1,86% na face adaxial. Santos ef al. (2008) também calcularam
valores de indice estomatico para espécies de eucalipto e encontraram 1,03% para a superficie
adaxial e 16,05% para a superficie abaxial em E. grandis, enquanto E. saligna apresentou
0,35% para a face adaxial e 15,55% para a face abaxial. No entanto, esses autores usaram
folhas de plantas jovens com 120 dias de idade para seus estudos, ao passo que neste estudo
foram utilizadas folhas adultas.

Comparando os indices estomaticos entre as faces adaxial e abaxial, E. benthamii e E.
badjensis Beuzev. & Welch apresentaram valores proximos, como também observado no
presente estudo para E. fereticornis. Santos et al. (2006) observaram que, embora os
estomatos sejam observados em ambas as faces, eles sdo raros na superficie adaxial,
apresentando baixo indice estomatico. O tamanho dos estomatos e os valores do indice

estomatico t€m importancia taxondmica na diferenciagdo das espécies de eucalipto.
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Figura 3. Morfoanatomia de folhas de Fucalyptus tereticornis (b, c, g, h, j, k: microscopia de luz; d, e, f, i, 1, m:
SEM). a) face adaxial (ad) e abaxial (ab) de folhas. (b-f) Folha em vista frontal. (g-m). Secg¢des transversais (cr,
cristal; ct, cuticula; cv, cavidade; di, cristal prismatico em forma de losango; dr, drusa; ep, epiderme; le,
lenticela; oc, células de cobertura; pa: cristal em placas; pp, parénquima pali¢adico; st, estomatos; wx, cera
epicuticular). Barra de escala: a=20 cm; b, ¢, d, g=50 um; h, k=25 um;e, f, 1, j, k, 1= 10 pm; m =2 pm.

Fonte: A autora.

As células epidérmicas aparecem dispersas casualmente em E. fereticornis (Fig. 3b,
¢). No entanto, quando estdo localizadas exatamente sobre as cavidades secretoras podem ter
forma, tamanho e coloragéo diferentes, sendo entdo denominadas células de cobertura. Gomes
et al. (2009) afirmaram que as caracteristicas das células de cobertura tém valor taxondmico.
List, Brown e Walsh (1995) afirmaram que as células de cobertura podem estar relacionadas a

eliminagdo de secre¢des constituidas principalmente por compostos volateis armazenados nas
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cavidades secretoras subjacentes. A presenga de células de cobertura é frequentemente
observada em espécies de eucalipto, a exemplo de E. badjensis, E. benthamii, E. dunnii, E.
grandis, E. globulus, E. pellita F. Muell., E. pilularis Sm., E. resinifera Smith e E. saligna.
Essas espécies mostraram um par de células de cobertura sobre cada uma das cavidades
secretoras (SANTOS et al., 2008; MICGAZ et al., 2018), enquanto Eucalyptus pyrocarpa
L.A.S. Johnson e Blaxell exibiram até quatro células em E. resinifera (SANTOS et al., 2008).
No presente estudo, E. tereticornis apresentou um par de células de cobertura sobre cada
cavidade secretora, em ambas as faces epidérmicas foliares.

A morfologia da cera epicuticular ¢ particularmente importante para a classificacdo de
géneros taxonomicamente complexos, como ¢ o caso de Fucalyptus (WILKINSON, 1979).
As ceras epicuticulares foliares nas espécies de eucalipto ocorrem em diferentes formas. Por
exemplo, foram encontradas ceras em forma de tubulos na face abaxial de E. globulus, de
placas com bordas inteiras em Eucalyptus viridis F.Muell. ex RTBaker, placas com bordas em
forma de dedos em Eucalyptus platypus Hook.f., granulos em E. badjensis e E. dunnii, placas
paralelas em E. yalatensis Boomsma, placas densamente agregadas nas cavidades
epiestomatais de E. benthamii e cristaloides (rosetas) e semelhantes a crostas na superficie
abaxial das folhas de E. saligna (DOLL-BOSCARDIN et al., 2010; KNIGHT et al., 2004;
MALINOWSKI; NAKASSHIMA; ALQUINI, 2009; MICGAZ et al., 2018; SAULLE et al.,
2018). No presente estudo, E. tereticornis evidenciou ceras epicuticulares semelhantes a
crostas em ambas as superficies foliares (Fig. 3d-f, 1).

Na secgdo transversal da folha, a epiderme € coberta externamente por uma cuticula
espessa ¢ lisa, especialmente na superficie adaxial da folha (Fig. 3g, i, j, k). A epiderme ¢
unisseriada em ambas as faces, apresentando células que variam de forma poliédrica a
arredondada (Fig. 3g, 1, j, k). Os estdmatos estdo localizados no mesmo nivel das demais
células epidérmicas em ambas as superficies (Fig. 3g). Varias espécies de eucalipto tém
epiderme unisseriada coberta por cuticula lisa a levemente estriada (DOLL-BOSCARDIN et
al., 2010; MICGAZ et al., 2018; SANTOS et al., 2006; SANTOS et al., 2008; IFTIKHAR et
al., 2009; SAULLE et al., 2018).

A presenga de cristais nas plantas ¢ comum e pode ser formada em qualquer 6rgdo ou
tecido de plantas. Cristais foram observados em caules (SANTOS et al., 2018), folhas
(PARVEEN et al., 2020) e peciolos. Eles podem estar presentes em diferentes tecidos e
locais, como dentro das células epidérmicas (TRAESEL et al., 2017), externamente a
epiderme (ALMEIDA et al., 2020), no parénquima pali¢adico (BERTOCCO et al., 2017), no
peciolo (TIRLONI et al., 2018) e no cortex e medula do caule (HOMEM et al., 2020). A



42

tipologia dos cristais ¢ muito variavel, podendo ocorrer prismas de diferentes formas, drusas,
estiloides e areia cristalina, auxiliando na identificacdo das espécies (UPTON et al., 2011).

Em Eucalyptus foram encontrados diferentes tipos de cristais, como piramidais e areia
cristalina na superficie epidérmica de E. globulus, prismaticos e drusas no mesofilo de E.
badjensis, E. benthamii e E. dunnii (MICGAZ et al., 2018), prismaticos no mesofilo e peciolo
de E. saligna (SAULLE et al., 2018). No presente estudo, os cristais foram encontrados em
algumas células epidérmicas como um agregado de placas (Fig. 3i), caracteristica essa, ndo
relatada anteriormente para espécies do género. Além disso, prismas em forma de losangos
(Fig. 3k, 1) e drusas (Fig. 3m) estdo presentes principalmente nas células da bainha
parenquimatica que envolve o feixe vascular. O morfotipo e a localizagdo dos cristais de
oxalato de calcio s@o caracteres diagndsticos que auxiliam na identificacdo de espécies de
eucalipto.

Oxalato de calcio ¢ a composi¢do quimica mais comum de cristais de familias de
plantas superiores. Entretando, quando existe excesso de calcio, este pode ser precipitado em
sais de carbonato, fosfato, silicato, oxalato e citrato (WEINER; DOVE, 2003). Os espectros
das microanalises qualitativas de raios-X de cristais de E. tereticornis evidenciaram picos de
calcio, carbono e oxigénio (Figura 4), sugerindo que esses cristais sdo compostos de oxalato

de calcio.

Figura 4 - Imagem de MEV e espectro de EDS de um cristal prismatico de Eucalyptus tereticornis.

o) 3]

cps/eV

Fonte: A autora.

A maioria das espécies de Eucalyptus possui mesofilo isobilateral (TANTAWY, 2004;
SANTOS et al., 2008; MICGAZ et al., 2018), embora a organizagdo dorsiventral também
tenha sido relatada no género (SANTOS et al., 2008; MALINOWSKI; NAKASSHIMA;
ALQUINI, 2009; XU et al., 2012). Como afirmado por Malinowski, Nakasshima e Alquini

(2009), o mesofilo dorsiventral ¢ frequentemente encontrado em folhas jovens e o mesofilo
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isobilateral presente nas folhas maduras de E. globulus. No presente estudo, E. tereticornis
possui mesofilo homogéneo (Fig. 3j) formado por oito camadas de parénquima paligadico.
Essa caracteristica auxilia na diferenciacdo de FE. tereticornis de outras espécies de
Eucalyptus.

Cavidades secretoras podem ser encontradas em todos os orgdos de espécies de
Mpyrtaceae. Nesta familia, as cavidades se apresentam como espagos intercelulares em forma
arredondada que armazenam conteudo lipofilico. As cavidades secretoras presentes nas
espécies de FEucalyptus contém ndo apenas monoterpenoides e sesquiterpenoides, mas
também grandes quantidades de flavanonas (GOODGER et al., 2016). Em Eucalyptus, essas
estruturas secretoras sdo comumente encontradas na epiderme, mesofilo e nervura central
(GOODGER et al., 2016; MICGAZ et al., 2018; CRANG; LYONS-SOBASKI; WISE, 2019)
da folha e no cortex do caule (BRISOLA; DEMARCO, 2011; SAULLE et al., 2018). Em E.
tereticornis, as cavidades secretoras sdo encontradas no parénquima pali¢adico, especialmente
na regido subepidérmica, em ambas as faces foliares. Essas estruturas secretoras tém forma
piriforme e medem de 80-140 pm de didmetro (Fig. 3j). Em Eucalyptus saligna, Saulle et al.
(2018) observaram cavidades secretoras circulares ou ovais medindo 40-140 m de didmetro.

O stuber cicatricial € um processo fisioldgico ndo patogénico que ocorre em folhas de
varias espécies vegetais e, atualmente ¢ denominado de lenticela. Pinkard, Gill e Mohammed
(2006) afirmam que as lenticelas presentes em folhas podem ser formadas em resposta a
fatores ambientais. Essas estruturas tém sido amplamente relatadas em folhas de Eucalyptus, a
exemplo de FEucalyptus urophylla S.T.Blake, Eucalyptus grandis W.Hill ex Maiden,
Eucalyptus pellita F.Muell., FEucalyptus resinifera Sm., Eucalyptus saligna (SANTOS et al.,
2006), Eucalyptus nitens (H. Dean & Maiden) Maiden e Eucalyptus globulus (PINKARD;
GILL; MOHAMMED, 2006). Doll-Boscardin et al. (2010) afirmaram que a ocorréncia dessa
estrutura auxilia na identificacdo de E. benthamii. No presente trabalho, lenticelas foram
encontradas em folhas de E. tereticornis (Fig. 3h).

A forma da nervura central é importante na distingdo das espécies, como observado
em muitos géneros (BUDEL et al., 2018; PARVEEN et al., 2020), incluindo Eucalyptus
(MICGAZ et al., 2018). Diferentes formas de nervura central foram encontradas no género, a
exemplo de plano-convexa em E. urophylla, E. grandis e E. resinifera, ligeiramente
biconvexa em ambas as faces de E. pyrocarpa (SANTOS et al., 2008), E. badjensis e E.
benthamii e levemente convexa em FE. dunnii e E. globulus (MICGAZ et al., 2018). E.

tereticornis possui nervura central de formato levemente biconvexa (Figura 5).
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Figura-5 Anatomia de Eucalyptus tereticornis em secc¢do transversal (a-g: microscopia de luz; h, i
MEYV). (a-c) Nervura central. (d-i) peciolo. (co, colénquima; ct, cuticula; cv, cavidade; di,
cristal prismatico em forma de losango; dr, drusa; ep, epiderme; fi, fibras; ir, cristal irregular;
ph, floema; pp, parénquima pali¢adico; vb, feixe vascular ; xy, xilema). Barra de escala: a =
200 um; b, ¢, e-g =50 um; d =500 pm; h, i=15 pm.

Fonte: A autora.

A nervura central, em secc¢do transversal, possui epiderme unisseriada e,
subjacentemente, o clorénquima ¢ interrompido e substituido por algumas camadas de
colénquima angular em ambas as faces (Fig. 5a, b). Fibras esclerenquimaticas sdo encontradas
apostas ao floema em ambas as faces (Fig. 5a, b, c), como também observado em outras
espécies de Fucalytpus, a exemplo de E. badjensis, E. benthamii ¢ E. dunnii. Contudo, E.

grandis, E. globulus e E. saligna ndo apresentaram essa caracterisitca (MICGAZ et al., 2018).
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Figura- 6 Anatomia do caule de Eucalyptus tereticornis em secgao transversal (a, g, h: microscopia de
luz; b-f, i: MEV). (ct, cuticula; ep, epiderme; dr, drusa; ir, cristal irregular; pc, composto
fendlico; ph, floema; pi, medula; re, prisma retangular; ve, elemento de vaso; xy, xilema).
Barra de escala: a, b =500 um; ¢, d, 1 =20 um; e, f= 10 pm; g =300 um; h =30 pm.

Fonte: A autora.

O peciolo de E. tereticornis, seccionado transversalmente na por¢do medial, possui
formato plano-convexo (Fig. 5d). As células epidérmicas sdo arredondadas e cobertas
externamente por cuticula espessa (Fig. 5e). Varias cavidades secretoras, semelhantes as
encontradas na lamina foliar, sio comumente observadas no parénquima fundamental (Fig.
5d, ). O sistema vascular € bicolateral e € representado por um arco aberto com extremidades
invaginadas, envoltas por um anel esclerenquimatico continuo (Fig. 5d, g). Cristais
prismaticos em forma de losango (Fig. 5h), drusas (Fig. Sh) e cristais irregulares (Fig. 51) sdo

observados distribuidos no parénquima fundamental e no sistema vascular. Embora o
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contorno do peciolo seja uma caracteristica diagnostica, existem poucos estudos envolvendo a
anatomia do peciolo das espécies de Fucalytpus. Além disso, considerando varios tipos de
cristais de oxalato de calcio preesentes em espécies de Eucalyptus, sdo necessarios mais
estudos para se determinar os morfotipos e padrdes cristalinos do género.

Em seccdo transversal, o caule é circular (Figs. 6a, b) ¢ a epiderme ¢ unisseriada e
coberta por uma cuticula espessa (Fig. 6¢). Formato semelhante foi encontrado em E. saligna
(SAULLE et al., 2018) e E. urophylla (BRISOLA; DEMARCO, 2011). Contudo, contorno
retangular foi observado em E. grandis (BRISOLA; DEMARCO, 2011), enquanto forma
estrelada foi observada em E. grandis quando seccionado proximo ao apice caulinar
(BRYANT; TRUEMAN, 2015).

O cortex contém idioblastos repletos de substancias fenolicas, cavidades secretoras,
drusas (Fig. 6d) e prismas retangulares (Fig. 6¢) e de formato irregular (Fig. 6f). Os cristais
também sdo encontrados em outros tecidos do caule. Essas caracteristicas sio comumente
observadas nas espécies de Eucalyptus (BRISOLA; DEMARCO, 2011; SAULLE et al.,
2018). O sistema vascular tem organizacdo bicolateral (Fig. 6g). Tanto o floema externo
quanto o interno sdo formados por elementos de tubo crivado e células do parénquima e
incluem varios idioblastos fenolicos (Fig. 6g, h). As fibras sdo encontradas ao lado do floema
externo e interno. O xilema € composto por elementos de vaso com espessamento helicoida e
estdo dispostos em fileiras radiais (Fig. 6g, h, i) separadas por células do parénquima
lignificadas. A medula é composta por células parenquimaticas de paredes finas, cristais

prismaticos e drusas.

5.2 ANALISES HISTOQUIMICAS

As analises histoquimicas em plantas sdo realizadas a fim de se caracterizar, bem
como mostrar a localizagdo ¢ o acimulo de compostos quimicos ou grupos de metabolitos
secundarios (compostos lipofilicos, mucilagem, elementos lignificados e compostos
fenolicos) em tecidos e células bioldgicas, utilizando reativos especificos, técnicas de

microscopia de luz e registros fotograficos (BADRIA; ABOELMAATY, 2019).
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Figura - 7. Histoquimica de Eucalyptus tereticornis. (a, b) Nervura central em reagdo com Sudan III e (c)
com cloreto férrico. (d) Peciolo tratado com cloreto férrico. (e, f) Peciolo em reagdo com
dicromato de potassio. (g) Caule em reacdo com solugdo de iodo. (h, i) Caule tratado com
florocloroglucinol/HCI. (co, colénquima; ct, cuticula; cv, cavidade secretora; o, dleo essencial,
ep, epiderme; fi, fibras; gp, parénquima fundamental; pc, compostos fendlicos; ph, floema; pi,
medula; sc, esclerénquima; sg, grios de amido; xy, xilema). Barra de escala: a = 100 um; b, d,
f-i=50 um; ¢, e =200 um.

Fonte: A autora.

Os compostos lipofilicos em plantas sdo representados por gotas lipidicas, cera

epicuticular (depositada nas superficies externas da 1amina), cutina (presente na parte superior
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das paredes celulares epidérmicas externas), suberina (interior depositado nas paredes
primarias das células de certos tecidos) e endoderme, além de 6leo essencial (secretado dentro
de células, ductos, cavidades e tricomas glandulares). O Sudan III reage positivamente com os
lipidios, evidenciando a cor vermelho ou vermelho-laranja. No presente estudo, E. tereticornis
evidenciou material lipofilico nas ceras epicuticulares e cuticulas sobre a epiderme foliar
(lamina e peciolo), em caules (Fig. 7a) e também nas cavidades secretoras (Fig. 7b). A
presenga desses componentes também foram detectadas em varias espécies de Eucalyptus
(SANTOS et al., 2008; MICGAZ et al., 2018; SAULLE et al., 2018).

Goodger et al. (2016) analisaram as composi¢des quimicas dos 6leos essenciais de
varias espécies de Eucalytpus e observaram que Eucalyptus. oreades F.Muell ex R.T.Baker,
Eucalyptus stellulata Sieber ex DC., Eucalyptus muelleriana Howitt, Eucalyptus gregsoniana
L.A.S.Johnson & Blaxell, E. falciformis (Newnham, Ladiges & Whiffin) Rule, Eucalyptus
nitida Hook.f, E. approximans Maiden, FEucalyptus apiculata R.T.Baker & H.G.Sm., e
Eucalyptus dendromorpha (Blakely) L.A.S.Johnson & Blaxell. continham, além de
compostos fendlicos, monoterpenoides e sesquiterpenoides. Somente Fucalyptus suberea
Brooker & Hopper e Eucalyptus brevistylis Brooker ndo continham compostos fenolicos nos
oleos essenciais. No presente estudo, o conteudo dentro das cavidades secretoras de E.
tereticornis foi positivo apenas para o material lipofilico, sendo que compostos fenolicos ndo
foram detectados pelos testes histoquimicos realizados.

Existem varios reativos para evidenciar compostos fendlicos. Contudo, os mais
comuns sdo a solugdo de cloreto férrico que, por precipitagdo de ferro, produz coloragido
marrom escuro ou preto ¢ a solugdo de dicromato de potassio que forma uma coloragdo
marrom ou marrom-avermelhado (BADRIA; ABOELMAATY, 2019). Em E. tereticornis, os
componentes fendlicos foram destacados usando ambas as solug¢des de cloreto férrico (Fig.
7¢, d) e dicromato de potassio (Fig. 7e, f). Fendlicos foram encontrados no mesofilo da
lamina foliar, no parénquima fundamental e no floema da nervura central (Fig. 7c), no
parénquima fundamental e no floema do peciolo (Fig. 7e), bem como no cortex e no floema
do caule. (Fig. 7d). Compostos fendlicos no tecido floematico foliar foram relatados em varias
espécies de Eucalyptus (Micgaz et al., 2018; Saulle et al., 2018). No entanto, fenolicos na
epiderme foram detectados apenas em E. saligna (SAULLE et al., 2018), uma caracteristica
nao observada no presente estudo.

Os compostos fendlicos pertencem a um grupo de substancias formadas por pelo
menos uma unidade de fenol e compreendem subgrupos como acidos fenodlicos, taninos,

quinonas, lignanas e flavonoides. Os fendlicos tém efeitos toxicos em herbivoros e patégenos
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fingicos e sdo responsaveis pela resisténcia da planta a fatores ambientais agressivos
(LAMBERS; CHAPIN III; PONS, 2008).

A solugdo de iodo ¢ usada para destacar o amido presente que passa a coloracdo de
azul-escuro a preto. Praticamente todas as outras estruturas ficam manchadas de amarelo, mas
essa cor nao tem significado especifico (BADRIA; ABOELMAATY, 2019). Graos de amido
sdo encontrados no parénquima do xilema do caule (Fig. 7g). Eles sdo pequenos e
arredondados e encontrados isolados ou em pares. Essa caracteristica foi observada em varias
espécies do género (MICGAZ et al., 2018). O amido é uma das principais substincias
ergasticas do protoplasto e consiste em uma longa cadeia de polissacarideos agrupados ao
redor de um hilo e formando granulos caracteristicos. Nao apenas a presenga, mas também a
estrutura, forma e tamanho dos graos de amido ajudam na identificacdo das espécies (UPTON
etal., 2011).

O floroglucinol, em meio acido, reage com a lignina presente nas paredes das células,
formando uma coloracdo de rosa a vermelho. No presente estudo, elementos lignificados
reagiram positivamente com floroglucinol/HCI na bainha esclerenquimatica descontinua
aposta ao floema, bem como nas células do xilema em folhas e caules (Fig. 7h, 1). As mesmas
caracteristicas foram encontradas em FE. saligna (SAULLE et al., 2018). No entanto, Santos et
al. (2018) encontraram resultados negativos em varias espécies de Fucalyptus ao analisar
plantas jovens (120 dias de idade). A lignina ¢ uma substancia encontrada em varias ou todas
as camadas celulares que participam do processo de lignificacdo, resultando em uma
modificacdo importante das propriedades da parede celular. Esse processo leva a perda de
plasticidade celular, mas aumenta significativamente a rigidez e elasticidade dos tecidos, além

de diminuir a permeabilidade da agua (CRANG; LYONS-SOBASKI; WISE, 2019).

5.3 DETERMINACAO DO PERFIL QUIMICO DO OLEO ESSENCIAL DE Eucalyptus

tereticornis

O oleo essencial extraido por hidrodestilacdo de folhas de E. tereticornis ¢ amarelo-
claro, translucido ¢ com aroma intenso e caracteristico, ¢ com densidade menor que a
densidade da 4gua. Caracteristicas semelhantes foram observadas em E. benthamii (DOLL-
BOSCARDIN et al., 2010) e E. saligna (SAULLE et al., 2018). Os 0leos essenciais de
espécies de Eucalyptus sdo aromaticos, condimentados, amarelo-claros ou incolores. Todavia,
coloragdo acastanhada ou esverdeada também foi relatada para 6leos essenciais extraidos de

espécies do género (ARAUJO, F. et al., 2009).
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O rendimento médio do 6leo essencial de trés extracdes de folhas de E. tereticornis
coletadas no outono foi de 1,60% + 0,08165 e a densidade calculada foi de 0,9234 g/mL.
Arango, Ruiz e Jaramillo (2011) obtiveram um rendimento de 0,89% de o6leo essencial
amarelado e translucido para folhas frescas da mesma espécie coletadas em Medelin
(Colombia) e com uma densidade de 0,855 g/mL; Kaur et al. (2011) relatou um rendimento
de 1,21% de oleo essencial amarelado e translticido de folhas adultas frescas de E. tereticornis
coletadas na India; enquanto que Boom et al. (2018) descreveu um rendimento de 0,77% de
6leo essencial extraido de folhas frescas de E. tereticornis coletadas em diferentes locais na
Colombia, com densidade de 0,884 g/mL. Gobbo-Neto e Lopes (2007) avaliaram como as
condi¢des de coleta, sazonalidade, ritmo circadiano, idade e desenvolvimento da planta,
temperatura ambiente, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, disponibilidade de macro
¢ micronutrientes, altitude, latitude, poluicdo atmosférica e indugdo por estimulos mecénicos
ou ataque de patogenos pode influenciar no contetido de metabdlitos secundarios. Migacz et
al. (2018), avaliou interferéncia da sazonalidade da coleta em ambos os pardmetros
rendimento e densidade intraespécie e interespécie avaliando seis espécies do género
Eucalyptus, demostrando variacdo de rendimento e densidade do o6leo essencial da mesma
planta, corroborando com Gobbo-Neto e Lopes (2007), e justificando os resultados obtidos no
presente estudo em comparagdo com os dados da literatura.

O perfil quimico do 6leo essencial de E. tereticornis em CCDAE, sob luz branca e
apos derivatizacdo com anisaldeido mostram quatro bandas intensas: uma banda marrom-
rosada em Rr~0,42 e trés bandas com Ry proximos. Em Rf ~0,29 uma banda acastanhada, Ry
~0,25 uma banda de cor cinza e Rr ~0,23 uma banda amarelada. As mesmas bandas foram
observadas sob UV 366 nm com cores laranja ou acastanhadas (Figura 8). Essas bandas foram
diferentes das observadas com os padrdes 1,8-cineol, a-bisabolol, borneol e 6xido de
bisabolol.

O método CCDAE ¢ especifico, preciso e reprodutivel ¢ pode ser usado para a
separagdo e estimativa simultdnea de componentes ativos, sendo muito utilizado no controle
da qualidade de drogas vegetais, especialmente por ser um método rapido e preciso (GUPTA,
et al., 2018). Na Farmacopeia brasileira 6a. edigdo (2019) consta a monografia de E. globulus,
onde a CCD indica trés zonas de coloragdo, sendo que o 1,8-cineol corresponde a zona de

coloracdo castanho-violacea intensa.
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Figura - 8 Comparagio das placas de CCDAE sob UV 366 nm (A) e sob luz branca (B)
apos derivatizacdo com reagente de anisaldeido. As faixas 1-4 do lado
esquerdo da figura sdo padrdes: 1,8-cineol, a-bisabolol, borneol e 6xido de
bisabolol, respectivamente, ¢ a faixa 1 do lado direito € ole essencial de

Eucalyptus tereticornis.
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A analise por CG-EM do 6leo essencial detectou 25 compostos, sendo que dois ndo

foram identificados. A Tabela 1 mostra o tempo de retengdo (min), indice de retengdo,

identidade quimica, a porcentagem média da concentracdo dos constituintes quimicos € o

desvio padrdo do 6leo essencial de E. tereticornis. A comparagdo dos grupos quimicos no

oleo essencial de E. tereticornis mostra uma alta concentragdo de monoterpenoides. Os

compostos majoritarios do 6leo essencial foram o p-cimeno (46,57%), a criptona (25,24%) e o

terpinen-4-ol (5,23%) (Figura 9).

w
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Tabela 1 - Tempo de retencdo (min), identidade quimica, porcentagem média da concentragdo dos

constituintes quimicos e o desvio padrao do 6leo essencial de Eucalyptus tereticornis

N° Tempo Compostos identificados Média Desvio
de % Padrao
retencio

1 7,882 a-Tujeno 0,303 +0,017
2 8,176 o-Pineno 1,162 +0,005
3 10,978 0-2-Careno 0,383 +0,000
4 11,428 o, —Terpineno 0,201 +0,001
5 11,749 p-Cimeno 46,572 +0,098
6 11,965 Limoneno 2,339 +0,025
7 12,057 fS-Felandreno 2,640 +0,031
8 13,789 Oxido de cis-linalol 0,305 +0,001
9 14,686 p-Cimeneno 0,430 +0,002
10 15,078 Linalol 0,658 +0,000
11 15,966 trans-Tujona 0,378 +0,000
12 16,274 Sem identificagdo 1,192 +0,000
13 16,977 Sem identificacdo 0,978 +0,001
14 17,112 neo-3-Tujanol 0,645 +0,005
15 18,885 Terpinen-4-ol 5,230 +0,013
16 19,181 Criptona 25,245 0,047
17 19,559 a-Terpineol 0,440 +0,001
18 20,202 Formato de Linalol 0,178 +0,001
19 21,725 Cumin aldeido 0,294 +0,001
20 22,257 Piperitona 0,774 +0,003
21 23,963 p-Cimen-7-ol 0,747 +0,003
22 24,286 Carvacrol 1,129 +0,010
23 25,995  3-oxo-p-menth-1-en-7-al 0,391 +0,002
24 35,970 Espatulenol 4,634 +0,040
25 36,184 Oxido de Cariofileno 0,354 +0,003
Total Identificado 97,57 % +0,006

Monoterpenos Hidrocarbonados 53,60 %

Monoterpenos Oxigenados 36,67 %

Sesquiterpenos Oxigenados 4,99 %

Fonte: A autora.
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Figura 9- Estrutura quimica dos compostos majoritarios encontrados no 6leo essencial de Eucalyptus tereticornis

OH
O

p-cimeno criptona terpine-4-ol

Fonte: Adaptado de ChemSpider, 2022

A grande maioria dos 6leos essenciais ¢ constituida de derivados de terpenoides ou de
fenilpropanoides, sendo que os primeiros normalmente sdo dominantes. Os terpenoides
sdo derivados de unidades do isopreno (CsHs), podendo ser formados pelas rotas do acido
mevaldnico e/ou da desoxixilulose 5-fostato (DXP). Os fenilpropanoides, formam-se a partir
do acido chiquimico, que constitui as unidades basicas dos acidos cinamico e p-cumarico.
(CASTRO et al., 2010).

Os monoterpenoides e os sesquiterpenoides, com estruturas terpénicas de menor
massa molecular, apresentam volatilidade acentuada. Essa caracteristica, por sua vez,
apresenta grande importancia para as plantas aromaticas, pois os 6leos essenciais atuam como
sinais quimicos no reino vegetal e como defesa quimica contra o reino animal, apresentando
uma fung¢do biologica vital para a sobrevivéncia e adaptacdo das plantas para o meio ambiente
(MENDES-PINTO, 2009; MANFRON et al., 2021). Segundo a literatura os compostos
terpénicos mais frequentes nos dleos essenciais sdo os monoterpenoides (90% dos oleos
essenciais) que ¢ o caso da maioria das espécies de Eucalytpus estudadas, seguido dos
sesquiterpenoides. Estes s@o majoritarios em outros géneros botanicos, a exemplo de
Baccharis (MANFRON et al., 2021).

Em FEucalyptus, os 6leos essenciais sdo biossintetizados e compartimentalizados em
cavidades secretoras (Fig. 3j, 5a, d, f, 7b), sendo encontradas em folhas e caules. Booker e
Kleinig (2006) relatam que os Oleos essenciais de espécies de Eucalyptus sdo uma mistura
complexa de uma variedade de monoterpenoides e sesquiterpenoides, fenois, éteres, alcoois,
ésteres, aldeidos e cetonas. A atividade bioldgica dos dleos essenciais de Eucalyptus depende
da natureza e da concentragdo dos constituintes quimicos. Vale destacar que o perfil quimico

dos 6leos essenciais depende da espécie, época, localizagdo, clima, tipo e fertilidade do solo,
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idade da planta, método utilizado para a secagem do material vegetal, bem como, com o
método de extragdo do 6leo (BROOKER; KLEINIG, 2006; MORALIS, 2009).

No presente estudo, dos compostos identificados, 90,27% sdao monoterpenoides, sendo
53,6% de monoterpenos hidrocarbonados e 36,67% de monoterpenos oxigenados, ¢ 4,99%
sdo sesquiterpenos oxigenados. O principal composto encontrado no dleo essencial de E.
tereticornis foi o p-cimeno (46,57%). Este componente foi encontrado em outras espécies de
Eucalyptus, como em E. saligna (28,90%) (SAULLE, 2008) e em E. camaldulenses (17,9%)
(LUCIA et al., 2008).

Varias atividades bioldgicas sdo atribuidas ao p-cimeno, a exemplo de fungicida
(CAMELE et al., 2012; ELSHAFIE; MANCINI; CAMELE, 2015; LOPEZ-REYES et al.,
2010), antioxidante (DE OLIVEIRA et al., 2015), anti-inflamatoria (QUINTANS et al., 2013;
CHEN et al., 2014; ZHONG; GEFU; LANXIANG, 2013 ¢ KUMMER et al., 2015),
antinociceptiva (QUINTANS-JUNIOR et al., 2013) e antimicrobiana (XIE et al., 2012 ¢
ZHONG et al., 2012). Santana et al. (2011) observaram, em um estudo in vivo, que o p-
cimeno reduz a resposta nociceptiva orofacial, mostrando-se uma biomolécula importante no
tratamento da dor na regido orofacial. O p-cimeno ¢ também ¢ empregado na produgdo de
substancias quimicas e como agente aromatizante (LOTFI; YAGHMAEL; EBRAHIM-
HABIBI, e SELVARAI et al, 2012).

Dois estudos conduzidos no Benin (BOSSOU et al., 2013; ALITONOU et al., 2004). ¢
na Republica Democratica do Congo também revelaram p-cimeno como o componente
majoritario do oleo essencial de E. tereticornis (CIMANGA et al., 2002). Lucia et al. (2008;
2009) relataram que os Oleos essenciais de E. tereticornis sao ricos em [B-felandreno, 1,8-
cineol e p-cimeno. Um trabalho de Filomeno e colaboradores (2008) relatou que E.
tereticornis, cultivado no estado de Minas Gerais, Brasil, produz grandes quantidades de 6leo
essencial (2,3%) que ¢é rico em p-pineno, 1,8-cineol e a-pineno. Toloza e colaboradores
(2006) examinaram o 6leo essencial de E. tereticornis e encontraram 1,8-cineol, p-cimeno e y-
terpineno como 0s componentes principais.

A criptona (25,24%) foi o segundo composto em maior quantidade no dleo essencial
de E. tereticornis. Esse composto também foi encontrado por Saulle e colaboladores (2018)
na composicdo do 6leo essencial de folhas de E. saligna (17,92%). Outras espécies de
Eucalyptus também apresentaram a criptona em sua composi¢do, como em Eucalyptus
odorata Behr, com 20.9% (ELAISSI; SALAH; MABROUK, 2011), E. deglupta Blume ¢ E.
urophylla com 25 and 4%, respectivamente (CIMANGA et al., 2002). Coffi e colaboradores

(2012) detectaram criptona no 6leo essencial de folhas de E. camaldulensis coletadas na



55

Argentina (5.71%,) e na Australia (9.81%). A presenga deste composto demonstrou estar
relacionada a atividades antibacterianas e antifungicas, e 6leos essenciais que o contém,
dependendo da sua concentragdo, podem ser promissores para o tratamento de algumas
doencas respiratorias causadas por infeccdes bacterianas (ELAISSI; SALAH; MABROUK,
2011, ELAISSI et al., 2012).

O terpinen-4-ol (5,23%) foi identificado na composi¢do do 6leo essencial de E.
tereticornis, sendo o terceiro componente majoritario. Esse composto ¢ um terpeno que se
destaca por suas excelentes propriedades medicinais, com agdo antimicrobiana, anti-
inflamatoria, antifungica e efeito antitumoral (FRANCISCONI et al., 2015, NOGUEIRA et
al., 2014, SUN; ZHANG; LI, 2012; WU et al., 2012). Possui amplo espectro de acdo
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, microrganismos
multirresistentes (THOMSEN et al., 2013). Mais especificamente ¢ um biocida membrana-
ativo que atua na indugdo da perda da membrana, interfere na integridade e na fisiologia da
célula do microrganismo (OLIVEIRA et al, 2011). Outros estudos também detectaram o
terpinen-4-ol no o6leo essencial de E. fereticornis. Pereira (2010) detectou 1% de desse
composto em plantas cultivadas no Brasil. Cimanga e colaboladores (2002) detectaram 1,7%
de terpinene-4-ol no o6leo essencial da planta cultivada no Congo, enquanto que Toloza e
colaboladores (2006) detectaram 5,8% em plantas cultivadas na Argentina, sendo a
concentragdo desse composto no 6leo essencial de E. tereticornis cultivada na Argentina bem
proxima a encontrada no presente estudo.

A composicdo quimica do dleo essencial de E. tereticornis se apresentou diferente de
outros estudos. Pereira et al. (2011) identificou no 6leo essencial extraido de folhas de E.
tereticornis p-cimeno (8,1%), y-terpineno (8,4%), a-felandreno (10,3%), a-pineno (13,6%),
1,8- cineol (19,3%) e f-pineno (22,4%). Toloza e colaboradores (2006) encontraram p-cimeno

no 6leo essencial de E. tereticornis, contudo na concentragdo de 22%.

5.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O efeito antimicrobiano do 6leo essencial de E. tereticornis foi avaliado pelos métodos
de difusdo em disco (KONEMAN et al.,1997; BAUER et al., 1966) ¢ macrodilui¢ao em caldo
Muller-Hinton.
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5.4.1 Teste de Difusdo em Disco

Para o teste de difusdo em disco, as placas foram satisfatoriamente semeadas
apresentando um tapete confluente de crescimento microbiano e os halos de inibigdo
resultantes apresentavam—se uniformemente circulares. Apos 24 h de incubagdo das placas a
35° C, foram observados halos de inibicdo para o 6leo essencial na concentragdo de 250
mg/mL para todas as cepas testadas, sendo que a maior inibi¢cdo de crescimento microbiano
foi frente a C. albicans e S. epidermidis. O maior diametro do halo de inibi¢do foi frente a C.
albicans, sendo muito semelhante ao controle utilizado (clorexidina 28 + 0 mm). A tabela 2

apresenta a média e desvio padrdo dos resultados das leituras dos halos de inibi¢do em mm.

Tabela 2 - Meédia e desvio padrio dos diametros dos halos de inibigdo referentes a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de Eucalyptus tereticornis pelo método de difusdo em disco

. . Candida  Escherichia Staphylococcus Streptococcus Streptococcus
Microrganismo . . . .
albicans coli aureus epidermidis pyogenes
*OP 20 pLL 60+ 0 12 +0,8164 21+0 44+0 16 £1,4142
*OP 10 pLL 50+ 0 11,3 19+0 40+0 13+0
# 1,2472
500 40+ 10,3 + 14+ 11,4142 24 +6,5319 13,3+ 1,2472
me 14,1421 1,6996 ’ ’ oo
273+ 8,67 +
+ + +
250 mg 5.0493 12472 10,3 £1,2472 17 +£2,9439 8+2,8284
S mg - - - - -
Halo de 500 pg - - - - -
Inibi¢ao
(mm) 100 png - - - - -
50 ng - - - - -
Gentamicina nt 2408165 20,67+ 1,5275 240 23+0
(30 pg)
Cloranfenicol
nt 35+0 30,67 £ 10,9428 32,5+2,5 25+ 2,4494
30 pg)
Clorexidina 2840 ot ot ot ot
(50 ng)
DMSO - - - - -

(*): Oleo sem dilui¢do
(-) : Nao houve inibigdo do crescimento
(nt) : Nao testado

Fonte: A autora.
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No estudo de Bachheti, Joshi e Singh (2011) foi testado 20 pL do 6leo essencial puro
de E. tereticornis coletado na india, onde a maior inibigdo foi contra S. aureus, seguido por E.
coli, Lactobacillus sp. e Streptococcus sp. O halo obtido nesse estudo para E. coli foi de 12
mm, muito semelhante ao presente trabalho, porém, Bachheti et al. reportaram melhor
inibigdo frente a S. aureus. Fawad et al. (2012) testou 100 uLL do 6leo essencial puro e obteve
melhores resultados, sendo reportado também melhor atividade antimicrobiana contra S.
aureus (halo de inibigdo de 30,27 mm), seguido por E. faecalis (halo de inibigdo de 26,65
mm), E. coli (halo de inibi¢do de 21,49 mm), ¢ em seguida Salmonella tuphimurium (halo de
inibicdo de 16,69 mm). No presente estudo, 250 mg/mL do 6leo essencial de E. fereticornis
frente a C. albicans apresentou um halo de 27,3 + 5,2493 mm, evidenciando uma potencial

atividade antimicrobiana.

5.4.2 Teste de Macrodiluicdo em Caldo

Os percentuais de crescimento do teste de macrodiluigdo em caldo para os
microrganismos C. albicans, E. faecalis, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa e S. aureus
podem ser observado nas Figuras 10 a 15, respectivamente. O percentual de crescimento foi
obtido comparando-se a média das leituras das densidades opticas de cada concentragdo do
extrato em relacdo ao crescimento do microrganismo teste sem tratamento (controle positivo),

que foi equivalente a 100%.



Figura 10 -

Fonte: A autora.

Figura 11 -
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Percentual de crescimento de Candida albicans pelo método de macrodiluicdo em caldo
Muller-Hinton com 2% de glicose no periodo de 24 h de incubagdo com o 6leo essencial de
Eucalyptus tereticornis nas concentragdes de 10000; 5000; 2500; 1250; 625 e 312,5 pg/mL e
gluconato de clorexidina 0,12% (CLX). Os dados foram analisados pela analise de varidncia
de uma via (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey. Dados expressos em média do percentural
de crescimento microbiano (n=9) + E.P.M. *** quando p < 0,001 em comparagdo ao grupo
controle positivo (crescimento bacteriano sem tratamento)
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Percentual de crescimento de Enterococcus faecalis pelo método de macrodilui¢do em caldo
Muller-Hinton no periodo de 24 h de incubagdo com o Oleo essencial de Eucalyptus
tereticornis nas concentragdes de 10000; 5000; 2500; 1250; 625 e 312,5 ng/mL e gluconato de
clorexidina 0,12% (CLX). Os dados foram analisados pela analise de varidncia de uma via
(ANOVA) seguido pelo teste de Tukey. Dados expressos em média do percentural de
crescimento microbiano (n=9) + E.P.M. *** quando p < 0,001 em comparagdo ao grupo
controle positivo (crescimento bacteriano sem tratamento)
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Fonte: A autora.



Figura 12 -

Fonte: A autora.

Figura 13 -

Fonte: A autora.
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Percentual de crescimento de Escherichia coli pelo método de macrodilui¢cdo em caldo Muller-
Hinton no periodo de 24 h de incubagdo com o dleo essencial de Eucalyptus tereticornis nas
concentragdes de 10000; 5000; 2500; 1250; 625 ¢ 312,5 pg/mL e gluconato de clorexidina
0,12% (CLX). Os dados foram analisados pela andlise de varidncia de uma via (ANOVA)
seguido pelo teste de Tukey. Dados expressos em média do percentural de crescimento
microbiano (n=9) = E.P.M. *** quando p < 0,001 em comparagdo ao grupo controle positivo
(crescimento bacteriano sem tratamento)
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Percentual de crescimento de Klebsiella pneumoniae pelo método de macrodiluigdo em caldo
Muller-Hinton no periodo de 24 h de incubagdo com o Odleo essencial de FEucalyptus
tereticornis nas concentragdes de 10000; 5000; 2500; 1250; 625 e 312,5 ng/mL e gluconato de
clorexidina 0,12% (CLX). Os dados foram analisados pela andlise de variancia de uma via
(ANOVA) seguido pelo teste de Tukey. Dados expressos em média do percentural de
crescimento microbiano (n=9) + E.P.M. *** quando p < 0,001 em comparagdo ao grupo
controle positivo (crescimento bacteriano sem tratamento)
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Figura 14 -

Fonte: A autora.

Figura 15 -

Fonte: A autora.
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Percentual de crescimento de Pseudomonas aeruginosa pelo método de macrodiluigdo em
caldo Muller-Hinton no periodo de 24 h de incubagdo com o 6leo essencial de Eucalyptus
tereticornis nas concentragdes de 10000; 5000; 2500; 1250; 625 ¢ 312,5 pg/m e gluconato de
clorexidina 0,12% (CLX). Os dados foram analisados pela andlise de variancia de uma via
(ANOVA) seguido pelo teste de Tukey. Dados expressos em média do percentural de
crescimento microbiano (n=9) + E.P.M. *** quando p < 0,001 em comparagdo ao grupo
controle positivo (crescimento bacteriano sem tratamento)
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Percentual de crescimento de Staphylococcus aureus pelo método de macrodiluicdo em caldo
Muller-Hinton no periodo de 24 h de incubagdo com o Odleo essencial de FEucalyptus
tereticornis nas concentragdes de 10000; 5000; 2500; 1250; 625 ¢ 312,5 pg/mL, e gluconato de
clorexidina 0,12% (CLX). Os dados foram analisados pela analise de varidncia de uma via
(ANOVA) seguido pelo teste de Tukey. Dados expressos em média do percentural de
crescimento microbiano (n=9) + E.P.M. *** quando p < 0,001 em comparagdo ao grupo
controle positivo (crescimento bacteriano sem tratamento)
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Para a determinagdo da concentragdo bactericida minima (CBM), as culturas dos tubos
da macrodiluicdo foram inoculadas em AMH para as cepas bacterianas e AS para o fungo, e
apos a incubagdo foi avaliada a presenca ou ndo de crescimento microbiano. A menor
concentragdo capaz de inibir completamente o crescimento microbiano foi considerada a
CBM. Nesse estudo, a concentracdo minima que foi capaz de inibir o crescimento de cada
microrganismo em analise, ¢ também a menor concentracdo bactericida, exceto para P.
aeruginosa, para a qual ndo foram observados efeito bactericida e inibi¢do de crescimento do
6leo essencial frente a essa cepa (Tabela 3). A CIM e a CBM do o6leo essencial de E.
tereticornis frente a C. albicans foi de 312,5 ug/mL, frente a E. faecalis foi de 1.250 ug/mL e

frente a E. coli, K. pneumoniae ¢ S. aureus foi de 2.500 ug/mL.

Tabela 3 - Concentracdo inibitéria minima e concentragdo bactericida minima do o6leo essencial de
Eucalyptus tereticornis frente a cada microrganismo testado pelo método de macrodiluigdo em
caldo.

CIM (pg/mL) CBM (pg/mL)
Candida albicans 312,5 312,5
Enterococcus faecalis 1.250 1.250
Escherichia coli 2.500 2.500
Klebsiella pneumoniae 2.500 2.500
Pseudomonas aeruginosa - -
Staphylococcus aureus 2.500 2.500

(- ): ndo houve a inibigdo do crescimento/efeito bactericida

Fonte: A autora.

O ¢leo essencial de E. tereticornis teve uma melhor atividade microbiana frente a C.
albicans, assim como observado na avaliacdo pela difusdo em disco. No entanto, pela
metodologia de difusdo em disco, o 6leo essencial aparentava ser mais efetivo contra S.
aureus do que para E. coli. Entretanto, pela metodologia de macrodilui¢do em caldo, foi
possivel observar que a concentragdo de 2.500 ug/mL do 6leo essencial foi efetiva tanto para
E. coli como para S. aureus, além de também ser bactericida para K. preumoniae. P.
aeruginosa foi o microrganismo que apresentou maior resisténcia ao 6leo essencial de E.
tereticornis, o que foi relatado também em outros estudos. Elaissi et al. (2011), estudaram a

atividade antimicrobiana de 20 espécies diferentes de Fucalyptus, ¢ verificaram que todas
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possuiam atividade, em maior ou menor grau. A bactéria mais sensivel aos 6leos essenciais
foi S. aureus e a mais resistente foi P. aeruginosa. Ainda nesse estudo, verificou-se correlagao
entre a quantidade de 1,8- cineol, p-cimeno, a-pineno ou de criptona nos 6leos essenciais com
a atividade antibacteriana.

A cepa utilizada de E. coli (ATCC-35218) ¢ produtora de B-lactamase (TEM-1)
considerada ESBL positiva (produtora de beta-lactamase de espectro estendido). A produgédo
de enzimas B-lactamases ¢ o principal mecanismo de resisténcia bacteriana aos antibidticos -
lactdmicos, que representa um grande problema de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos
(ALTERTHUM, 2015; OPLUSTIL et al., 2000). Cepas produtoras de ESBL sdo comumente
isoladas de infec¢des adquiridas em Unidades de Terapia Intensiva (BRASIL, 2007), ¢
considerada um patégeno de prioridade critica para desenvolvimento de mnovos
antimicrobianos pela Organiza¢do Mundial da Saude (WHO, 2017).

Virios estudos tém destacado os efeitos antimicrobianos dos 6leos essenciais mesmo
contra bactérias multirresistentes (BURT, 2004; EL ASBAHANI et al., 2015; MAYAUD et
al., 2008). A estrutura quimica, os grupos funcionais e a estereoquimica estdo ligados a
capacidade antimicrobina e antifingica dos o6leos essenciais. Os compostos fenolicos, por
exemplo, apresentam uma agdo mais efetiva, sendo tanto bactericidas como bacteriostaticos.
Grupamentos hidroxila ligados a estruturas fenolicas tendem a aumentar a poténcia da
atividade inibitoria, e de acordo com a estereoquimica das moléculas, elas podem ter ou ndo
atividade antimicrobiana. A propriedade lipofilica dos Oleos essenciais também esta
relacionada a atividade antimicrobiana, uma vez que permite interagdes com a membrana
bacteriana (HENRIQUES; SIMOES-PIRES; APEL, 2007).

A atividade antimicrobiana exercida por terpenos e derivados tem sido descrita através
de pesquisas envolvendo diversas espécies de vegetais ¢ microrganismos testados. Em uma
revisdo sobre o assunto, Greay ¢ Hammer (2011) citam alguns dos mecanismos por meio dos
quais estes compostos atuam sobre células bacterianas. Monoterpenos interferem com a
integridade e funcionamento da membrana celular, através da mudanca de potencial da
membrana, perda de material citoplasmatico e inibi¢do da cadeia respiratoria. A exposigdo a
terpenos pode interferir com a expressdo de genes codificadores de fatores de viruléncia,
como quando consideradas linhagens de S. aureus produtoras de enterotoxinas (QIU et al.,
2011), e com a expressdo de proteinas citoplasmaticas e de membrana em Salmonella enterica
(DI PASQUA et al., 2010).

De acordo com a literatura, sugere-se que as propriedades antimicrobianas dos 6leos

essenciais de Eucalyptus estdo associados com grandes quantidades de compostos oxigenados
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como, por exemplo, 1,8-cineol (MARZOUG et al, 2011). De fato, foi reportado que os
aldeidos, principais componentes do 6leo essencial de E. tereticornis segundo Kaur et al.
(2011), provocam ruptura irreversivel da membrana microbiana, alterando sua
permeabilidade, o que acarreta em vazamento de eletrolitos e inibicdo do crescimento
microbiano (AVISSAR et al., 1990). Marzoug et al. afirma também que a presenca do
conteido de monoterpenoides oxigenados sdo os compostos que mais contribuem para a
atividade contra microrganismos Gram-negativos (K. pneumoniae e P. aeruginosa) e também
contra o fungo C. albicans. Corroborando com esses dados, Arango, Ruiz e Jaramillo (2011)
apresentaram os efeitos do 6leo essencial de E. tereticornis na morfologia do fungo F.
oxysporum, relatando alteragdes a nivel de estruturas celulares, principalmente nas hifas, mas
também observadas nos conidios e macroconidios; também foi reportado reducdo no niimero
de clamidodsporos, que sdo estruturas de resisténcia fingica.

O ¢leo essencial de E. tereticornis apresentou, no presente estudo, como principais
constituintes o p-cimeno e o terpine-4-ol. No estudo de Pessoa (2018), o p-cimeno apresentou
atividade antibacteriana, onde na concentracdo de 32 g/mL (CIM) e 64 g/mL (CBM),
produziu inibigdo sobre o crescimento das cepas S. aureus ATCC-13150, P. aeroginosa
ATCC-25853, E. coli ATCC-18739 e S. enteritis ATCC-6017.

O terpinen-4-ol apresentou acdo antimicrobiana em S. aureus resistentes a meticilina
(LOUGHLIN et al., 2008), S. mutans e Lactobacillus spp. (GARCiA-GODOY; HICKS,
2008), antifingica em C. albicans (JANDOUREK; VAISHAMPAYAN; VAZQUEZ, 1998).
A atividade antimicrobiana do terpinen-4-ol acontece por diversos mecanismos ¢ € atribuida a
um conjunto de multicomponentes que afetam principalmente a parede celular bacteriana, a
desnaturagdo proteica e alteracdo da estrutura e funcdo da membrana celular (CARSON;
RILEY, 2001; CUARON et al., 2013 e FALCI et al., 2015).

E importante salientar, como relatado por vérios autores, que a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de E. tereticornis esta relacionada com o sinergismo entre a
mistura complexa de componentes presentes no 6leo essencial, € ndo a um Gnico componente

(NAKATSU et al., 2000; ARANGO; RUIZ; JARAMILLO, 2011; KAUR et al., 2011).
5.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
A atividade antioxidante do 6leo essencial de E. tereticornis foi avaliada por meio do

método da redugdo do radical livre DPPH, pelo método de redugcdo do complexo

fosfomolibdénico e pelo Método do Acido Tiobarbitirico - Espécies Reativas (TBARS). A
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atividade antioxidante de compostos vegetais pode ser atribuida a varios mecanismos como a
prevencao da peroxidacdo lipidica e a capacidade sequestrante de radicais livres (KAUR;
GEETHA, 2006), por esse motivo neste trabalho optou-se por técnicas que apresentassem
mecanismos de acdo diferentes.

Um dos métodos mais citados para a avaliacdo in vitro da atividade antioxidante ¢ o
método de DPPH que se baseia na redug@o do radical oxidante utilizando a propria molécula
que da nome ao teste, o0 DPPH. Trata-se de uma reagdo mudanca de cor, na qual a solugdo
reagente, cor violeta é convertida em amarelo, na presenga de um antioxidante (PIRES et al.,
2017). Neste método, o reagente de DPPH fornece um radical oxidante, que na presenga de
um composto com potencial antioxidante ocorre a transferéncias de elétrons para o atomo de
hidrogénio neutralizando o radical livre (SOARES et al., 1997). Os valores da porcentagem
da atividade antioxidante de diferentes concentracdes do 6leo essencial de E. tereticornis
estdo apresentados na Tabela 4 e os dados foram colocados na figura 16, onde foi construida a

curva analitica.

Tabela 4 - Porcentagem da atividade antioxidante do oleo essencial de Eucalyptus tereticornis em
diferentes concentragdes frente ao DPPH (1-difenil-2-picril-hidrazil)

Concentragao 6leo essencial

Eucalyptus tereticornis (mg/mL) %Atividade antioxidante
0,0015 1,768
0,03125 2,594
0,0625 2,712
0,125 3,773
0,25 4,323

Fonte: A autora.
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Figura 16 - Curva analitica para a quantificacdo da atividade antioxidante, pelo método de redugdo do
radical livre DPPH, a partir de diferentes concentragcdes do oleo essencial de Eucalyptus
tereticornis
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Fonte: A autora.

Considerando os resultados obtidos a partir da curva analitica, a capacidade
antioxidante do 6leo essencial de E. tereticornis pode ser explicada pela equacdo de reta y =
0,6289x + 1,1473. Substituindo o valor de y por 50, foi determinado um valor de 1Cso de
77,6795 mg/mL, de forma que, para reduzir em 50% a concentragdo inicial do radical livre
DPPH, sdo necessarios 77,68 mg/mL do 6leo essencial de E. tereticornis. Para os padrdes de
acido ascorbico e de acido gélico, foram estabelecidos valores de ICso de 1,4486 mg/mL e
28,5718 mg/mL respectivamente, conforme indicado na Tabela 5.

Tabela 5 - Resultados de ICsg para o 6leo essencial de E. fereticornis, frente aos padrdes de acido
ascorbico e de acido galico, a partir do ensaio de redugdo do radical livre DPPH

Amostra ICso (mg/mL)
Oleo essencial de E. tereticornis 77,6795
Acido Ascérbico 1,4486

Acido Galico 28,5718

Fonte: A autora.

Ololade ¢ Olawore (2018) estudaram o 6leo essencial extraido de sementes de E.
tereticornis, de plantas cultivadas na Nigeria. Nesse estudo, o oleo essencial foi capaz de
inibir a formagdo de Radicais DPPH de uma maneira dependente da concentracdo. Os
percentuais de inibi¢ao do 6leo essencial em diferentes concentragdes (1000, 100 e 10 pg/mL)
foram 67,60 £ 0,09, 64,89 + 0,03 e 62,71 + 0,06% respectivamente; enquanto o valor de ICsp

encontrado foi de 2,0 ug/mL, em comparagdo ao acido ascorbico que apresentou percentuais
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de inibicao de 96 + 0,00 69 £ 0,00 e 54 = 0,00, e valor de ICso de 9,0 pg/ml. Com resultados
semelhantes, Ghaffar e colaboradores (2015) relataram um percentual de inibicdo de radicais
livres do Oleo essencial de folhas de E. tereticornis do Paquistdo de 81,8%. Esses estudos
apresentam resultados diferentes do presente estudo. No primeiro estudo o 6leo essencial foi
extraido das sementes, mas a diferenga entre a atividade antioxidante do 6leo essencial
extraido de folhas da mesma espécie também pode ser explicada pelos fatores ambientais aos
quais a planta ¢ exposta, uma vez que influenciam na composi¢do quimica do 6leo essencial
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Importante destacar que, considerando uma mesma espécie,
a composicdo quimica do oleo essencial pode ser diferente quando extraido de orgdo
diferentes, como folhas, caules e sementes, por exemplo (SAULLE et al., 2018; MANFRON
etal.,2021).

O método de fosfomolibdénio mede capacidade antioxidante total e ¢ baseada na
reducdo de molibdénio na presenca de substancias com capacidade antioxidante
(BALESTRIN et al., 2008). Foi avaliada a atividade antioxidante relativa (AAR%) do 6leo
essencial de E. tereticornis em relacdo aos padroes acido ascorbico e acido galico.

A figura 17 apresenta a media da atividade antioxidante relativa (AAR%) do oleo
essencial de E. tereticornis e do acido galico em relacdo ao padrao acido ascorbico. O acido
ascorbico foi usado como substancia de referéncia, sua atividade antioxidante foi considerada
de 100% no ensaio experimental, de acordo com a literatura (PRIETO; PINEDA; AGUILAR,
1999). Para este teste foi verificado uma atividade antioxidante relativa de 45,07 + 7,4387%
para o oOleo essencial de E. fereticornis frente ao complexo fosfomolibdénio. O resultado foi
maior que o acido galico, que apresentou atividade antioxidante relativa de 21,7396 =+

2,7764%.
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Figura 17 - Média da atividade antioxidante relativa (AAR%) do 6leo essencial de Eucalyptus tereticornis,
em relagdo ao acido ascorbico e acido galico pelo método de redugdo do complexo
fosfomolibdénio. **** para p<0,0001 quando comparado com o acido ascorbico, ** p<0,01
quando comparado com o acido ascorbico (ANOVA e pos teste de Tukey).

150

100

AAR%

*%

50

Fonte: A autora.

Doll-Boscardin e colaboradores (2015) em seus estudos com E. benthamii obtiveram
um resultado de 43,15% de atividade antioxidante relativa ao acido ascorbico. Porém,
Malinowski, Nakasshima e Alquini (2009) ao estudarem a espécie E. globulus ssp. bicostata,
por meio do mesmo procedimento, obtiveram um valor de 25,72% de atividade para o dleo
essencial. E. saligna demonstrou uma capacidade antioxidante frente ao complexo
fosfomolibdénio de 28,53 %. Portanto, pode-se dizer que o 6leo essencial de E. tereticornis
obteve melhores resultados na capacidade de reduzir o complexo do fosfomolibdénio quando
comparado ao 6leo essencial de E. globulus ssp. bicostata, e ao 6leo essencial de E. saligna, e
obteve um resultado semelhante ao do dleo essencial de E. benthamii.

A atividade antioxidante também pode ser avaliada quanto a capacidade do composto
de teste para inibir a peroxidagdo lipidica pela quantificacdo do malondialdeido formado que

reage com o acido tiobarbitarico (TBARS) e que pode ser medida espectrofotometricamente.
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Neste presente estudo constatou-se que o 6leo essencial apresentou um indice de atividade
antioxidante de 25,9%, muito proximo do padrdo (BHT) que foi de 26,42%.

As trés metodologias demonstram que a atividade antioxidante do 6leo essencial de F.
tereticornis ¢ inferior quando comparada aos padrdes. Esses resultados diferem do que foi
descrito por Kaur et al. (2011), que obteve como atividade antioxidante para o 6leo de E.
tereticornis um ICso igual a 146,3 pg/mL na metodologia do DPPH, valor esse menor que o
ICso do padrao BHT, que foi de 163 pg/mL; no entanto, quando analisada pelo método do
peréxido de hidrogénio, o ICso (ug/mL) do 6leo essencial foi maior que o do padrdo, 270,1 ¢
181, respectivamente. Boom et al. (2018) demostrou que o 6leo essencial de E. tereticornis
teve, de maneira geral, menor atividade antioxidante quando comparado aos 6leos essenciais
de E. camaldulensis coletados em dois locais diferentes e avaliados por trés metodologias.

A diferenca entre a atividade antioxidante do 6leo essencial extraido de folhas da
mesma espécie também pode ser explicada pelos fatores ambientais a qual a planta é exposta,
uma vez que influenciam na composi¢ao quimica do 6leo essencial (GOBBO-NETO; LOPES,
2007), como observado na composi¢ao quimica de 6leo essencial de E. fereticornis, coletados
em locais diferentes (ARANGO; RUIZ; JARAMILLO, 2011; KAUR et al., 2011; BOOM et
al., 2018; CASTRO, 2020)

Outro fator a ser considerado ¢ a porcentagem de monoterpenoides presentes na
composi¢do quimica do o6leo essencial. No presente estudo o Oleo essencial apresentou
89,79% de monoterpenoides em sua composigdo. Oleos essenciais com grandes porcentagens
de compostos monoterpénicos nio apresentam boa atividade antioxidante (LOPEZ et al.,
2007; DZAMICZ et al., 2013). Concordando com esse dado, esta o estudo de Boom et al.
(2018) que demonstrou que mais de 65% do Oleo essencial de E. fereticornis ¢ composto por
compostos monoterpénicos, sendo a espécie que apresentou menor atividade antioxidante no
estudo. Entretanto, o 6leo essencial de E. tereticornis analisado por Kaur et al. (2011)
apresentou aproximadamente 80% de compostos monoterpénicos em sua composi¢do, ¢,
como ja foi mencionado, obteve-se atividade antioxidante melhor que o padrdo frente ao

radical DPPH.
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5.6 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA in vivo

5.6.1 Efeito do Oleo Essencial de Folhas de Eucalyptus tereticornis no Aumento da
Espessura das Orelhas Induzido pela Aplicacdo de Acetato de 12-o-tetradecanoilforbol

(TPA)

A atividade anti-inflamatoria do 6leo essencial obtido de folhas de E. fereticornis foi
avaliada por meio do modelo de edema de orelha e migragdo celular em camundongos. O
edema de orelha foi induzido pela aplicagdo topica do agente flogistico TPA (2,5 pg/orelha).
Seis horas apds a aplicagdo do TPA, os animais exibiram edema, representado pelo aumento
significativo na espessura da orelha. No final do experimento foi medida a espessura das
orelhas. O edema foi inibido pelo tratamento topico com diferentes concentragdes do o6leo
essencial de E. tereticornis. Os resultados apresentados na figura 18 mostram, pelos valores
da media + E. P. M do aumento da espessura da orelha. O dleo essencial foi capaz de inibir a
formacdo de edema induzido por TPA com uma inibi¢do maxima de 43,41 + 2,43% para a
dose de 1 mg/orelha. A dexametasona (0,05 mg/orelha), usada como controle positivo, causou
uma reduc@o significativa do edema, muito semelhante a do 6leo essencial, sendo de 43,85 +
1,71%. As concentragdes de 0,75 e 0,5 mg/orelha apresentaram redugdes de 25,89 = 2,70% e
29,63 + 2,34%, respectivamente. O grupo que recebeu apenas o Veiculo (acetona) ndo

apresentou nenhuma alterag@o na espessura da orelha.
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Figura 18 - Efeito do Oleo essencial de Eucalyptus tereticornis no edema de orelha induzido por TPA. Os
animais foram desafiados topicamente com o TPA (Controle), com excegdo do grupo Veiculo
que recebeu apenas a aplicagdo de acetona (Veiculo). Na sequéncia os animais foram tratados
com o Oleo essencial (1,0 a 0,1 mg/orelha) e dexametasona (0,05 mg/orelha). As barras
representam a média + E. P. M. (n=5-8) do aumento da espessura da orelha em micrometros. A
analise estatistica foi verificada pela analise de variancia (ANOVA) seguido do teste post-hoc
de Tukey. *** P<0,001 foi indicativo de significancia quando comparado ao grupo controle.
### P<0,001 foi indicativo de significancia quando comparado ao grupo Veiculo.
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Fonte: A autora.

5.6.2 Efeito do Oleo Essencial de Eucalyptus tereticornis no Peso das Orelhas Induzido pela

Aplicacao de TPA

Ao final do experimento, apds a inducdo com o agente flogistico (Figura 19), foi
observado um aumento significativo no peso das orelhas dos camundongos do grupo Controle
(18,2 = 0,50 mg) se comparado ao grupo Naive (7,8 £ 0,37 mg) (animais ndo tratados) e
grupo Veiculo (7,8 + 0,37 mg) (tratados com acetona). O grupo de animais tratados com o
6leo essencial de FE. tereticornis na concentragdo de 1 mg/orelha teve uma redugdo
significativa de 43,96 + 3,20% no peso das orelhas quando comparados com o grupo controle.
O grupo tratado com a dexametasona apresentou uma semelhante e também significativa
reducdo, sendo de 41,76 + 2,80%, quando comparado ao grupo controle. As concentragdes de
0,75, 0,5, 0,3 ¢ 0,1 mg/orelha do 6leo essencial apresentaram, respectivamente reducdo de

38,46%, 32,97%, 29,67% ¢ 10,99%.
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Figura 19 - Efeito do oleo essencial de Eucalyptus tereticornis (1; 0,75; 0,5; 0,3 e 0,1 mg/orelha) e
dexametasona (0,05 mg/orelha) no peso das orelhas apds inducdo por TPA (2,5 pg/orelha -
Controle). Os dados apresentados representam a média + E. P. M. (n=5-8). A analise estatistica
foi verificada pela analise de variancia (ANOVA) seguido do teste post-hoc de Tukey. **
P<0,01 foi indicativo de significancia quando comparado ao grupo controle. ns foi indicativo
de ndo significancia quando comparado ao grupo controle. ### P<0,001 foi indicativo de
significancia quando comparado ao grupo Veiculo.
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Fonte: A autora.

5.6.3 Andlise histologica para avaliagdo do efeito do Oleo essencial de Fucalyptus

tereticornis sobre a migracao leucocitaria

As amostras das orelhas dos camundongos (circulos de 6 mm), submetidas a indugdo
por aplicagcdo de TPA, foram utilizadas para avaliar o processo de migra¢do leucocitaria. Foi
realizada a contagem de células (leucécitos) localizadas na derme, apos coloragdo dos cortes
histologicos com Hematoxilina-eosina. A contagem permitiu avaliar as mudangas no padrao
celular da derme da orelha direita dos camundongos apo6s a aplicacdo de TPA e os respectivos

tratamentos em via topica.
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Além da diferenca na migragdo leucocitaria, o edema também pode ser observado por
meio da analise histologica das orelhas dos camundongos. A analise por microscopia Optica,
24 h apods a indugdo da inflamacdo com TPA, revelou aumento na espessura da orelha dos
animais, com clara formagdo de edema. (Figura 20). O edema foi reduzido com a
administracdo topica de 0,1 a 1,0 mg/orelha do dleo essencial de E. terenticornis, bem como
por 0,05 mg/orelha de glicocorticoide dexametasona (FIGURA 19). O grupo que recebeu

apenas Veiculo ndo mostrou nenhuma mudanga, mantendo-se intacto, assim como o Naive.
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Figura 20 - Imagens representativas da histologia de cortes transversais das orelhas de camundongos
coradas com hematoxilina-eosina (aumento de 100x, escala de 200 um) coletadas 24 horas apds a
aplicagdo de TPA (2,5 pg/orelha). Grupos: Naive (sem tratamento), Veiculo (acetona), controle, Oleo
essencial de E. terenticornis (0,1; 0,3; 0,5; 1,0 mg/orelha) e dexametasona (0,05 mg/orelha).
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Fonte: A autora.

A inducdo realizada promoveu aumento significativo no nimero de células da derme
da pele da orelha do grupo controle, que apresentou 487,6 + 11,10 células/campo enquanto o

grupo Veiculo apresentou 106,2 + 441 células/campo. Os animais tratados com
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dexametasona apresentaram uma redugdo significativa de 77,29 + 0,43%, no numero de
células, quando comparados com o grupo controle. Os grupos dos animais tratados com o
oleo essencial de E. tereticornis nas concentragoes de 1,0 e 0,75 mg/orelha apresentaram,
respectivamente, redu¢des no numero de células de 73,36 + 1,69 e 69,13 £ 2,93%, quando
comparados ao grupo controle. O grupo tratado com 0,1 mg/orelha do dleo, que foi a menor

concentragdo, apresentou uma reducao no numero de células de 50,15 + 1,61% (Figura 21).

Figura 21 - Efeito do 6leo essencial de folhas de Fucalyptus tereticornis (concentragdes) ¢ dexametasona
(0,05 mg/orelha) e Veiculo (acetona) sobre a migra¢do leucocitaria apds a indugdo com
aplicag@o de TPA. Todos os dados apresentados sdo média £ E. P. M. de 3 animais (3 cortes
por animal, 5 campos por corte) e os cortes corados com Hematoxilina-eosina. A analise
estatistica entre os grupos foi verificada através da analise de variancia (anova), seguida pelo
teste post-hoc de Tukey. ## P<0,001 foi indicativo de significincia, quando comparado com o
grupo Veiculo. ™ P<0,001 foi indicativo de significincia quando comparado com o controle.
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O modelo de Edema de orelha induzido por TPA ¢ um modelo usado para avaliar a
resposta inflamatoria, uma vez que este agente flogistico induz a inflamagdo na pele,
semelhante a varias doencas de pele (GABOR, 2003). A aplicagdo topica do agente flogistico
TPA induz uma reacdo inflamatoéria cutinea caracterizada por vasodilatacdo e formacdo de
eritema nas primeiras 2 h, que ¢ seguido pelo aumento da espessura da orelha em

consequéncia do extravasamento plasmatico. A aderéncia dos leucdcitos polimorfonucleares
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(PMN) na parede dos vasos e a degranulagdo dos mastocitos ¢ verificada entre a quarta e
sexta hora. Porém, a infiltracdo maxima de leucocitos PMN no tecido ¢ atingida somente apos
24h da aplicacgdo topica do TPA (YOUNG; WAGNER; SPIRES, 1983).

As reacgdes desencadeadas pelo TPA sdo dependentes de ativacdo de PKC, com
ativacdo adicional de PLA2 que leva ao aumento dos niveis de AA e outros metabolitos,
como prostaglandinas e leucotrienos. Além disso, a fosforilacdo de NF-xB e AP-1 por MAPK
estdo presentes neste modelo, o que resulta no aumento da liberacdo de citocinas (por
exemplo, IL-1B, TNF-q, IL-8 ¢ MIP-1p) e expressdo de moléculas de adesdo (ICA M, VCAM
e E-selectina) (CALIXTO et al., 2004; GABOR, 2003; KOLCH, 2005), ocorrendo com isso,
a formagio de edema e migragdo de leucocitos na derme (GABOR, 2003; CALIXTO et al.,
2004; MURAKAWA et al., 2006).

Neste modelo, o tratamento topico com o dleo essencial de E. fereticornis foi capaz
de reverter a formacdo de edema, sugerindo atividade anti-edematogénica do 6leo essencial
estudado. DOLL-BOSCARDIN (et al. 2012), utilizando a mesma metodologia, de edema de
orelha, mostraram que o 6leo essencial de E. benthamii foi capaz de inibir a formacdo do
edema induzido por TPA com uma inibi¢do maxima de 51 + 6% na dose de 0,1 mg/orelha.

Segundo Pongprayoon e colaboradores (1997), os monoterpenoides terpinen-4-ol e
o-terpineno inibem significativamente a formacdo de edema em pata de rato induzido pelo
agente flogistico carragenina. Algumas pesquisas tém relacionado a atividade anti-
inflamatéria aos monoterpenoides, que sdo os componentes quimicos majoritarios
encontrados nos oOleos essenciais de varias espécies vegetais (YAMADA et al., 2013;
ESTEVAO-SILVA et al, 2014; RITTER et al, 2013).

No presente estudo, p-cimeno ¢ o componente majoritario do 6leo essencial de E.
tereticornis. Estudos sobre inflamacdo aguda tém demonstrado ainda a eficacia de diversos
monoterpenoidess com atividade anti-inflamatéria e baixa citotoxicidade. Especificamente, o
p-cimeno reduziu a quimiotaxia de neutréfilos in vitro, inibiu a migragao de leucocitos totais e
polimorfonucleares, além de estimular a atividade fagocitica de macréfagos e reduzir os
niveis da citocina TNF-a sem alterar significativamente os niveis de IL-10 (KUMMER, 2015;
DEGENHARDT et al., 2016). De acordo com Chen e colaboradores (2014) e Guerreiro
(2015), o p-cimeno, timol e o carvacrol sdo compostos com grande potencial terapéutico para
lesdo pulmonar aguda e outras doencas pulmonares inflamatorias.

O influxo de células inflamatorias também foi avaliado e os resultados encontrados
mostraram que o tratamento com o o6leo essencial de E. tereticornis foi capaz de reduzir a

migragdo polimorfonuclear para o tecido inflamado.
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A inibicdo da migracdo de leucocitos ¢ um pardmetro importante a ser avaliado em
uma resposta inflamatoria, pois os neutrofilos sdo conhecidos por terem uma alta
concentracdo de espécies reativas do oxigénio (ERO) e podem estar associados a danos ao
hospedeiro (NEMETH E MOCSAL, 2012).

Existem varios estudos na literatura mostrando que os neutréfilos desempenham um
papel importante na defesa do hospedeiro, principalmente pela habilidade para realizar a
fagocitose e gerar ERO para eliminar um possivel agente agressor (BRADLEY et al., 1982;
SCHAKEL; DOBEL; BOSSELMANN, 2014; WITTMANN; MCGONAGLE; WERFEL,
2014). Além disso, em modelos de inflamagdo aguda, os neutrofilos sdo as principais células

responsaveis pela produgdo de ERO.

5.7 ATIVIDADE CITOTOXICA

O dleo essencial apresentou Clso de 72,32 + 11,72 ng/mL para a linhagem nao tumoral
e 88,60 £ 30,34 pg/mL para a tumoral. Levando-se em consideragdo o critério do NCI
(National Cancer Institute) dos EUA, que considera interessante Clso inferior a 30 pg/mL
para extratos e 6leos, os resultados ficaram abaixo das expectativas, pelo menos para essa
linhagem tumoral em especial (melanoma). O IS foi de 0,82 e valores abaixo de 1 ndo sdo
desejaveis, pois significa que foi necessaria uma concentracdo maior do 6leo essencial para
causar citotoxicidade para a linhagem tumoral em relacdo a ndo tumoral.

O efeito do oleo essencial de E. fereticornis sobre a viabilidade celular da linhagem
ndo tumoral, fibroblasto murino, 3T3 e linhagem tumoral, melanoma murino, B16F10, nas
concentragdes de 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL estd demonstrado na Figura 22. Utilizando os
resultados de viabilidade celular, obtidos por meio do ensaio de redugdo do MTT, foi
calculado o valor de ICso para o dleo essencial de E. fereticornis para ambas as linhagens

celulares.
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Figura - 22 Ensaios de viabilidade celular frente ao 6leo essencial de Eucalyptus tereticornis utilizando a
técnica de MTT. A — linhagem ndo tumoral, fibroblasto murino, 3T3. B — linhagem tumoral,
melanoma murino, B16F10. Cada barra representa a media + o desvio padrao da media, de um
experimento realizado em triplicata. ANOVA de uma via e pos teste de Tukey. **** p <
0,0001 e *** p< 0,001 em relacdo ao controle.
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Fonte: A autora.

Os produtos naturais com promissoras atividades biologicas requerem ser avaliados
ndo apenas quanto a sua eficacia, mas também em relagdo a sua toxicidade e seguranca para o
organismo. Portanto, se torna de suma importancia a avaliacdo da toxicidade celular, pois ¢
essencial que o composto atue de forma seletiva, ¢ com minimas alteragdes nas células
normais. (BEDNARZUK; VERDAM; MIGUEL, 2010; BLANK, 2013; RAFIQ et al., 2015).

Nos testes de citotoxicidade, sdo avaliados os efeitos que as moléculas promovem a
nivel celular, e para tal, sio amplamente utilizados os cultivos celulares, que sdo estabelecidos
a partir de células obtidas de tecidos ou oOrgdos de animais ou seres humanos.
(BEDNARZUK; VERDAM; MIGUEL, 2010; BONES; MOLENTO, 2012).

Modelos celulares sdo ferramentas tuteis e de extrema necessidade, para que se possa
avaliar o potencial citotoxico de determinadas substancias, através da sua capacidade de
induzir a morte celular (DELGADO et al, 2005). Para o experimento, foi utilizada a
linhagem celular B16F10 de melanoma murino, que tem sido frequentemente utilizada em
testes laboratoriais, e foi estabelecida por Fidler em 1973. E oriunda do melanoma murino
B16, de natureza maligna e metastatica. Para o seu desenvolvimento, células foram coletadas
de tumor primario subcutaneo de camundongos C57BL/6, e cultivadas em laboratorio até a
obtencdo da linhagem B16F10, que possui comportamento agressivo e capacidade invasiva e
metastatica. Estas células também s3o bastante utilizadas para testes in vivo, através da

inoculacdo experimental em camundongos para o desenvolvimento de tumores (DA SILVA et
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al., 2013; VIANA et al., 2017). As células de melanoma sao de facil manutencdo em cultivo
laboratorial, por sua alta capacidade proliferativa. Desta forma, constituem-se em excelente
modelo para avaliar a atividade de agentes antiproliferativos, como os fitoterapicos (LEAL et
al., 2003).

Diversas metodologias sdo utilizadas para avalia¢do da toxicidade celular, o ensaio do
MTT ¢ amplamente utilizado para esta finalidade. Constitui-se em um ensaio colorimétrico,
onde, através da reducdo do sal MTT, avalia-se a atividade enzimatica mitocondrial celular,
ou a auséncia desta, indicando lesdo preliminar que culmina com a morte celular. Esse teste ¢
baseado na capacidade de células metabolicamente ativas reduzirem, no meio intracelular, o
sal soluvel de tetrazolio a cristais insoltiveis de formazan de coloragdo violeta (MOSMANN,
1983).

O oleo essencial de outras espécies de Eucalyptus apresentaram atividades citotoxicas
e antitumorais, despertando interesse dos pesquisadores. O 6leo essencial extraido de E.
benthamii demonstrou potencial para gerar apoptose em células de algumas linhagens
cancerigenas (DOLL-BOSCARDIN et al., 2015). Da mesma forma, os 6leos essenciais de E.
sideroxylon e E. torquata apresentaram atividade citotoxica in vitro contra células de
carcinoma hepatocelular e de cancer de mama, e os O6leos essenciais de E. cladocalyx
F.Muell. e E. camaldulensis, contra células de leucemia promielocitica e células ECV-304,
respectivamente (SOUSA, 2015; GAUTAM; MANTHA; MITTAL, 2014). Entretanto, E.
saligna mostrou-se citotoxico tanto para as células Calu-3, como para as células 3T3, ndo

apresentando assim, seletividade contra as células tumorais do estudo (SAULLE, 2018).
5.8 ATIVIDADE REPELENTE

A andlise da atividade repelente foi realizada com insetos que foram identificados por
um parasitologista da Universidade Estadual de Ponta Grossa como Ctenocephalides felis,
mostrado na figura 23. As pulgas do género Crenocephalides sdo insetos parasitos mais
prevalentes em todo o mundo. Sua classificacdo taxondmica pertence ao filo Arthropoda,
classe Insecta, ordem Siphonaptera e familia Pulicidae. Duas principais espécies estdo
incluidas nesse género: C. canis e C. felis. Sua diferenciacdo pode ser feita por com base em
detalhes sutis em sua morfologia e distribuicdo geografica (LINARDI; GUIMARAES, 2000;
MENIER; BEAUCOURNU, 1998; RUST, 2017). Essas pulgas sdo ectoparasitos pequenos,

medindo entre um a trés milimetros de comprimento, possuem corpo achatado lateralmente,
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aparelho bucal picador e pernas adaptadas para o salto (LINARDI; GUIMARAES, 2000;
SOULSBY, 1986).

Figura 23 - Imagem de Ctenocephalides felis

Fonte: A autora.

O resultado da andlise da atividade repelente do dleo essencial de E. tereticornis
contra C. felis estd apresentado na figura 24. Foi avaliado o percentual de inabilidade do
grupo de insetos expostos ao dleo essencial de E. tereticornis, grupo testado e do grupo de
insetos expostos ao Oleo essencial de Melaleuca alternifolia (Maiden & Betche) Cheel,
controle positivo. Apoés uma hora de exposi¢do, o grupo testado apresentou 86,67% de
inabilidade dos insetos, e o grupo do controle positivo apresentou 73,33% de inabilidade dos
insetos. O grupo do controle negativo foi exposto a agua deionizada e apresentou 33,33% de

inabilidade ao final do experimento.
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Figura 24 - Percentual da inibilidade dos insentos de C. felis em relagdo ao tempo, quando expostos ao 6leo
essencial de Fucalyptus tereticornis e aos controles
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Observacdo: apds analise estatistica, os valores nao foram significativamente diferentes (ANOVA e pos teste de
Tukey).
Fonte: A autora.

Como observado no grafico acima, e confirmado pela analise estatistica, ndo houve
diferenga significativa entre a capacidade de causar a inabilidade dos insetos pelo dleo
essencial de E. tereticornis e pelo 6leo essencial de M. alternifolia, controle positivo no teste,
apesar de visualmente o 6leo essencial em teste ter levado mais tempo para alcangar o KTs.
A inabilidade dos insetos que foram expostos a agua deionizada e contados como KD se deve

ao dano fisico destes durante o processo de manté-los dentro da camara fechada.
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6 CONCLUSAO

No presente estudo, uma explicacdo pormenorizada da anatomia foliar e caulinar e
histoquimica de Eucalyptus tereticornis é apresentada. Todas as caracteristicas anatomicas de
E. tereticornis devem ser avaliadas para caracterizar a espécie, destacando-se a presenca de
ceras epicuticulares em forma de crostas em ambas as superficies foliares, células epidérmicas
foliares contendo cristais como agregados de placas, presenca de cristais prismaticos em
forma de losango e retangulares em varios tecidos, além do mesofilo homogéneo. As analises
histoquimicas confirmaram a presenga de compostos lipofilicos e fenolicos, graos de amido e
elementos lignificados. Novos estudos envolvendo andlises anatdmicas e filogenéticas de
outras espécies de eucalipto s@o indispensaveis para entender melhor a evolugdo e taxonomia
do género.

O perfil quimico do 6leo essencial de E. tereticornis por CG/EM evidenciou 25
compostos, sendo que os principais componentes o p-cimeno (46,57%), a criptona (25,24%) e
o terpinen-4-ol (5,23%), enquanto que na CCDAE foram encontradas sob luz branca e apos
derivatizacdo com anisaldeido, quatro bandas intensas, sendo uma banda marrom-rosada com
R ~0,42 e trés bandas com Ry préximos. Em R¢~0,29 foi encontrada uma banda acastanhada,
com Rf ~0,25 uma banda de cor cinza ¢ com Ry ~0,23 uma banda amarelada. As mesmas
bandas foram observadas sob UV 366 nm com cores laranja ou acastanhadas.

Na analise da atividade antimicrobiana, houve inibicdo do crescimento de todos os
microrganismos testados na metodologia de difusdo em disco, com resultados mais
satisfatorios frente a C. albicans e S. epidermidis; na metodologia de macrodilui¢do em caldo,
com excecdo de P. aeruginosa, também foi observada atividade bactericida do 6leo essencial
frente todas as demais cepas testadas, especialmente contra ESBL E. coli e C. albicans.
Foram obtidas as CIM e CBM na concentrac¢do de 312,5 pg/mL frente a C. albicans e sugere-
se que a atividade antimicrobiana do 6leo essencial seja justificada pelo sinergismo entre os
compostos presentes no 6leo, especialmente os monoterpenos oxigenados.

O oleo essencial de E. tereticornis demonstrou atividade biologica, com efeito
antioxidante, pelos métodos de reducdo do radical livre DPPH, reducdo do complexo
fosfomolibdénico e do Acido Tiobarbitirico- Espécies Reativas (TBARS).

O oleo essencial de E. tereticornis possui atividade anti-inflamatoéria quando utilizado
por via topica, uma vez que reduziu de forma significativa o edema, o peso do tecido e a

migracdo de células inflamatorias.
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Na avaliacdo da atividade citotoxica, os ensaios de viabilidade celular obtidos por
meio de redugdo do MTT utilizando as linhagens de fibroblasto murino (linha nao tumoral -
3T3) e de melanoma murinho (linhagem tumoral - B16F10), mostraram que € o 6leo essencial
de E. tereticornis ndo tem boa seletividades para a linhagem tumoral testada. Na avaliacdo da
atividade repelente, também foi observado efeito com o 6leo sem diluigdo.

E importante ressaltar que esse estudo evidencia caracteristicas microscopicas e
cromatograficas inéditas, fornecendo dados botanicos e quimicos para o controle da qualidade
da droga vegetal. Além disso, as caracteristicas botanicas sdo uteis na taxonomia do género
Eucalyptus e da familia Myrtaceae.

Considerando as atividades biologicas encontradas, é importante realizar ainda estudos
toxicologicos in vivo, como toxicidade aguda, subcrénica de 28 dias e até ensaios de
toxicologia reprodutiva, caso a substancia teste em questdo seja de interesse de gestantes
também. De acordo com os resultados obtidos, ha necessidade da continuidade dos estudos a
fim de elucidar os mecanismos de a¢do, além de testar outras atividades para o promissor 6leo

essencial de E. tereticornis.
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