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“A menos que modifiquemos a nossa maneira de pensar, ndo seremos
capazes de resolver os problemas causados pela forma como nos
acostumamos a ver o mundo.”

(Albert Einstein)



RESUMO

Eucalyptus saligna Sm. é uma arvore nativa do sudeste da Australia. No Sul do
Brasil seu principal uso esta relacionado a utilizacdo da madeira. Entretanto,
estudos morfoanatdmicos da espécie, quimicos e biolégicos envolvendo o 6leo
essencial sdo escassos. O objetivo do presente trabalho foi realizar o estudo da
morfoanatomia das folhas e caules a fim de auxiliar na identificacdo desse
taxon e na diferenciacdo das demais espécies de Eucalyptus, bem como
determinar a composicdo quimica, investigar a atividade antioxidante, o efeito
antimicrobiano e o potencial citotéxico do 6leo essencial de E. saligna cultivado
nos Campos Gerais. O material botanico foi coletado no campus da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (Parand, Brasil). A partir dos métodos
usuais de microscopia Optica e de microscopia eletrénica de varredura, foram
evidenciados estdmatos anomociticos em ambas as faces do limbo foliar de E.
saligna, auséncia de tricomas, mesofilo isobilateral, nervura mediana
levemente biconvexa em ambas as faces, idioblastos contendo cristais
prismaticos de oxalato de célcio, cavidades secretoras contendo 6leo
essencial, peciolo com sistema vascular em arco aberto. Além disso, um caule
com formato arredondado, colénquima angular, cavidades secretoras, cristais
prismaticos e drusas de oxalato de calcio. Por meio de hidrodestilagdo de
folhas e caules, obteve-se um teor de 1,03% de Oleo essencial. Os principais
componentes do 6leo essencial de E. saligna identificados por CG-EM foram o
p-cimeno (28,90%) e a criptona (17,22%). A atividade antioxidante total do 6leo
essencial, pelo método do fosfomolibdénio, foi superior a determinada para a
rutina. Porém, através dos meétodos do radical livre DPPH e do ABTS, o
potencial antioxidante observado foi baixo. O 6leo essencial de E. saligna
apresentou um efeito antimicrobiano frente as cepas de Staphylococcus aureus
e de Candida albicans, por meio dos métodos de difusdo em disco e difusdo
em meio sélido utilizando cavidades. Quanto a citotoxicidade avaliada pelo
método do MTT, o 6leo essencial de E. saligna mostrou-se citotoxico tanto para
as células Calu-3, como para as células 3T3. Ndo apresentando assim,
seletividade contra as células tumorais em estudo.

Palvras-chave: Atividade antimicrobiana. Atividade antioxidante. Citotoxicidade.
Morfoanatomia. Oleo essencial.



ABSTRACT

Eucalyptus saligna Sm. is a tree native to southeastern Australia. Its main use
is related with the wood. However, morpho-anatomical studies of this species,
chemical and biological involving its essential oil are scarce. The objective of
the present work was to study the morphology of leaves and stems, as well as
to determine the chemical composition, to investigate the antioxidant activity,
the antimicrobial effect and the cytotoxic potential of the essential oil of E.
saligna. The botanical material was collected on the campus of the State
University of Ponta Grossa (Parana, Brazil). From the usual methods of optical
microscopy and scanning electron microscopy, anomocytic stomata were
evident on both sides of the leaf of E. saligna, absence of trichomes, isobilateral
mesophyll, midrib with a biconvex shape on both sides, idioblasts with calcium
oxalate prismatic crystals, secretory cavities containing essential oil, petiole with
open arch vascular system. In addition, a rounded-shaped stem, angular
collenchyma, secretory cavities, calcium oxalate prismatic crystals and druses
were observed. The yield of essential oil extracted by hydrodistillation from
leaves and stems was1.03%. The main compounds of essential oil of E. saligna
were p-cymene and cryptone. The total antioxidant activity of the essential oil,
by the phosphomolybdenum method, was superior to that determined for the
routine. However, through the free radical DPPH and ABTS methods, the
antioxidant potential observed was low. The essential oil of E. saligna showed
an antimicrobial activity against Staphylococcus aureus and Candida albicans
strains, using both methods of disc diffusion and diffusion in solid-medium by
plate-cavities. As for the cytotoxicity assessed by the MTT method, essential oil
of E. saligna presented to be cytotoxic for both cells, Calu-3 and 3T3.
Considering these results, additional studies can be recommended, in order to
use the essential oil of E. saligna as raw material for the pharmaceutical
industry.

Key words: Antimicrobial activity. Antioxidant activity. Cytotoxicity.
Morfoanatomy. Essential oil.
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1 INTRODUCAO

O homem ha milhares de anos e em todas as culturas, aprendeu a
utilizar os recursos naturais para sua sobrevivéncia. Através da observacéo dos
efeitos causados por algumas plantas quando ingeridas ou quando em contato
com a pele e mucosas, criou-se um conhecimento. Esse conhecimento foi
passado e aprimorado ao longo das geracdes, e até os dias de hoje o uso das
plantas medicinais contribui para o desenvolvimento da vida moderna
(LORENZI; MATOS, 2008).

A populacdo continua fazendo o uso dessas plantas como alternativa
terapéutica, fato que ressalta a importancia e necessidade de comprovac¢oes
cientificas a respeito da eficacia terapéutica e seguranc¢a no uso. Vale ressaltar
gue a grande maioria dos medicamentos teve origem vegetal, principalmente a
partir do século XIX, periodo em que foram descobertos importantes farmacos
isolados de plantas medicinais como a morfina, a codeina, a efedrina, entre
outros (NIERO et al., 2003).

Ecossistemas com grande variedade de espécies vegetais, assim como
o brasileiro, constituem um abrangente campo de estudo para o
desenvolvimento de novos farmacos, bons exemplos sdo 0s metabdlitos
secundarios vincristina e vimblastina, que sdo isolados de Catharanthus roseus
(L.) G.Donis, e atuam como antineoplasicos. Portanto, uma investigacdo nao
somente fitoquimica, mas visando aspectos biolégicos e farmacoldgicos de
plantas medicinais, pode auxiliar na descoberta de novos agentes terapéuticos
(YUNES; CECHINEL-FILHO, 2014; FOGLIO et al. 2006).

Myrtaceae Juss. € uma das familias mais importantes na formacdo de
florestas, possuindo cerca de 132 géneros e 5600 espécies (THE PLANT LIST,
2018), que se distribuem preferencialmente na América tropical e na Australia
(WILSON, 2011). No Brasil, encontram-se aproximadamente 1000 espécies e
23 géneros (SOBRAL et al., 2015). Entre os géneros importantes de
Myrtaceae, destaca-se Eucalyptus L’'Her que €& conhecido pela sua grande
variedade genética. Esse género possui mais de 800 espécies com
propriedades quimicas e fisicas muito diversas (FLORES et al., 2016; RIBEIRO
et al., 2015).
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Em todo o mundo, as plantas de madeira dura pertencentes ao género
Eucalyptus sdo as mais cultivadas, ocupando cerca de 20 milhdes de hectares
(RIBEIRO et al., 2015), sendo que no Brasil seu cultivo foi considerado o maior
do mundo na década de 1990 (ELDRIGDE, 1994). Sao as espécies florestais
mais plantadas no pais, ocupando cerca de 5,10 milhdes de hectares
(ANUARIO, 2013). O uso de espécies de Eucalyptus esta relacionado a
producdo de celulose/papel, chapas de fibras, madeira serrada, carvao para
siderurgica, entre outros. Além do uso da madeira, 0 6leo essencial extraido a
partir das folhas e caules tem sido utilizado nas industrias de perfumaria e na
fabricacdo de produtos farmacéuticos e domissanitarios, representando uma
forma de aumento no rendimento econémico, uma vez que as folhas eram
descartadas no processo de corte das arvores (FLORES et al., 2016).

Apesar do interesse econdmico crescente na utilizagdo do 6leo essencial
obtido de Eucalyptus, algumas espécies ainda tém seu uso voltado
principalmente a producdo de madeira, extracdo de celulose e ao
reflorestamento. Consequentemente os estudos fitoquimicos, biolégicos e
farmacoldgicos acabam sendo mais restritos (DOLL-BOSCARDIN et al., 2010).

Eucalyptus saligna Sm. € uma espécie subtropical nativa do sudeste da
Australia, mais especificamente da regido costeira do estado de Nova Gales do
Sul. Esse taxon tem como principais exigéncias climaticas uma temperatura
média anual entre 13 e 18°C e precipitacdo anual entre 900 e 1400 mm
(FLORES et al., 2016). No Brasil seu cultivo esta voltado ao reflorestamento,
especialmente no Sul e Sudeste do pais (EMBRAPA, 2014).

Em razdo das espécies de Eucalyptus apresentarem heterofilia e uma
morfologia bastante similar, E. saligna, por exemplo, pode ser confundido com
Eucalyptus deanei Maiden, Eucalyptus dunni Maiden, Eucalyptus grandis W_Hill
e Eucalyptus botryoides Sm. Essas semelhancas reforcam a importancia de
estudos morfoanotdémicos no sentido de ajudar na identificacdo correta dessas
espécies, o que ainda € muito escasso (FLORES et al., 2016).

Com relacédo aos Oleos essenciais de E. saligna, ja foram relatadas
atividades antimicrobianas (BARBOSA et al., 2016; SARTORELLI et al., 2007),
inseticidas (BARBOSA et al., 2016; BROOKER; KLEINIG, 2006), nematicidas
(SALGADO et al., 2003), repelente (CEFERINO et al., 2006; TAPONDJOU et
al., 2005) e atividades de citotoxicidade (BHUYAN et al., 2017). As atividades



17

biolégicas dos O6leos essenciais sdo altamente dependentes da sua
composicdo quimica (BARBOSA et al., 2016) e varios estudos tém mostrado
diferencas qualitativas e quantitativas dos compostos dos 6leos essenciais em
E. saligna coletados de diferentes regibes (BETT et al.,, 2016; MOSSI et al,
2011; TOLOZA et al., 2006).

Considerando a similaridade morfolégica das espécies de Eucalyptus e
o fato de que o 6leo essencial de E. saligna apresenta composicdo quimica
diferente, dependendo da regido, o objetivo desse trabalho foi fornecer dados
microgréficos de folhas e caules a fim de auxiliar na identificacdo desse taxon e
na diferenciacdo das demais espécies de Eucalyptus, além de caracterizar
guimicamente o 6leo essencial de E. saligha coletada nos Campos Gerais
(Paran4, sul do Brasil) e investigar o seu potencial antioxidante, microbiolégico

e citotoxico.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

O uso de espécies vegetais para cura e tratamento de doencas e
sintomas ocorre desde o inicio das civilizagées. Essa pratica se arrastou pelo
tempo e até hoje contribui para o desenvolvimento da saude humana. Diversos
registros mostrando o uso de plantas para fins terapéuticos podem ser
encontrados, de datas muitas antigas como 0s registros de 2100 a.C. da
Mesopotamia e a existéncia de uma lista chinesa contendo indicagbes e
posologia para uso de plantas medicinais (CRAGG; NEWMAN, 2014).

O conhecimento popular sobre uso dos produtos naturais acompanhou
as transicdes filosoficas e comportamentais da humanidade, um exemplo disso
é o efeito sedativo da valeriana, que foi utilizado pela medicina grega por
Hipocrates, posteriormente por Galeno em Roma, descrita por Dioscoérides em
sua obra “De Materia Medica”. Esse efeito foi investigado e comprovado
cientificamente por meio de diversas pesquisas (LEITE, 2009).

A pesquisa etnofarmacoldgica de plantas que a populacdo utiliza h&a
anos e que demonstram terem propriedades farmacoldgicas, € um meio
bastante importante de descobrir ou de desenvolver novos farmacos
(CORDEIRO et al, 2006). Uma vez que o efeito das mesmas se da por algum
componente natural do metabolismo, por meio dos estudos quimicos esses
compostos podem ser identificados e isolados, dando origem a novas opc¢des
terapéuticas. A descoberta de farmacos a partir dessas fontes naturais foi um
dos pontos cruciais para o desenvolvimento da industria farmacéutica
(RISHTON, 2008).

Na década de 60, o uso irracional dos medicamentos que ndo tem
origem natural, aliado a inacessibilidade de grande parte da populacdo aos
novos medicamentos desenvolvidos pelas industrias farmacéuticas, levou a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a incentivar a populacdo a utilizar as
plantas medicinais e os fitoterapicos, e essa pratica vem aumentando cada vez
mais (CZELUSNIAK et al., 2012; LEITE, 2009).
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Estima-se que, em 2011, cerca de 70 a 95% da populagédo dos paises
em desenvolvimento fazia uso de plantas medicinais para tratamento de
doencas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011). Nestes paises, muitas
vezes, essas plantas representam o Unico recurso na atengdo primaria a saude
de populacdes carentes (LEITE, 2009).

De todos os medicamentos disponiveis, cerca de 25% tem origem direta
ou indireta dos compostos presentes em plantas (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2011). Na lista dos 252 medicamentos considerados
essenciais e basicos pelo OMS, 28 tem sua origem exclusivamente de plantas,
confirmando a importancia de espécies vegetais como fonte de compostos
bioativos (RATES, 2001). Alguns exemplos importantes de fitofarmacos séo: a
vimblastina e vincristina, obtidas de Catharanthus roseus e utlizadas no
tratamento de cancer; a artemisinina, obtida de Artemisia annua L. e usada
como antimalarica; a morfina, isolada de Papaver somniferum L. e precursora
dos hipnoanalgésicos; a pilocarpina, isolada de espécies de Pilocarpus Vahl e
usada no tratamento de glaucomas, entre outros (CRAGG; NEWMAN, 2014,
YUNES; CECHINEL-FILHO, 2014).

As propriedades farmacologicas encontradas nas plantas medicinais
provém, normalmente, das moléculas biotivas. Estas moléculas sdo originarias
do metabolismo secundario das espécies vegetais. Os grupos de compostos
formados a partir desse metabolismo possuem, geralmente, funcdes de
protecdo, adaptacdo, reproducdo e defesa, ajudando na sobrevivéncia e
perpetuacdo da espécie. Além disso, os compostos vindos do metabolismo
secundario das plantas sédo considerados elementos de diferenciacdo e
especializagdo (LEITE, 2009).

Os compostos biativos extraidos de espécies vegetais apresentam
grande complexidade estrutural, alta diversidade e inUmeros mecanismos de
acao para serem elucidados, e exatamente por essas caracteristicas peculiares
que o interesse na obtencao, identificacdo e ensaios bioldgicos com essas
substancias se mantém crescente, apesar de fatores desfavoraveis como a
grande demanda de tempo, custos financeiros, possibilidade de obtencéo de
amostras em quantidades minimas que ndo possibilitam a realizacdo de testes
bioldgicos e também de se encontrar algo ja conhecido (YUNES; CECHINEL-
FILHO, 2014).
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A enorme variedade existente na flora brasileira, constituindo um grande
campo de estudo, contribui para o interesse nas investigacdes de espécies
vegetais no pais (CRAGG; NEWMAN, 2014).

O Brasil possui cerca de 55 mil espécies de plantas, formando a maior e
mais rica diversidade genética entre todos os paises. Apesar disso, menos de
15% dessas espécies foram submetidas a estudos fitoquimicos ou de avaliacao
das caracteristicas biologicas até o ano de 2009 (BARREIRO; BOLZANI,
2009).

A morfoanatomia de espécies medicinais tem sido analisada, uma vez
gue ha necessidade de se determinar os marcadores morfoanatdmicos para a
identificacdo das espécies, e que grande parte delas ndo consta de
Farmacopéias (ALMEIDA et al., 2017; BERTOCCO et al., 2017; BOBEK et al.,
2016). Adicionalmente, a analise microscopica é especialmente necessaria
guando as espécies vegetais sdo comercializadas na forma rasurada, triturada
ou pulverizada (UPTON et al., 2011). Nesse sentido, escassos estudos
anatdbmicos foram conduzidos com espécies de Eucalyptus (DOLL-
BOSCARDIN et al., 2010; IFTIKHAR et al., 2009; MALINOWSKI et al., 2009;
SANTOS et al., 2008; TANTAWY, 2004).

2.2 FAMILIA MYRTACEAE JUSS.

Myrtaceae, pertencente a ordem Myrtales ou Myrtiflorae, possui cerca de
132 géneros e 5600 espécies (THE PLANT LIST, 2018). Ela se divide em duas
grandes subfamilias, denominadas Leptospermoideae e Myrtoideae. Os
representantes da subfamilia Leptospermoideae apresentam folhas alternadas
e frutos secos, ja os representantes da Myrtoideae apresentam folhas opostas
e frutos carnosos. A distribuicdo geografica das subfamilias também é distinta,
sendo na Austrélia a maior concentracdo de Leptospermoideae e na América
do Sul e América Central, de Myrtoideae (LEGRAND; KLEIN, 1978).

No Brasil, espécies de Myrtaceae possuem grande importancia dentre
as familias de Angiospermae (Magnoliopsida), possuindo uma tribo
denominada Myrta e trés subtribos: Myrciina, Eugeniina e Myrtinae (LORENZI;

MATOS, 2008). Wilson et al. (2005) propuseram uma nova classificacédo
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reconhecendo duas subfamilias, Myrtoideae e Psiloxyloideae, e 17 tribos para
Myrtaceae.

As angiospermas conhecidas somam mais de 400 familias, sendo
Myrtaceae 1,32% desse total. Entre todos o0s géneros pertencentes a
Myrtaceae, os géneros Eugenia L., Eucalyptus L’Hér, Myrcia DC., Syzygium
Gaertner e Melaleuca L. sdo os maiores (THE PLANT LIST, 2018). No Brasil,
encontram-se aproximadamente 1000 espécies e 23 géneros, sendo que
merece destaque as espécies cultivadas, originarias da Austrélia, como as
representantes de Eucalyptus (SOBRAL et al., 2015).

De acordo com Wilson et al. (2001) os taxa de Myrtaceae sdo espécies
lenhosas, arbdreas ou arbustivas. E caracteristico possuirem folhas inteiras
contendo cavidades oleiferas, ovario semi-infero a infero, estames geralmente
numerosos, floema interno, e pontuac¢des guarnecidas nos vasos de xilema. As
folhas inteiras podem apresentar disposicao alterna, oposta ou oposta cruzada,
com presenca de pontuacfes e pequenas estipulas. Pode ocorrer caulifloria.
As flores séo na maioria das vezes brancas, mas podem apresentar coloracéo
avermelhada. Sao hermafroditas, efémeras, com simetria radial, geralmente
pentameras, mono ou diclamideas. O receptaculo pode ser bem desenvolvido,
a corola quando suprimida apresenta um calice gamossépalo com deiscéncia
transversal e frequentemente observa-se a presenca de varios estames. O
ovario pode ser pentacarpelar e pentalocular, apresentando muitos évulos, e
varia de supero a semi- infero, até infero. O fruto pode ser do tipo baciforme ou
capsular loculicida, e as sementes podem ser tipo aladas e apresentar
poliembrionia (JOLY, 1998).

No Brasil, representantes de Myrtaceae habitam predominantemente a
Floresta Atlantica. S&o importantes economicamente, sendo cultivadas
principalmente no Sul e Sudeste do pais (ANUARIO, 2013). Cerca de 70% das
espécies de Myrtaceae tem seu uso voltado para fins medicinais. Comumente,
as partes utilizadas séo as folhas, cascas e frutos, e 0s principais usos séo
como agentes anti-inflamatoérios, antioxidantes, antimicrobianos, antidiarreicos,
antireuméticos e hipocolesterolémicos (STEFANELLO et al., 2011). Na Relacao
Nacional de Plantas Medicinais de interesse ao Servico Unico de Saulde
(RENISUS), entre as 71 espécies com potencial farmacologico, encontram-se 4
espécies de Myrtaceae (Eugenia uniflora L., Eucalyptus globulus Labill.,
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Psidium guajava L. e Syzygium cumini (L.) Skeels) demonstrando sua
importancia terapéutica (BRASIL, 2009).

Em Myrtaceae varios compostos bioativos ja foram descritos, entre eles
compostos fendlicos como a miricetina, a rutina, a quercitrina (DASTMALCHI,
2012), a quercimetricina e o hexaidroxidifenol-galiol-glicose (WU et al., 2012);
terpenos como a-pineno, espatulenol, biciclogermacreno (PADOVAN et al.,
2014); alcaloides como 1,2,3,4-tetraidro-1-metil-B-carbolina (DOMINGUES et
al., 2010) e antocianinas como cianidina, malvidina e delfinidina (FLORES et
al., 2012).

Atualmente, varios estudos sao realizados buscando comprovar o uso
popular dos constituintes de Myrtaceae. Para tal sdo utilizadas investigacfes
farmacognosticas, que englobam os aspectos botanicos, fitoquimicos e
atividades biolégicas (AZEVEDO, 2016; DEFAVERI et al., 2011; FAITANIN,
2016; FURTADO et al., 2015; PARK et al., 2011).

2.3 GENERO Eucalyptus L’'HER.

Eucalyptus pertence a familia Myrtaceae e possui cerca de 800 espécies
reconhecidas botanicamente, tendo sua origem na Austrdlia, Tasmania e
outras ilhas da Oceania (EMBRAPA, 2014; FLORES et al.,, 2016). Apos
milhdes de anos de especializacdo, espécies deste género encontram-se em
regibes com condicdes climaticas muito distintas, desde regides tropicais até
temperadas, regides extremamente Umidas a extremamente secas, no nivel do
mar até montanhas altas. Essa diversidade faz de Eucalyptus um género com
morfologia variavel e complexa, possuindo representantes como espécies
arboreas com até 90 m de altura e arbustos com 40 cm (FLORES et al., 2016).

A primeira descricdo botanica do género foi feita pelo botanico francés
Charles-Louis L’Heritier de Brutelle em 1789 (FLORES et al., 2016). A espécie
Eucalyptus globulus Labill.,, farmacopeica, foi descoberta em 1792 por La
Billardiere. Joseph Smith foi o responsavel pela denominacdo da maior parte
das espécies descritas (BROOKER, 2002).

A introducgéo de Eucalyptus no Brasil ocorreu nos estados do Rio Grande
do Sul, Rio de Janeiro e Sao Paulo no final do século XIX, a principio com

finalidade ornamental. A busca pelo cultivo dessas espécies com objetivos
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comerciais se deve ao agronomo e silvicultor Edmundo Navarro de Andrade,
que recebeu do botanico Joseph Henry Maiden 154 espécies de Eucalyptus,
para que fossem testadas as mais adaptadas ao clima do estado de S&o Paulo.
Navarro selecionou as espécies E. maculata Hook., E. pellita F. Muell., E.
resinifera Sm., E. saligna, E. tereticornis Sm. e E. urophylla S.T.Blake. Com o
passar dos anos os eucaliptos foram sendo disseminados pelo pais (FLORES
et al., 2016). Esse fato se deve tanto a facilidade de cultivo até mesmo em
condigbes adversas, como ao seu rapido crescimento, menores custos no
cultivo e diversificada utilizagdo da madeira, garantindo um poder econdémico
elevado (EMBRAPA, 2014).

Embora existam centenas de espécies e subespécies de Eucalyptus,
atualmente ndo mais do que 20 delas sao utilizadas comercialmente no mundo.
No Brasil, a eucaliptocultura s6 ganhou forca e destaque em 1966, com a
promulgacdo da Lei n° 5.106 de Incentivos Fiscais ao Reflorestamento. A
pratica se consolidou no pais com o Plano Nacional de Desenvolvimento (Il
PND) em 1970 (BRASIL, 1974). No decorrer dos anos a area plantada e a
produtividade das florestas sO cresceram, segundo dados do Anuario
Estatistico da Associacdo Brasileira dos Produtores de Floresta Plantada
(ABRAF) de 2013, estima-se que cerca de 5,10 milh6es de hectares de
florestas de eucalipto existam no Brasil (ANUARIO, 2013).

Florestas de eucalipto podem ser encontradas em todo territério
brasileiro e se distribuem pelas regibes na seguinte porcentagem: Regido
Sudeste (53%) a que apresenta maior quantidade de areas plantadas, seguida
pelas Regides Nordeste (15,8%), Centro-Oeste (13,4%), Sul (11,5%) e Norte
(6,2%). Eucalyptus, a exemplo de E. grandis W. Hill, E. saligna, E. urophylla, E.
viminalis Labill., hibridos de E. grandis x E. urophylla, E. dunnii Maiden e E.
benthamii Maiden & Cambage séo as mais utilizadas atualmente em funcéo
das caracteristicas das suas madeiras (EMBRAPA, 2014).

A utilizacdo dos eucaliptos estd focada principalmente no uso da
madeira, que existe em uma grande variedade de tipos levando a diversos
usos como a producao de papel e celulose, madeira rolica, chapas de fibras,
laminas, serrados e como fonte de energia. Entretanto, o 6leo essencial
extraido principalmente das folhas e caules adultos de diversas espécies de

eucaliptos é utilizado na producédo de artigos de higiene e limpeza, cosméticos,
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farmacos e alimentos. Estes usos vém crescendo e merecem destaque como
uma forma de aproveitamento dos subprodutos do corte da madeira
(EMBRAPA, 2014).

Para a identificacdo botanica das espécies de Eucalyptus sé&o
necessarias varias caracteristicas, uma vez que a morfologia € muito
semelhante entre as espécies. Alguns dos pontos observados para
determinacdo boténica sdo: a morfologia do tronco, folhas, inflorescéncias,
flores, frutos e sementes. Em algumas situacbes dados como localizac&o
geografica, habitat e ocorréncia natural das espécies podem ajudar na
identificacdo (FLORES et al., 2016).

2.4 Eucalyptus saligna Sm.

Eucalyptus saligna, € uma espécie pertencente ao género Eucalyptus
(Myrtaceae) que foi descrita em 1797 por Smith. E uma espécie subtropical
nativa do sudeste da Austrélia, mais especificamente da regido costeira do
estado de Nova Gales do Sul. Esse taxon tem como principais exigéncias
climaticas uma temperatura média anual entre 13 e 18°C e precipitacdo anual
entre 900 e 1400 mm (FLORES et al., 2016). No Brasil seu cultivo esta voltado
ao reflorestamento, especialmente no Sul e Sudeste do pais (EMBRAPA,
2014).

Morfologicamente sdo arvores de porte grande, que possuem uma casca
aspera e de coloragdo castanha no terco inferior do tronco, e lisa de coloracdo
branco-acinzentada na parte superior. Suas folhas possuem diferentes
formatos, podendo ser lanceoladas, estreito-lanceoladas ou falcadas. Suas
inflorescéncias tém o pedunculo achatado e suas flores sdo brancas, com
ovario infero e estames orientados de forma irregular. Seus frutos sao lisos e
de forma obconica, e as sementes apresentam-se na forma cubdide ou
piramidal, com coloragcdo castanha (FLORES et al., 2016). A Figura 1

apresenta uma arvore de E. saligha adulta.
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FIGURA 1- Arvore adulta de Eucalyptus saligna.

Fonte: ANBG, 2016.

Essa espécie pode ser confundida com Eucalyptus deanei Maiden,
Eucalyptus dunni Maiden, Eucalyptus grandis W.Hill e Eucalyptus botryoides
Sm. Isso ocorre devido a heterofilia que as espécies de Eucalyptus
apresentam, sendo que a distincdo entre as espécies pode ser feita através de
uma analise morfoanatémica (FLORES et al., 2016).

Com relagdo aos Oleos essenciais, varios estudos tém mostrado
diferencas qualitativas e quantitativas dos compostos quimicos dos Oleos
essenciais de E. saligna quando coletados de diferentes regides (BETT et al.,
2016; MOSSI et al.,, 2011; TOLOZA et al.,, 2006). Além disso, algumas
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atividades biolégicas ja foram relatadas para esses 6leos essenciais, como
antimicrobianas (BARBOSA et al., 2016; SARTORELLI et al., 2007), inseticidas
(BARBOSA et al., 2016; BROOKER; KLEINIG, 2006), nematicidas (SALGADO
et al., 2003), repelente (CEFERINO et al., 2006; TAPONDJOU et al., 2005;) e
atividades de citotoxicidade (BHUYAN et al., 2017).

2.5 OLEOS ESSENCIAIS

Pela definicdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os
Oleos essenciais “sao produtos votateis de origem vegetal obtidos por processo
fisico e podem se apresentar isoladamente ou misturados entre si, retificados,
desterpenados ou concentrados” (BRASIL, 1999). Oleos essenciais S&o
produtos do metabolismo secundario de algumas plantas, denominadas
aromaticas. Estas, por possuirem atividades conservantes, terapéuticas e por
darem sabor e aroma aos alimentos, sdo utilizadas ha muitos anos por diversas
civilizacBes. Os responsaveis por essas propriedades geralmente sdo os Oleos
essenciais presentes nas plantas. Paracelsus Von Hohenheim, no século 16,
foi o primeiro a utilizar o termo “6leo essencial”’, que significa “a alma da planta”
ou “a quinta esséncia” para a cura. Atualmente os 6leos essenciais também
sdo chamados de d6leos volateis, Oleos etéreos e esséncias (HENRIQUES;
SIMOES-PIRES; APEL, 2007).

Na pré-historia, o uso das plantas aromaticas é atribuido a curiosidade
do homem em saber a procedéncia do aroma liberado quando certos arbustos
ou resinas eram gueimados. No antigo Egito, os Oleos essenciais eram
utilizados como oferendas nas ceriménias religiosas, como perfumes e também
para embalsamar farads. Foi na Idade Média que os processos de extracao
dessas esséncias evoluiram, por meio das experiéncias dos alquimistas da
época foi possivel extrair o 6leo essencial através de vapor d agua.
(AZEVEDO, 2016). No século XIll, os farmacéuticos comegaram a extrair 6leos
essenciais, e seus efeitos terapéuticos foram descritos em farmacopéias. Ja no
século XVII as farmacias estocavam essas preparacfes e seus UuSOS ja
estavam difundidos em toda Europa. Todavia, no decorrer dos séculos XIX e
XX, 0 uso na medicina foi ficando em segundo plano em relagdo ao uso como
aromatizantes e flavorizantes (HENRIQUES; SIMOES-PIRES; APEL, 2007).
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Os Oleos essenciais e seus componentes sao usados na industria
alimenticia, farmacéutica, de cosméticos, de produtos sanitarios e
odontologicos. Os Oleos essenciais também podem ser utilizados na
aromaterapia, uma terapia alternativa que se prop0e a curar ou prevenir
doencas por meio da inalacdo de esséncias (HENRIQUES; SIMOES-PIRES;
APEL, 2007).

Em se tratando da composicdo quimica, 0s 0leos essenciais Ssao
constituidos por misturas muito varidveis de fenilpropanoides e terpenoides,
especificamente monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropanoides, ésteres e
outras substancias de baixo peso molecular. De acordo com a parte da planta
de onde o 6leo essencial € extraido, a composi¢cao quimica pode variar dentro
de uma mesma espécie (HENRIQUES; SIMOES-PIRES; APEL, 2007;
SIMOES; SPITZER, 2007). Além disso, fatores ambientais também podem
alterar a composicdo quimica e a concentracdo dos constiuintes dos 0Oleos
essenciais, como o tipo de solo, temperatura, altitude, pluviosidade e
luminosidade (LEITE, 2009).

Os principais constituintes volateis dos 6leos essenciais possuem rotas
biossintéticas precursoras distintas: a via do acido mevalbénico e do fosfato
desoxixilulose fosfato, que da origem aos derivados terpenoides, e a via do
acido chiquimico aos derivados fenilpropanoides. O &cido chiquimico € formado
pela condensacado do fosfoenolpiruvato e da eritrose-4-fosfato, e € responséavel
pela formacdo das duas unidades béasicas dos fenilpropanoides, o acido
cindmico e o acido p-cumarico. Esses dois &cidos, através de reducéo,
oxidacdo e ciclizacdo formam os alilbenzenos, aldeidos aromaticos,
propenilbenzenos e cumarinas. Os monoterpenos (C10) séo formados pela via
do mevalonato, através da unido do difosfato de isopentenil (IPP) e seu
isémero, o difosfato de dimetilalii (DMAPP) formando o difosfato de geranil
(GPP). A cadeia de GPP quando condensado com outra unidade de IPP, forma
o pirofosfato de farnesil (FPP) (Cis) que € precursor da maioria dos
sesquiterpenos (LEITE, 2009).

Apesar dos Oleos essenciais possuirem composicdes quimicas
diferentes, eles apresentam propriedades fisicas comuns: sdo liquidos volateis
e limpidos, de sabor acre e picante, incolores ou de coloracdo variavel.

Possuem caracteristica lipossoluvel, s&o insoluveis ou parcialmente solUveis
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em agua, soliveis em solventes organicos apolares. A principal caracteristica
dos Oleos essenciais é a sua volatilidade (HENRIQUES; SIMOES-PIRES;
APEL, 2007).

Na planta, os 6leos essenciais possuem funcbes bioldgicas como
protecdo contra predadores, atracdo de insetos para polinizagdo, controle da
temperatura, protecdo contra perda de agua entre outras (PINHEIRO, 2003;
SILVA, 2012; TAIZ; ZEIGER, 2004). Todos os 0rgaos vegetais da planta
podem produzir 6leo essencial, que é produzido e armazenado em estruturas
anatdbmicas especializadas, a exemplo das células parenquiméticas
diferenciadas (idioblastos), tricomas glandulares e tricomas tectores, dutos
secretores ou cavidades secretoras (HENRIQUES; SIMOES-PIRES; APEL,
2007).

A extracdo do 6leo essencial pode ocorrer por meio de varios processos,
qgue vao depender da localizacdo do 6leo volatil na planta, da quantidade e do
objetivo de uso. A prensagem é utilizada para extracdo de 6leo essencial de
frutos citricos, que sao prensados até a liberacdo das substancias volateis, e
depois séo efetuadas a decantacdo, centrifugacdo ou destilagdo fracionada
para separacdo dos Oleos com a agua (MARQUES; VIGO, 2009).

A enfleurage € um método para extracdo de 6leo essencial de flores
frescas utilizando gordura (sem odor). Pétalas sao colocadas sobre uma fina
camada de gordura e substituidas em intervalos de tempo, nove vezes. A
gordura absorve 0s compostos volateis e os mesmos sdo retirados por
extracdo com solvente organico (MARQUES; VIGO, 2009).

A extracdo por hidrodestilagdo € o método mais comum para extracao
de 6leo essencial e utiliza o material vegetal em contato com agua em um
baldo, que é aquecido e o vapor d’dgua arrasta os Oleos para as paredes
resfriadas do aparelho. O aparato mais utilizado para esse método é o
Clevenger e a separacéo da agua se da por diferenca de densidade. Os 0leos
obtidos podem ser secos com sulfato de sodio anidro (NazS0O4) (MARQUES;
VIGO, 2009).

Pode ser utilizada ainda, a extracdo por headspace, uma técnica
utiizada na analise de compostos presentes em baixas concentracoes.
Consiste na diferenca de volatilidade do analito e da matriz, o analito sendo

mais volatil vai volatilizar preferencialmente, ndo havendo entdo outros
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interferentes na amostra. No headspace ha a possibilidade de se determinar de
forma direta os componentes da amostra (MARQUES; VIGO, 2009).

A andlise da composicdo quimica dos Oleos essenciais pode ser
empregada tanto para pesquisa de produtos naturais como para o controle de
qualidade. O método mais utilizado para analisar a composi¢do quimica dos
Oleos essenciais € cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). Tem-se dado preferéncia pela
CG-EM, pois permite separar e quantificar os componentes dos 6leos
essenciais simultaneamente, evitando erros provenientes da determinagéo
indireta (HENRIQUES; SIMOES-PIRES; APEL, 2007; LEITE, 2009).

2.6 ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Eucalyptus

Os o6leos essenciais sdo utilizados ha milhares de anos para cura de
doencas ou alivio de sinais e sintomas. Em razdo da frequente presenca
desses 6leos nos vegetais e de sua variavel e complexa composicdo quimica,
0s Oleos essenciais tornaram-se alvo de estudos visando encontrar atividades
biolégicas, e os resultados indicam forte potencial terapéutico (HENRIQUES;
SIMOES-PIRES; APEL, 2007).

As principais atividades bioldgicas atribuidas aos 6leos essenciais sao:
atividades antimicrobiana, antifingica, anti-inflamatéria, antioxidante, antiviral,
antihelmintica, antiparasitaria, antitumoral, analgésica, sedativa entre outras.
Devido a grande complexidade quimica dessas substancias, muitas vezes é
dificil atribuir uma atividade bioldgica a apenas um componente, uma vez que
pode ocorrer sinergismo quimico para que ocorra tal atividade. No entanto,
diversos trabalhos visam caracterizar e identificar os componentes bioativos
responsaveis pelas atividades farmacolégicas dos Oleos essenciais
(AZEVEDO, 2016; HENRIQUES; SIMOES-PIRES; APEL, 2007; MEHTA et al.,
2013; RINI et al., 2012).

Os Oleos essenciais de Eucalyptus sdo conhecidos por possuirem
propriedades antibacterianas, antifingicas, analgésicas e anti-inflamatorias,
essas propriedades tém sido amplamente utilizadas em produtos

farmacéuticos, cosmeéticos e alimenticios (MULYANINGSIH et al., 2011). Em
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geral, esses 0leos essenciais possuem um amplo espectro de atividade contra
fungos, bactérias, insetos, acaros e ervas daninhas, e sao considerados uma
alternativa ambientalmente segura para o controle de pragas. Recentemente os
Estados Unidos da América (EUA) aprovaram o0 uso desses 6leos como
repelentes de insetos para aplicacdo na pele (MOSSI et al., 2011).

Em seus estudos, Mossi et al. (2011) verificaram atividade repelente e
inseticida contra Sitophilus zeamais nos 06leos essenciais de E. dunnii, E.
saligna, E. benthamii, E. globulus e E. viminalis. A capacidade larvicida e
adulticida dos 6leos essenciais de algumas espécies de Eucalyptus contra o
Aedes aegypti, também tem sido comprovada através de modelos valiados
(LUCIA et al., 2011).

2.6.1 Atividade antioxidante

A presenca de grande quantidade de compostos fendlicos nos 6leos
essenciais levou ao interesse quanto ao seu potencial antioxidante, uma vez
gue os radicais livres e outras espécies reativas de oxigénio quando presentes
no organismo levam a varias alteracdes celulares que estdo relacionadas a
diversas doencas, entre elas doencas cardiacas, cancer, diabetes, Alzheimer,
entre outras (LI et al., 2012; MIGUEL, 2010).

Oleos essenciais com propriedade antioxidantes comprovadas tém sido
utilizados na industria farmacéutica, de cosmético e, principalmente, na
alimenticia. Nesse sentido, destacam-se os 6leos de orégano (Origanum
vulgare L.), de menta (Mentha spp.) e alecrim (Rosmarinus officinallis L.).
Entretanto, além do ponto de vista de conservacdo dos produtos, o6leos
essenciais com propriedades antioxidantes podem apresentar uso terapéutico,
uma vez que o potencial antioxidante esta ligado a uma série de atividades
farmacoldgicas por representar uma protecao contra danos celulares causados
por radicais livres e espécies reativas de oxigénio (HENRIQUES; SIMOES-
PIRES; APEL, 2007).

Vérias espécies de Eucalyptus tiveram a atividade antioxidante de seus
Oleos essenciais testada e apresentaram resultados positivos, como E.
tereticornis (SINGH et al.,2009), E. benthamii (DOLL-BOSCARDIN et al, 2015)
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e Eucalyptus globulus subsp. bicostata (Maiden, Blakely & Simmonds)
J.B.Kirkp. (MULINOWSKI et al., 2010).

Diversos testes in vitro podem ser utilizados para determinacdo do
potencial antioxidante de extratos vegetais. Levando em consideracdo a
complexidade quimica da composicdo dos Oleos essencais, recomenda-se a
utilizacdo de mais de um teste para que a atividade antioxidante seja
comprovada (DORMAN et al., 2000).

2.6.2 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais tem sido alvo de grande
interesse dos pesquisadores nas Ultimas décadas. Essa busca pode levar a
descobertas de novos agentes terapéuticos, 0 que se torna necessario frente
ao continuo surgimento de mecanismos de resisténcia bacteriana contra os
medicamentos ja existentes (MENDES et al., 2011).

A estrutura quimica, os grupos funcionais e a estereoquimica estao
ligados a capacidade antimicrobina e antifingica dos Oleos essenciais. Os
compostos fendlicos, por exemplo, apresentam uma acao mais efetiva, sendo
tanto bactericidas como bacteriostaticos. Grupamentos hidroxila ligados a
estrututras fendlicas tendem a aumentar a poténcia da atividade inibitéria, e de
acordo com a estereoquimica das moléculas, elas podem ter ou nédo atividade
antimicrobiana. A propriedade lipofilica dos o6leos essenciais também esta
relacionada a atividade antimicrobiana, uma vez que permite interagcbes com a
membrana bacteriana (HENRIQUES; SIMOES-PIRES; APEL, 2007).

Por possuirem um numero grande de substancias quimicas em suas
composicdes, a acdo antimicrobiana e/ou antifungica dos O6leos essenciais
pode ndo estar relacionada a apenas um composto e sim a varios, atuando em
sinergismo (YAP et al., 2014). A maioria das pesquisas utiliza os Oleos
esseciais sem fracionamento, e algumas, por meio de isolamento de
substancias, conseguem atribuir a acdo a alguns componentes especificos
(ELAISSI et al., 2011; HENRIQUES; SIMOES-PIRES; APEL, 2007).

Existem alguns métodos in vitro que sdo mais utilizados para determinar

a atividade antimicrobiana de Oleos essenciais, a saber: difusdo, diluicdo e
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bioautografia. Os métodos que utilizam difusdo podem ser por difusdo em disco
ou difusdo por cavidades, cujos resultados séo interpretados de acordo com o
diametro dos halos de inibicdo que se formam apds incubacdo. O método de
diluicdo é quantitativo e usado para determinar a concentragdo inibitéria
minima (CIM). Ja no método da bioautografia, uma placa cromatografica é
utilizada para separacdo das substancias, o que torna possivel localizar os
compostos ativos na amostra (HENRIQUES; SIMOES-PIRES; APEL, 2007).

O Oleo essencial de frutos de E. globulus e os 6leos de folhas de E.
globulus e E. radiata A. Cunn. ex DC. demostraram atividade antimicrobiana
contra Staphylococcus aureus metilicina-resistente. Essa atividade foi atribuida,
principalmente, a presenca de aromadentreno, seguido de citronelol, citronela e
1,8-cineol (MULYANINGSIH et al., 2011). Elaissi et al. (2011) estudaram a
atividade antimicrobiana de 20 espécies diferentes de Eucalyptus, e verificaram
que todas possuiam atividade, em maior ou menor grau. A bactéria mais
sensivel aos 6leos essenciais foi Staphylococcus aureus e a mais resistente foi
Pseudomonas aeruginosa. Verificou-se correlacdo entre a quantidade de 1,8-
cineol, p-cimeno, a-pineno ou de criptona nos Oleos com a atividade

antibacteriana.

2.6.3 Atividade citotdxica/ antitumoral

Um efeito bastante importante e estudado dos 6leos essenciais é seu
potencial citotéxico. Os 0Oleos, por possuirem caracteristica lipofilica,
conseguem atravessar a membrana das células e danificar sua estrutura,
deixando-a permedavel, podendo ocasionar a morte celular por apoptose e/ou
necrose, parada no ciclo celular e perda da funcdo de organelas. A
citotoxicidade dos 6leos essenciais tem sido alvo de interesse em pesquisas,
na busca de novos agentes naturais que consigam sensibilizar células tumorais
(GAUTAM et al., 2014).

Diversos mecanismos estdo associados a atividade antitumoral dos
Oleos essenciais, entre eles estdo os mecamismos de quimioprevencdo e
supressdo do tumor resultantes da atividade antiprolifetariva. Os 6leos
essenciais podem atuar na inducdo da apoptose, aumento dos niveis de

radicais livres, inibicdo enzimatica, parada no ciclo celular, reparo no DNA e
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bloqueio da metastase e da angiogénese (GAUTAM et al., 2014; GUYTON;
KENSLER, 2002).

Diversas pesquisas tém demonstrado atividade anticancer dos 6leos
essenciais tanto in vitro como in vivo (FERRAZ et al., 2013; GAUTAM et al.,
2014; KOUNDAL et al., 2015; KULISIC- BILUSIC et al., 2011). Nesse sentido, a
citotoxicidade frente as células normais, também é testada a fim de se avaliar a
toxicidade dos 6leos essenciais (HENRIQUES; SIMOES-PIRES; APEL, 2007).

O dleo essencial de espécies de Eucalyptus apresentaram atividades
citotéxica e antitumoral, despertando interesse dos pesquisadores. O Oleo
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 Oleos essenciais de E. sideroxylon e E. torquata
apresentaram atividade citotoxica in vitro contra células de carcinoma
hepatocelular e de cancer de mama, e os Oleos de E. cladocalyx e E.
camaldulensis, contra células de leucemia promielocitica e células ECV-304,
respectivamente (SOUSA, 2015; GAUTAM et al., 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar morfoanatomicamente as folhas e caules, e quimica e

biologicamente o 6leo essencial de Eucalyptus saligna Sm.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Coletar partes vegetativas aéreas de E. saligna;

e Identificar botanicamente a espécie E. saligna;

e Avaliar morfoanatomicamente as folhas e caules de E. saligna;

e Extrair e determinar o teor de Oleo essencial de folhas e caules de E.
saligna;

e Identificar e quantificar os compostos volateis presentes no Oleo
essencial de E. saligna;

e Determinar a atividade antioxidante do 6leo essencial de E. saligna;

e Investigar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de E.saligna;

e Avaliar a atividade citotoxica in vitro do 6leo essencial de E. saligna.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 OBTENCAO DO MATERIAL BOTANICO

A coleta do material botanico foi realizada durante o més de abril de
2016, na Universidade Estadual de Ponta Grossa (campus de Uvaranas), no
municipio de Ponta Grossa, na regido dos Campos Gerais, estado do Parana.
Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), Ponta Grossa
esta localizada a 912,408 m de altitude, 25°09'36" S de latitude e 50°10'18" W
de longitude.

As folhas e caules de Eucalyptus saligna Sm. foram coletadas durante o
més de abril de 2016. A identificacdo da espécie foi realizada pelo especialista
Thiago Flores Bevilacqua e a exsicata foi depositada no Hérbario da

Universidade Estadual de Ponta Grossa sob o nimero 21836.

4.2 ESTUDOS MORFOANATOMICOS

4.2.1 Analise morfolégica

A analise morfolégica foi realizada utilizando as folhas e os caules
frescos da espécie E. saligna. Para a descri¢cdo dos caracteres morfolégicos foi

utilizado Goncalves e Lorenzi (2007).

4.2.2 Analise microscopica

O material vegetal foi fixado em FAA 70, que consiste em uma mistura
de etanol a 70% (90%), formol (5%) e acido acético (5%) (JOHANSEN, 1940),
e estocado em etanol a 70% (BERLYN; MIKSCHE, 1976).

Para preparacdo das laminas semipernamentes o material vegetal foi
seccionado a mao livre, nos sentidos transversal e longitudinal. O peciolo foi
seccionado nas por¢des proximal, medial e distal, bem como foram realizadas
seccOes paradérmicas da face adaxial e da face abaxial das folhas. Para
coloracdo das seccdes foram utilizados os corantes azul de astra e a fucsina
basica (ROESER, 1972), ou azul de toluidina (O’'BRIEN et al.,1964), a
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montagem das laminas foi feita com glicerina diluida a 50% (BERLYN;

MIKSCHE, 1976) e para a lutagem foi utilizado o esmalte incolor.

4.2.3 Testes histoquimicos

Os testes histoquimicos foram realizados em seccles transversais
realizados a mao livre no material previamente fixado. Para pesquisa de
compostos lipofilicos foi empregado o reativo Sudam Il (SASS, 1951), para
detectar compostos fendlicos foram usados o cloreto férrico (JOHANSEN,
1940) e Hoepfner-Vorsatz test, modificado por Reeve (1951), para verificacdo
de lignina foi empregada uma solucdo de floroglucina cloridrica (FOSTER,
1949), e lugol para amido (BERLYN; MIKSCHE, 1976). Para registro dos
resultados obtidos, utilizou-se o microscépio foténico Olympus CX 31 acoplado

a camera digital C7070.

4.2.4 Microscopia Eletrénica de Varredura por Emissdo de Campo
(MEVEC)

Para a Microscopia Eletronica de Varredura por Emissdo de Campo
(Mira 3 Tescan), foram utilizados folhas e caules frescos de E. saligna. As
amostras foram submetidas a desidratacdo em série etandlica crescente e pelo
ponto critico. Apés montagem em suporte, foram submetidas a metalizacdo
com ouro em aparelho Quorum, modelo SC7620. Esse procedimento foi
conduzido no Laboratério Multiusuéarios (c-LABMU) da Universidade Estadual
de Ponta Grossa (UEPG).

4.2.5 Espectrometria de Raios X por Energia Dispersiva (EED)

A microanalise qualitativa de Raios X foi realizada em cristais e em
células sem cristais (controle) amostrados aleatoriamente. Para essa analise foi
utilizado o detector Mira 3 Tescan nas mesmas condi¢des de operacionalidade
do microscépio eletrbnico de varredura por emissdo de campo. Esse
procedimento foi conduzido no c-LABMU da UEPG.
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4.3 EXTRACAO E DETERMINACAO QUANTITATIVA DO OLEO ESSENCIAL

A extracdo do O6leo essencial de folhas e caules de E. saligna foi
realizada por meio de hidrodestilacdo com o aparelho de Clevenger (Figura 2)
(USP XXXVI, 2014), em triplicata, com duracdo de 6 horas cada extracao.
Foram utilizados folhas e caules previamente dessecados e pesados. As folhas
e caules coletados foram secos em estufa a 35 °C, por 5 dias, conforme
demonstrado na Figura 3.

O dleo essencial obtido foi medido em tubo graduado para determinacéo
do teor e apds esse processo, 0 6leo essencial foi seco com Naz2SOa4 anidro e
em seguida estocado em tubos de Eppendorf a uma temperatura de 4 + 0,5°C.

FIGURA 2- Aparato de Clevenger utilizado na extracdo de o6leo essencial de Eucalyptus

saligna.

Fonte: O autor, 2016



38

FIGURA 3- Folhas e caules de Eucalyptus saligna em estufa para secagem.

a7

Fonte: Autor, 2016

4.4 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS VOLATEIS
PRESENTES NO OLEO ESSENCIAL

Para realizacdo da identificagcdo e quantificacdo dos compostos volateis
presentes no 6leo essencial de E. saligna foi realizada uma cromatografia
gasosa acoplada a um detector de massas (CG-EM). Essa andlise foi realizada
em parceria com a Universidade Federal do Parana (UFPR).

As amostras foram solubilizadas em acetato de etila e o volume de 1,0
uL foi injetado no cromatégrafo gasoso Hewlett-Packard 6890, equipado com o
detector seletivo de massas Hewlett-Packard 5975, em coluna decapilaridade
HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). O gas de arraste utilizado foi o hélio a 1
mL/min. As temperaturas do injetor e da coluna foram de, respectivamente,

220°C e 60°C com rampa de aquecimento de 3 °C/min. O cromatégrafo gasoso



39

Hewlett-Packard 5890 equipado com um detector de ionizacdo de chama foi
utilizado para a determinagéo quantitativa.

Os componentes encontrados foram identificados por comparacédo com
os dados da literatura e com os espectros da biblioteca NIST-127. Também foi
utilizado padréao interno.

4.5 AVALIACAO DE ATIVIDADES BIOLOGICAS

4.5.1 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante do 6leo essencial extraido das folhas e caules
de E. saligna foi determinada por meio de trés métodos: o método do
fosfomolibdénio, o método do 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH) e o método do
radical 2,2-azinobis-[3-etil-benzotiazolin-6-acido sulfénico] (ABTS).

Os diversos métodos utilizados para a determinacdo da atividade
antioxidante de uma substancia ou grupo de substancias, além de ofereceram
informagdes diferentes, podem sofrer interferéncias. Neste contexto, a
utilizacdo de mais de um método para avaliacdo da capacidade antioxidante se

faz necesséria para que a pesquisa seja mais completa (SILVA et al., 2007).

4.5.1.1 Método do fosfomolibdénio

O método de reducdo do complexo fosfomolibdénio para a determinacao
da capacidade antioxidante total foi realizado de acordo com o descrito por
Prieto et al., (1999). O molibdénio VI quando em contato com uma substancia
antioxidante é reduzido a molibdénio V, possibilitando a formacdo de um
complexo entre fosfato e o molibdénio reduzido. Esse complexo possui
coloracdo verde e, em pH acido, pode ser determinado por espectrofotometria
em um comprimento de onda de 695 nm

Para realizacdo deste teste, primeiramente foi preparado o reagente
(molibdato de aménio a 4 mmol/L, fosfato de sodio 28 mmol/L, acido sulfurico
0,6 mol/L). Apds, em um tubo de ensaio foram adicionados 300 uL de 6leo
essencial em uma solugdo de etanol a 200 ug/mL, e 3 mL do reagente. O tubo

foi selado e colocado em banho de 4gua a 95°C durante 90 min. Em seguida
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foi realizada a leitura utilizando um espectrofotometro UV / Vis Shimadzu-1601
a 695 nm contra um branco (300 mL de etanol com 3 mL de reagente). As
analises foram realizadas em triplicata.

Os resultados foram expressos na forma de atividade antioxidante
relativa AAR% (Oleo essencial), AAR% (&c. gélico) e AAR% (rutina), todos em

relacéo a substancia de referéncia (acido ascoérbico), através da equacéo:

EQUACAO 1- Célculo da porcentagem de atividade antioxidante relativa ao acido ascorbico.

AAR% = 100. [ (AbS amostra - ADS branco) / (AbS controle — ADS branco)]

4.5.1.2 Método do DPPH

O 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH) é um radical livre, croméforo, e sua
solugcdo possui uma coloracdo violeta cuja absorbancia maxima ocorre no
comprimento de onde de 517 nm (KEDARE; SINGH, 2011). Quando em
contato com uma substancia antioxidante, o DPPH vai sendo reduzido e vai

perdendo sua coloracgéo violeta (OLIVEIRA, 2015), como mostra a Figura 4.

FIGURA 4- Molécula de DPPH. Mecanismo de reagdo com um antioxidante através da
transferéncia de um elétron.

2.0 Q0

N- NH
ON NO, + AH ON NO, + A-
NO, NO,
DPPH- DPPH-H

Fonte: OLIVEIRA, 2015.

Para determinacdo da atividade antioxidante pelo método do DPPH, o
Oleo essencial e os padrdes foram diluidos em etanol a concentragcbes de 20,

15, 10 e 5 mg/mL (CHEN et al.,, 2003). Em microplacas de 96 pocos foram
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transferidos 20 ul das solugbes de 6leo essencial de E. saligna bem como dos
controles positivos e do branco (etanol), e 100 ul da solugdo de DPPH. As
placas foram homogeneizadas durante 1 minuto e a leitura foi realizada em um
leitor de microplacas (Biotek Instruments, Winooski, VT, EUA) a 517 nm,
imediatamente apds a mistura e no final de uma incubacéo de 30 minutos no
escuro a temperatura ambiente. Todas as medicBes foram realizadas em
triplicata.

Através dos valores de absorbancia (A) foram obtidas as porcentagens
de atividade antioxidante (% AA) das amostras utilizando a formula:

EQUACAO 2- Calculo da porcentagem de inibicido do DPPH

% AA =100 - [(Aamostra —Abranco) /Acontrole]

4.5.1.3 Método do ABTS

Para realizacdo do método de descoloracdo do radical catibnico (ABTS
*+), descrito por Re et al., (1999) foi preparada uma solugdo de ABTS (7
mmol/L) e de persulfato de potassio (2,45 mmol/L) com uma relacdo
volumétrica de 1:1, que foi incubada durante 12 horas sob luz, a temperatura
ambiente. Apés esse periodo, a solu¢do de ABTS <+ foi diluida em etanol até
obtencdo de um valor de absorvancia de + 0,7 a 734 nm. Foram preparadas
diluicdes em etanol (20, 15, 10 e 5 mg/mL) do 6leo essencial e dos padrdes.

Em microplacas de 96 pocos foram adicionados 190 pL da solucdo de
ABTSe+ e 10 pL das amostras, em ftriplicata. A leitura foi realizada
imediatamente apds o preparo das placas e apdés 30 minutos de incubacgéo no
escuro, em um leitor de microplacas (Biotek Instruments, Winooski, VT, EUA) a

734 nm. A atividade antioxidante foi calculada pela seguinte equagéo:

EQUAGCAO 3- Célculo da porcentagem de atividade antioxidante pelo método do ABTS.

% Inibigéo = [(Acontrole-Aamostra)/ Acontrole ] x 100
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Este método se fundamenta na perda da coloracdo esverdeada do
cation ABTSe<+, que é formado pela ativacdo da metamioglobina com peroxido
de hidrogénio na presenca do ABTS<*, quando em contato com um agente
antioxidante (RE et al., 1999).

4 5.2 Atividade antimicrobiana

Para avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de E. saligna
foram realizados dois métodos: o método de difusdo em meio sélido utilizando
cavidades e o método de difusdo em disco (HENRIQUES; SIMOES-PIRES;
APEL, 2007). Em ambos os testes foram utilizados os microrganismos Candida
albicans (ATCC 10231), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

Cada microrganismo foi inoculado em soro fisiolégico e padronizado de
acordo com o tubo 0,5 da Escala de McFarland, que corresponde a
aproximadamente 10 UFC/mL. Os meios de cultura utilizados foram o Agar
Mueller-Hinton (MHA) para bactérias e o Agar Mueller-Hinton enriquecido com
2% de glicose para fungos. Os meios foram incubados em estufa a 36 = 2°C
por 24 a 48 horas, sem inoculacdo, antes da realizacdo dos experimentos para
gue houvesse controle de esterilidade. Como controles positivos, foram
utilizados o cloranfenicol (6 ug/mL) e a gentamicina (6 pg/mL) para as bactérias
e a clorexidina (1,2 pg/mL) para Candida albicans.

Em ambos os testes, o O6leo essencial foi testado puro e nas
concentracbes 2000, 1000, 500, 100 e 50 pg/mL. As diluicbes foram
preparadas em veiculo contendo agua purificada, etanol e polissorbato 80 até
10% (m/V), esse veiculo também foi testado para se ter certeza que néo
possuia efeito sobre os microrganismos utilizados. Todas as analises foram

realizadas em triplicata.

4.5.2.1 Difusao em meio solido utilizando cavidades

Para realizacdo desta analise, cada microrganismo foi semeado de
forma homogénea, com auxilio de um swab, em uma placa de Petri contendo

seu respectivo meio de cultura. Logo apés, foram feitas cavidades de 6 mm de
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didmetro no meio das placas, onde foram inoculados 50 pL do 6leo essencial,
suas diluicbes e dos controles positivos. As placas inoculadas foram incubadas
em estufa a 36 + 2°C durante 24 a 48 horas.

Apols esse periodo foi verificada a ocorréncia ou ndo de halos de
inibicdo, e a medi¢do, com auxilio de uma régua graduada, do didmetro dos
halos observados (HERSCH-MARTINEZ et al., 2005; ELAISSI et al., 2011).

4.5.2.2 Difusdo em disco

Para obtencéo dos discos, foram impregnados 20 yL do 6leo essencial
de E. saligna e de suas diluicbes em discos de papel de filtro estéreis, com
auxilio de uma micropipeta. Os meios de cultura previamente preparados foram
semeados com o0s in6culos padronizados dos microrganismos, de forma
homogénea, com a utilizagdo de um swab. Com uma pinga estéril os discos
impregnados, bem como os discos contendo os controles, foram distribuidos
sobre as placas de Petri contendo os meios jA semeados, no maximo trés
discos por placa. Em estufa a 36 = 2°C, as placas foram incubadas invertidas
por 24 a 48 horas.

Apos esse periodo foram realizadas as medi¢cdes dos halos de inibi¢édo
formados com auxilio de uma régua graduada (HERSCH-MARTINEZ et al.,
2005; ELAISSI et al., 2011).

4 5.3 Citotoxicidade

A citotoxicidade do 6leo essencial de Eucalyptus saligna foi determinada
em células de adenocarcinoma de pulmé&o (Calu-3) e de fibroblastos (3T3).

4.5.3.1 Farmacos, reagentes e solventes

Os principais farmacos, reagentes e solventes utilizados neste trabalho
foram: meio RPMI1640 (Vitrocel), soro fetal bovino (Vitrocel), L-glutamina
(Biotec), piruvato sodico (Sigma-Aldrich), penicilina (Vitrocel), estreptomicina

(Vitrocel), bicarbonato sodico (Biotec) e azul de tetrazolio MTT (Sigma-Aldrich).
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4.5.3.2 Linhagens celulares e condic¢des de cultivo

Para a avaliacdo da citotoxicidade do Oleo essencial de folhas e caules
de E. saligna, foram utilizadas as seguintes linhagens celulares: Calu-3 e 3T3.
As células Calu-3 foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ) e foram gentiimente cedidas pela Prof2 Dr2 Katia Sabrina Paludo
(UEPG). As células 3T3 numero CRL-1658 foram adquiridas da ATCC
(American Type Culture Collection) e foram gentilmente cedidas pelas Prof2 Dr2
Patricia Mathias DOoll Boscardi (UEPG). Ambas as células foram cultivadas
rotineiramente em meio RPMI 1640, pH 7,4, contendo 2 mM de L-glutamina, 1
mM de piruvato sédico, 0,002g/mL de bicarbonato de sédio, suplementado
com soro fetal bovino 10% (v/v) e 10.000 U de penicilina e 10/mg de
estreptomicina por litro de meio. As culturas foram mantidas em estufa a 37° C
com presséo de CO2 a 5%.

As células Calu-3 sao células epiteliais derivadas de adenocarcinoma de
pulméo, mais especificamente das glandulas bronquiais submucosas, e tem
sido muito utilizadas em estudos in vitro como modelo de células tumorais
humanas (ONG et al., 2013). Ja as células 3T3 sdo consideradas um modelo
de células fibroblasticas padréo, obtidas do tecido de embrides de ratos albinos
suicos e, portanto, possuem caracteristicas de célula normal, ou seja, nao
tumoral (MOSMANN, 1983). Ambas as linhagens celulares se desenvolvem de
forma aderida.

Para os tratamentos as células Calu-3 e 3T3 foram semeadas na
concentracéo de 8 x 102 células/poco, em placas de 96 pocos, e mantidas sob
condicBes de cultura (37°C em estufa com atmosfera imida e 5% de CO3) para
aderéncia, por 24 horas. ApOs esse periodo, as células foram tratadas com 100
pL do oleo essencial de E. saligna nas concentragdes 1000, 500, 250, 50 e 5
pmg/mL. As placas de culturas foram incubadas por 72 horas a 37°C em estufa
com atmosfera iumida e 5% de CO-.

O oleo essencial foi solubilizado em uma mistura de dois solventes,
etanol P.A. e propilenoglicol na proporcao 75% e 25% denominado solucéo
veiculo, e adicionado o meio RPMI suplementado. Para o controle foram

utilizados o meio de cultura e a solucéo veiculo.
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A Figura 5 mostra o esquema de plagueamento utilizado. Cada
concentracdo do Oleo essencial e também o controle, foram adicionados em 16

pocos em cada placa.

Figura 5- Modelo ilustrativo do plagueamento para determinacéo da citotoxicidade. Nos pocos
com coloracdo azul foi adicionado o controle. Os pogos vermelhos foram tratados com o éleo
essencial de Eucalyptus saligna na concentracdo de 1000 pg/mL, os verdes 500 pg/mL,

amarelos 250 pg/mL, roxo 50 ug/mL e os laranjas 5 pg/mL.

Fonte: o autor, 2017.

4.5.3.3 Determinacgéo da citotoxicidade do 6leo essencial de Eucalyptus
saligna em células Calu-3 e 3T3: ensaio de redugdo do MTT.

O metabolismo celular de reducdo do (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide), o MTT, é um dos ensaios utilizados para
determinacdo da viabilidade celular. As enzimas mitocondriais e né&o
mitocondriais presentes nas células viaveis clivam o anel de tretazolio presente
na estrutura do MTT, formando cristais de formazan de coloracdo violeta.
Quando esses cristais sdo solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO), a
coloracdo pode ser lida por espectrofotometria no comprimento de onde de 550
nm (MOSMANN, 1983).

ApoOs o procedimento descrito no item 4.5.3.2, o sobrenadante das
placas foi descartado e foi adicionado 200 pL de solucdo de MTT a 0,5 mg/mL
em cada poco. As células foram incubadas a 37°C em estufa de CO:2 por 4

horas, periodo em que se formaram os cristais de formazan. Posteriormente a
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incubagéo, o sobrenadante foi descartado e adicionou-se 200 pL de
dimetilsulféxido (DMSOQO) para solubilizacdo dos cristais. Em leitora de placas
(Biotek, pQuant) foi realizada a leitura espectrofotométrica da absorbancia, em
comprimento de onda de 550 nm.

Utilizando os valores das absorbancias, a viabilidade celular (%) foi

calculada através da Equacao 4.

EQUACAO 4- Célculo da porcentagem de viabilidade celular pelo método de reducéo do MTT.

Viabilidade (%) = Absorbéncia do tratado

x100
Meédia das absorbéancias do
controle

Com os valores de viabilidade celular foi calculada a concentracdo do
Oleo essencial eficaz para inibir 50% de crescimento celular (ICso). Os valores
foram obtidos por meio da andlise de Probit, conforme descrito no item analises
estatisticas.

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o Software estatistico
GraphPadPrism versao 5.03 (San Diego, CA, EUA). Foi empregado a analise
de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste POST-HOC de Tukey. Os
resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM).
Valores de p menores do que 0,05 (p<0,05) foram considerados como
indicativos de significancia.

A citotoxicidade foi expressa comoa concentracdo da amostra
que induziu morte celular de cerca de 50% das células (ICso) e foi calculada por
regressdo de Probit, método de Finney, utilizando o Software estatistico

StatPlus version 5.8.4.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ESTUDOS MORFOANATOMICOS

Morfologicamente, as folhas adultas de Eucalyptus saligna Sm. (Figura
6A) apresentaram formato de lanceolado a falciforme e a filotaxia alterna. Os
apices revelaram, na sua grande maioria, forma acuminada, e as bases
atenuadas. As margens se apresentam inteiras e a nervacado peninérvea. As
folhas variaram de 8-15,5 x 1,8-3,4cm e 0 peciolo apresentou tamanho de 12 a
15 mm. Considerando todas as folhas presentes na espécie em estudo, péde-
se observar a presenca de heterofilia, com a presenca de folhas lanceoladas,
falciformes e cordiformes (Figuras 6B e C). As caracteristicas encontradas
neste estudo vao ao encontro das observadas por Flores et al. (2016) para as

folhas de E. saligna.

FIGURA 6- Eucalyptus saligna Sm., Myrtaceae (A) Aspecto geral de um ramo florido. (B) Face
adaxial (ad) das folhas. (C) Face abaxial (ab) das folhas. Barra: A, B, C (5 cm).
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Fonte: O autor, 2017.
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Anatomicamente, em vista frontal, as células epidérmicas mostraram
paredes anticlinais retas (Figuras 7A e B) e revestidas por uma cuticula lisa
(Figura 7C). Estdbmatos do tipo anomociticos estavam presentes tanto na face
adaxial (Figura 7A) como na face abaxial (Figura 7B), caracterizando a folha
como anfiestomatica. Os estdmatos mediram em média 31um (Figura 7C). Na
analise ultraestrutural foi evidenciada a presenca de cera epicutilar tipo crosta e
em plaquetas.

Em Eucalyptus, estdmatos anomociticos (DOLL-BOSCARDIN et al.,
2010) ou anisociticos (TANTAWI, 2004) podem ser encontrados, sendo mais
comum o primeiro tipo. Folhas anfiestomaticas séo frequentes no género
(DOLL-BOSCARDIN et al., 2010; SANTOS et al.,, 2008), contudo, folhas
hipoestomaticas também podem ser observadas (MALINOWSKI et al., 2009).

Cera epicuticular € comum em Eucalyptus (BARTHLOTT et al., 1998), o
tipo cristaloide filamentoso foi descrito para E. globulus subsp. bicostata
(MALINOWSKI et al., 2009), plaquetas paralelas para E. yalatensis Boomsma,
plaguetas com borda inteira para E. viridis F.Muell. ex R.T.Baker e plaguetas
com bordos digitados para E. platypus Hook f. (KNIGHT et al., 2004).



49

FIGURA 7- Eucalyptus saligna Sm., Myrtaceae. (A) Secg¢édo paradérmica da folha, face adaxial,
evidenciando os estdmatos anomociticos (es) e o formato poliédrico das células epidérmicas.
(B) Seccao paradérmica da folha, face abaxial, indicando os estdmatos anomociticos. (C) Face
adaxial da folha, evidenciando estébmatos (es) em microscopia eletrbnica de varredura por
efeito de campo (MEVEC). (D) Face abaxial da folha, mostrando estdmatos (es) e cera
eplcutlcular (ce) MEVEC. Barra A, BeC (5um) D(lOum)
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Fonte: o autor, 2017.

Em seccdo transversal da lamina foliar de E. saligna foi possivel
observar uma epiderme uniestratificada recoberta com uma cuticula espessa e
lisa em ambas as faces (Figuras 8A, B e C). O mesofilo é isobilateral, sendo
constituido por aproximadamente trés camadas de parénquima palicadico, em
ambas as faces, e de duas a trés camadas de parénquima esponjoso na regiao
mediana (Figuras 8A, B, C e D).

A cuticula pode apresentar-se na forma estriada, sulcada ou papilosa, e
representa uma caracteristica anatbmica diagndstica (UPTON et al., 2011). Em
E. benthamii, a cera epicuticular se apresentou ondulada e sinuosa em ambas
as faces, com presenca de finas estriagdes (DOLL-BOSCARDIN et al., 2010).
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Algumas espécies de Eucalyptus apresentam papilas (GUZMAN et al., 2014),
em E. saligna foram observadas papilas na face adaxial da folha.

O tipo do mesofilo e também o numero de camadas de parénquima
palicadico e esponjoso sdo caracteristicas que podem auxiliar na diferenciacéo
de espécies de Eucalyptus. Entretanto, a anatomia foliar pode ser alterada por
fatores climéaticos, a exemplo de E. camaldulensis que apresenta folhas
espessas quando cresce em ambientes aridos (JAMES; BELL, 1995). Mesofilo
isobilateral € comum em Eucalyptus (DOLL-BOSCARDIN et al., 2010;
IFTIKHAR et al., 2009; SANTOS et al.,, 2008), contudo, o tipo dorsiventral
também pode ser observado, como em E. globulus subsp. bicostata
(MALINOWSKI et al., 2009).

Cavidades secretoras, com conteudo de carater lipofilico, foram
localizadas dispersas no mesofilo, especialmente na regido subepidérmica, em
ambas as faces (Figuras 8A, B e C). Na regido mediana do mesofilo foi
observada a presenca de feixes vasculares que tendem a ser colaterais de
pequeno e médio porte. Proximo a esses feixes, foram notados idioblastos
contendo cristais prisméaticos e drusas (Figura 8D).

A presenca de cavidades oleiferas é uma caracteristica marcante em
géneros de Myrtaceae, a exemplo de Callistemon, Myrtus, Psidium, Syzygium e
Eucalyptus (AL-EDANY; AL-SAADI, 2012). De acordo com a literatura, a
distribuicdo e o tamanho das cavidades pode variar (DOLL-BOSCARDIN et al.,
2010; IFTIKHAR et al., 2009; MALINOWSKI et al., 2009; SANTOS et al., 2008).
Nesse sentido, Santos et al. (2008) evidenciaram muitas cavidades oleiferas
em ambas as faces de E. pellta F.Muell., enquanto, E. pillularis Sm.
apresentou poucas cavidades oleiferas, ocorrendo apenas na face adaxial.
Oleos essenciais tém importantes funcdes na planta, como proteger do frio e
do calor, atrair ou repelir insetor e como ferramentas de defesa (LAWERENCE;
REYNOLDS, 2001).

O suber cicatricial esta presente em alguns taxa de Eucalyptus e tem
como funcado evitar a perda de agua e de outras substancias volateis, como
ocorre em E. globulus e em E. benthamii (DOLL-BOSCARDIN et al., 2010;
OLIVEIRA et al.,, 1998). Na lamina foliar de E. saligna essa caracteristica

também foi observada.
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FIGURA 8- Eucalyptus saligna Sm., Myrtaceae. (A) Seccdo transversal da lamina foliar,
expondo o aspecto geral do mesofilo isobilateral, com destaque para cavidade oleifera (cv),
Oleo essencial (oe), cuticula (ct), epiderme (ep), parénquima esponjoso (pe) e parénquima
palicadico (pp). (B) Detalhe da figura anterior, destacando cavidade oleifera (cv), cuticula (ct),
epiderme (ep), parénquima esponjoso (pe) e parénquima palicadico (pp). (C) Detalhe da
cavidade oleifera (cv), evidenciando o 6leo essencial (oe) e também a cuticula (ct), podendo-se
observar epiderme (ep) e parénquima palicadico (pp).(D) Por menor do mesofilo, indicando
uma drusa (dr) e os parénquimas esponjoso (pe) e palicadico (pp). Barra: A (200um); B, Ce D
(50um).

Fonte: O autor, 2017.

A nervura mediana, em secg¢do transversal, possui formato levemente
biconvexo em ambas as faces (Figura 9A). A epiderme uniestratificada é
coberta por uma cuticula espessa e lisa (Figuras 9A, D e E). Subjacente a
epiderme encontra-se a regido do colénquima, composto por cerca de quatro
camadas em ambas as faces, nessa regido também foram encontrados
idioblastos contendo cristais de oxalato de calcio (Figuras 9C, D e E). Uma

bainha esclerenquiméatica incompleta circunda o sistema vascular (Figura 9A).
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O sistema vascular foi classificado como bicolateral, sendo formado por um
feixe central em arco aberto e dois feixes dorsais (Figura 9A).

Nervura central com formato levemente biconvexo foi observado em E.
pyrocarpa L.A.S. Johnson & Blaxell (SANTOS et al., 2008). Todavia, formato
plano-convexo foi relatado para varias espécies de Eucalyptus, a saber: E.
grandis, E. resinifera e E urophylla S.T.Blake (SANTOS et al., 2008).

Santos et al. (2008) ao analisarem a anatomia foliar de sete espécies de
Eucalyptus observaram que os feixes vasculares eram do tipo bicolateral na
nervura mediana, em todas as espécies estudadas. Porém, a disposicdo
desses feixes foi diferente entre os taxa. Para as espécies E. grandis, E. pellita,
E. pilularis e E. urophylla a disposicdo dos feixes vasculares era em arco
aberto, enquanto que para E. resinifera e E. saligna o arranjo era em arco
aberto com terminacdes invaginadas. Adicionalmente, Malinowski et al. (2009)
descreveram o padrdo vascular da nervura central formado por um feixe
vascular de maior porte voltado para a face abaxial e por dois feixes de menor
porte voltados para a face adaxial, concordando com o descrito para a espécie
em estudo.

O formato da nervura central e o padrdo vascular podem ser marcadores
anatdbmicos, auxiliando na diferenciacdo de espécies do mesmo género, a
exemplo de Baccharis (BOBEK et al., 2016), Passiflora (WOSCH et al., 2015) e
Mikania (ALMEIDA et al., 2017), da mesma forma ocorrendo no género em
estudo (SANTOS et al., 2008).

Cristais prismaticos (Figuras 9C, D e E) foram encontrados dispersos no
parénquima fundamental e compostos fendlicos foram observados no sistema

vascular, principalmente no floema (Figuras 9B e E).
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FIGURA 9- Eucalyptus saligna Sm., Myrtaceae. (A) Sec¢ao transversal da nervura mediana da
folha, indicando a cuticula (ct), colénquima (co), bainha esclerenquimética (es), xilema (xi),
parénquima palicadico (pp) e cavidade oleifera (cv). (B) Detalhe do feixe vascular, com
destaque para a bainha esclerenquimatica (es), xilema (xi) e floema (fl). (C) Cristal prismatico
de oxalato de calcio no interior de um idioblasto (pr). (D) Seccéo transversal da nervura
mediana da folha, evidenciando a cuticula (ct), epiderme uniestratificada (ep), colénquima (co),
cristais prisméticos (pr), bainha esclerenquimética (es), floema (fl) e xilema (xi). (E) Secc¢éo
transversal da nervura mediana da folha, evidenciando a cuticula (ct), epiderme (ep),
colénquima (co), cristais prismaticos (pr), bainha esclerenquimatica (es) e floema (fl).Barra: A
(100um); D (50um); B (25um); C (5um).

Fonte: O autor, 2017.

O peciolo de E. saligna, seccionado transversalmente em diferentes
alturas proximal, mediana e distal mostrou sutis diferencas entre o peciolo
mediano (Figura 10A) que se mostrou arredondado e o peciolo distal (Figura
10B) que se apresentou praticamente plano-convexo, com duas pequenas alas
na face adaxial. A epiderme evidenciou as mesmas caracteristicas

apresentadas para a lamina foliar (Figura 10D). Subjacente a epiderme,
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observou-se de trés a seis camadas de colénquima do tipo angular, e a
presenca de alguns idioblastos contendo cristais prismaticos de oxalato de
calcio (Figuras 10D e E).

As cavidades secretoras foram visualizadas no parénquima fundamental
e apresentaram caracteristicas semelhantes as encontradas no mesofilo
(Figura 10C). O sistema vascular € do tipo bicolateral em arco aberto com
invaginacdes nas extremidades. Ao redor do sistema vascular foi observada
uma bainha esclerenquimética descontinua, composta de um a dois estratos
celulares (Figura 10C).

Quanto ao peciolo das Myrtaceae, Metcalfe e Chalk (1950) afirmaram
gue 0 mesmo possui um sistema vascular do tipo bicolateral. Para o género
essa mesma caracteristica foi constatada, a exemplo de E. benthamii (DOLL-
BOSCARDIN et al., 2010). Assim como o formato da nervura central, o formato
do peciolo e o padrdo vascular auxiliam na diferenciacdo das espécies
(WOSCH et al., 2015).
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FIGURA 10- Eucalyptus saligna Sm., Myrtaceae. (A) Seccéo transversal da porcdo mediana do
peciolo. (B) Seccao transversal da porgao distal do peciolo (MEVEC). (C) Detalhe da cavidade
oleifera, observando-se também o colénquima (co), cavidade oleifera (cv), esclerénquima (es)
e floema (fl). (D) Detalhe da epiderme (ep), cuticula (ct), colénquima (co) e cristal prismatico
(pr). (E) Detalhe do cristal prismatico de oxalato de calcio (pr). Barras: A, B (200um); C, D
(50um); E (10pm).

Fonte: O autor, 2017.

O caule, em seccdo transversal (Figura 11A), apresentou formato
arredondado e epiderme uniestratificada com células de formatos irregulares,
coberta por uma cuticula espessa e lisa (Figuras 11B e D). Subjacentemente a
epiderme foi observado um colénquima angular, formado por cerca de sete
camadas de células. Nesta regido foram encontradas cavidades secretoras
contendo Gleo essencial (Figura 11B) e cristais prismaticos de oxalato de calcio
(Figura 11D, E e F).

O sistema vascular apresentou cambio formando floema centriptamente
e xilema centrifugamente (Figura 11C). Células esclerenquiméaticas foram
observadas préoximas ao sistema floematico. A medula evidenciou um formato
praticamente quadrado em seccédo transversal e as células parenquimaticas

apresentaram diversos tamanhos e paredes delgadas (Figura 11A e C).



56

Células esclerenquimaticas, cristais prismaticos e drusas também foram
encontrados na regido medular.

Revolti (2015) em seu estudo com a espécie E. grandis, observou na
seccdo transversal do caule uma epiderme unisseriada, coOrtex com
parénquima e colénquima, sistema vascular desenvolvido e medula
parenquimatica central, além disso evidenciou cavidades secretoras com 6leo
essencial e grande quantidade de cristais prismaticos de oxalato de calcio no
cortex e na medula.

Brisola e Demarco (2011) afirmaram que ha diferencas anatébmicas
importantes no caule jovem de E. grandis, E. urophylla e o hibrido E grandis x
urophylla. Esses autores afirmaram que o formato do caule, a presenca de
esclerénquima e de idioblastos fendlicos auxiliam na diferenciacdo dos trés

taxa.
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FIGURA 11- Eucalyptus saligna Sm., Myrtaceae. (A) Visdo geral do caule. (B) Detalhe da
regido cortical do caule, evidenciando a cuticula (ct), epiderme uniestratificada (ep), colénquima
(co), cavidades oleiferas (cv) e dleo essencial (oe). (C) Seccao transversal da regido xilematica
e medular, indicando o xilema (xi) e a medula (me). (D) Detalhe da cavidade oleifera (cv),
epiderme (ep), cuticula (ct) e cristais prismaticos (pr). (E) Cristais prismaticos de oxalato de
célcio, detalhe do cristal prismatico (pr) (MEVEC). Barra: A (200um); B, C (50um); D (20um); E
(10pm); F (5um).

Fonte: O autor, 2017.
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No presente estudo, dois morfotipos cristalinos foram encontrados,
cristal prismatico e drusa. Esses estavam presentes no mesofilo (Figura 8D),
na nervura central (Figuras 9C, D, E), no peciolo (Figuras 10D, E) e no caule
(Figuras 11E, F). A presenca de cristais € comum em Eucalyptus (DOLL-
BOSCARDIN et al., 2010; MALINOWSKI et al., 2009; SANTOS et al., 2008).

Os cristais normalmente se formam nos vegetais a partir da excre¢cao do
acido oxalico na forma de sais de calcio insolluveis, e podem ter a estrutura de
cristais prismaticos, drusas, cristais aciculares, estiloides ou areia cristalina
(UPTON et al.,, 2011). Os cristais fornecem rigidez ao tecido, mantém o
equilibrio i6nico e atuam removendo o calcio, magnésio, acido oxalico, aluminio
e outros metais pesados, além de atuar como ferramentes de defesa contra o
ataque de herbivoros (FRANCESCHI; NAKATA, 2005; HE et al.,2012)..

A presenca ou auséncia de cristais em espécies vegetais, seus tipos e a
composicdo quimica sdo caracteristicas taxondmicas (MERIC, 2009). A
composicdo quimica, comumente, € de sais de calcio precipitados nas formas
de oxalato, fosfato, sulfato, silicato, carbonato, malato e citrato (WEINER;
DOVE, 2003).

Os cristais prismaticos e as drusas foram analisados quanto a sua
composicdo quimica elementar. Na Figura 12, o espectro de um cristal
prismatico pode ser observado, sendo 0s picos proeminentes para calcio
(37,18%), carbono (13,09%) e oxigénio (49,73%), enquanto que na Figura 13, o
espectro de uma drusa evidencia picos de Ca (42,23%), C (11,17%) e O
(46,60%). Vérios estudos tém mostrado a composicdo quimica elementar dos
cristais por EDS (ALMEIDA et al., 2017; ANDRADE et al., 2017; BERTOCCO et
al., 2017; HE et al., 2012; SANTOS et al., 2018; SWIECH et al., 2016).
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Figura 12- Espectro de EDS de um cristal prismatico de Eucalyptus saligna.
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Fonte: O autor, 2017.

Figura 13. Espectro de EDS de uma drusa de Eucalyptus saligna.
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Fonte: O autor, 2017.

Os testes histoquimicos realizados contribuiram para a localizacdo de
compostos lipofilicos, lignificados e fendlicos, além de grdos de amido em E.
saligna. Compostos lipofilicos, em reacdo positiva no teste com o Sudan lll,
foram localizados na cuticula (Figura 14A) e no interior de cavidades secretoras
(Figura 14B), apresentando coloracdo alaranjada. A cuticula é a barreira mais
importante no controle da perda de agua pelas folhas, caules, frutos e outros
6rgédos de plantas superiores (RIEDERER; SCHREIBER, 2001). E formada
principalmente pela cutina, que é um polimero lipofilico depositado dentro e
fora das paredes das células epidérmicas. A ornamentacdo cuticular € um
marcador anatébmico importante e pode aparecer em forma de estrias e papilas
(UPTON et al., 2011).

Os 0Oleos essenciais atuam na defesa do vegetal, atraindo ou repelindo
insetos. Apresentam reconhecida atividade antimicrobiana e repelente de
insetos (LAWERWNCE; REYNOLDS, 2001). A presenca de Oleo essencial nas
cavidades oleiferas foi amplamente demonstrada na literatura (BRISOLA;
DEMARCO, 2001; DOLL-BOSCARDIN et al., 2010; SANTOS et al., 2008),
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contudo, estudos apontaram diferencas na composicdo quimica dos Oleos
essenciais de Eucalyptus (BARBOSA et al., 2016; CARRAFA et al., 2016;
DOLL-BOSCARDIN et al.,, 2010; FERREIRA, 2014; JESUS et al., 2016;
SILVESTRE et al., 1997; TOMAZ et al., 2014).

Compostos fendlicos reagiram positivamente com cloreto férrico,
apresentando coloracdo marrom escura, e no teste de Hoepfner-Vorsatz,
coloracdo alaranjada, e foram encontrados no mesofilo (Figura 14C) e,
especialmente, no floema na nervura central (Figura 14C) e no peciolo (Figuras
14C, D, E, F). Compostos fendlicos atuam na defesa do vegetal, atuando como
antioxidantes, na adaptacdo das espécies, na resisténcia a fatores abioticos
desfavoraveis e na resisténcia ao ataque de microrganismos (ROCHA et al.,
2011).Vérios estudos demonstraram a presenca de compostos fendlicos em
espécies de Eucalyptus (DOLL-BOSCARDIN et al, 2010; BRISOLA;
DEMARCO, 2001; SANTOS et al., 2008).

Compostos lignificados reagiram com floroglucina cloridrica,
apresentando coloragdo amarelada, e foram encontrados nos elementos de
vaso do xilema, nas células esclerenquimaticas, estas, localizadas
especialmente no floema da nervura central, peciolo e caule (Figura 14G), e na
medula do caule. Os compostos lignificados localizam-se na parede secundaria
das células de tecidos especificos como xilema e esclerénquima e fornecem
hidrofobicidade e resisténcia a esses tecidos (BOERJAN et al., 2003).

Graos de amidos reagiram com solucao de lugol, adquirindo coloracdo
marron escura, e foram localizados na endoderme do caule (Figura 14H),
apresentando formatos arredondados ou avalados, isolados ou formando
agregados. Graos de amidos sdo amplamente distribuidos nos tecidos de
plantas e sédo frequentemente encontrados em grande quantidade em raizes,
rizomas e frutos. A presenca e a forma dos grédos de amido muito podem

contribuir para a identificagdo de um taxon (UPTON et al., 2011).
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FIGURA 14- Caracterizacdo histoquimica de Eucalyptus saligna Sm., Myrtaceae. Seccdes
transversais. (A) Lamina foliar, evidenciando cuticula (ct) e cavidade oleifera (cv), ambas em
reacdo com Sudan lll. (B) Oléo essencial (oe) no interior de uma cavidade oleifera (cv) em
reacdo com Sudan lll. (C) Regido da nervura mediana da folha, destacando compostos
fendlicos (cf) em reacdo com cloreto férrico, além do colénquima (co), bainha
esclerenquimatica (es), floema (fl) e xilema (xi). (D) Peciolo indicando a presenca de
compostos fenolicos (cf) em reagdo com cloreto férrico no floema (fl), e os elementos: epiderme
(ep), colénquima (co), cavidade oleifera (cv), e xilema (xi). (E) Detalhe da figura anterior. (F)
Feixe vascular do peciolo evidenciando compostos fendlicos (cf) em reacéo positiva no test de
Hoepfner-Vorsatz no floema (fl), perto das células esclerenquimaticas (es) e em algumas
células parenquimaticas do xilema (xi). (G) Caule mostrando compostos lignificados em reacéo
positiva com floroglucina cloridrica nas céluas esclerenquimaticas (es) do floema (fl) e no
xilema (xi). (H) Caule evidenciando endoderme amilifera (en), onde sdo observados os graos
de amido (ga) em reagdo com lugol, células do esclerénquima (es), floema (fl) e xilema (xi).
Barra: C, D (200um); A, B, E, F, G, H (50um).

Fonte: O autor, 2017.
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5.2 EXTRACAO E DETERMINACAO QUANTITATIVA DO OLEO ESSENCIAL

A extracdo do oleo essencial a partir de folhas e caules de E. saligna,
realizada por hidrodestilagdo com o aparato de Clevenger teve um rendimento
de 1,03 £ 0,7%.

No decorrer da extracdo foi observado que o Oleo essencial de E.
saligna possui coloracdo amarela clara (Figura 15), odor forte e caracteristico,
e que sua densidade é menor que a densidade da agua. Essas caracteristicas
fisicas também foram observadas no 6leo essencial de E. benthamii (DOLL-
BOSCARDIN et al., 2010).

FIGURA 15- Oleo essencial de Eucalyptus saligna extraido por meio de hidrodestilag&o.

Fonte: Autor, 2016

O rendimento do 6leo em estudo, em coleta realizada no outono (més de
abril), foi semelhante ao obtido do 6leo de E. benthamii coletado na mesma
estacdo climatica (DOLL-BOSCARDIN et al., 2010; SIMOES et al., 2010). Vitti
e Brito (2003) afirmaram que, no Brasil, as principais espécies que apresentam
maior rendimento no 6leo essencial das folhas sdo E. globulus (1,7-5%) e E.
staigeriana F.Muell. ex F.M.Bailey (1,2-1,5%).
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Bett et al. (2016), ao extrairem o Oleo essencial de E. saligna,
verificaram um rendimento de 0,38%. No presente estudo o rendimento foi de
1,03%. Esta diferenca pode ser justificada porque o rendimento de Oleos
essenciais pode variar para 0 mesmo taxon, dependendo dos fatores
ambientais, dos métodos utilizados para extracdo do Oleo essencial e das
condicbes de armazenamento (BROOKER; KLEINIG, 2006; LEMOS et al.,
2012). Além disso, os autores citados acima utilizaram apenas as folhas de E.
saligna para extracdo do 6leo essencial, enquanto que no presente estudo,
foram utilizadas folhas e caules para a extracdo. A presenca de varias e
grandes cavidades secretoras no coértex do caule, evidenciadas no estudo

anatémico, pode ter contribuido para aumentar o rendimento do 6leo essencial.

5.3 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS VOLATEIS
PRESENTES NOS OLEOS ESSENCIAIS

A composicao quimica dos 6leos essenciais extraidos de folhas e caules
de E. saligna foi obtida através de CG-EM, e est4 compilada na Tabela 1. Por
meio dessa andlise foi possivel determinar a composi¢do quimica em
percentual de 84,16%. Foram identificados 16 constituintes dos 6leos
essenciais, sendo o p-cimeno constituinte majoritario (28,90%), seguido da
criptona (17,22%). Comparando os grupos quimicos, o 6leo de E. saligna
possui uma alta fracdo de monoterpenos (79,32%), sendo 41,14% de
monoterpenos oxigenados.

Uma composicéo quimica diferente foi encontrada para o 6éleo essencial
de E. saligna coletada em Busia, no Quénia, sendo 0s principais componentes
1,8-cineol (24,26%), o-cimeno (9,92%) e a-terpineol (8,81%) (BETT et al.,
2016). Ja o oleo essencial de E. saligna cultivada nos Camardes mostrou 1,8-
cineol (45,2%), p-cimeno (34,4%) e a-pineno (12,8%) como principais
componentes (MOSSI et al.,, 2011). Uma porcentagem bastante elevada de
1,8-cineol (93,2%) foi encontrada no Oleo essencial de E. saligna coletado na
Argentina (TOLOZA et al., 2006).
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TABELA 1- Composi¢do quimica do Oleo essencial de Eucalyptus saligna obtida por
cromatografia gasosa acoplada a um detector de massas.

Constituinte IA calculado IA tedrico Concentracéo
(%)

a-Tujeno 927 924 0,94
a-Pineno 933 932 1,04
a-Felandreno 1006 1002 1,04
A-Terpineno 1017 1014 0,57
p-Cimeno 1025 1022 28,90
Silvestreno 1029 1025 4,89
1,8-Cineol 1032 1026 2,15
p-Cimemeno 1091 1089 0,80
Sabina ketone 1152 1154 2,25
Terpinen-4-ol 1179 1174 5,33
Criptona 1188 1183 17,22
a-Terpineol 1193 1186 0,73
Cumin aldeido 1242 1238 5,25
trans-Ascaridol 1277 1266 7,32
Glicol

Timol 1305 1289 0,89
Espatulenol 1582 1577 4,84
Total identificado 84,16
Monoterpenos 38,18
Monoterpenos 41,14
oxigenados

Sesquiterpenos 4,84

(IA)- indice aritmético
Fonte: O autor, 2016.

Figura 16- Estrutura quimica dos principais compostos encontrados no Oleo essencial de
Eucalyptus saligna.

CHQ O
p-cimeno criptona

Fonte: Adaptado de ChemSpider, 2017.
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Considerando o 6leo essencial extraido a partir de folhas de E. saligna
cultivados no Brasil, ha diferencas consideraveis na composi¢cao quimica. Os
principais compostos encontrados para o 6leo essencial de E. saligna do
Estado de Goias foram p-cimeno (25,6%), a-terpineol (9,3%), a-canfonellal
(8,0%) e 1,8-cineol (6,2%) (ESTANISLAU et al.,, 2001). Ja o a-pineno foi o
composto encontrado em maior quantidade (92,3%) no Oleo essencial de E.
saligna do Estado de Minas Gerais (FILOMENO et al., 2008). Do Estado de
Sao Paulo, Sartorelli et al. (2007) observaram a-pineno (45,1%), p-cimeno
(22,5%) e o6xido de a-pineno (11,3%) enquanto Batista-Pereira et al. (2006)
encontraram a-pineno (25,9%), p-cimeno (24,4%) e y-terpineno (24,6%) como
principais compostos do 6leo essencial de E. saligna.

Eucalyptus saligna é amplamente cultivada no Brasil para producédo de
celulose e é uma espécia composta de varios quimiotipos, sendo alguns deles
ricos em 1,8-cineol (BARBOSA et al.,, 2016). Sartorelli et al. (2007) ao
analisarem o Oleo essencial de E. saligna observaram diferencas entres as
composi¢bes quimicas dependendo do estagio fenologico das folhas,
possuindo maior concentragdo de a-pineno durante o florescimento e de p-
cimeno na fase vegetativa.

No presente estudo, o 6leo essencial das folhas e caules de E. saligna
evidenciou menor concentragdo de 1,8-cineol (2,18%). Essa composicao foi
diferente da encontrada para outras espécies de Eucalyptus, nas quais o 1,8-
cineol, ou eucaliptol, aparece como principal componente (CARRAFA et al.,
2016; FERREIRA, 2014; JESUS et al., 2016; SILVESTRE et al., 1997; TOMAZ
et al.,, 2014). Na espécie farmacopeica, E. globulus, o 1,8-cineol é o
componente majoritario do 6leo essencial (pelo menos 70%) (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2000).

A composicdo quimica do 6leo essencial pode variar de acordo com a
regido, estacao, tipo de solo, clima, idade da planta, métodos utilizados para
secagem do material vegetal e o processo de extracdo (BROOKER; KLEINIG,
2006; BARBOSA et al., 2016). Além disso, as atividades biologicas estéo
diretamente ligadas a composi¢édo quimica do 6leo essencial (BARBOSA et al.,
2016).

Em geral, espécies com grande quantidade de eucaliptol sdo as
utilizadas para fins terapéuticos (SIMOES et al., 2010), entretanto, existem
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estudos demonstrando que espécies com teores menores de 1,8-cineol
também possuem atividades farmacolégicas (BARBOSA et al., 2016; BHUYAN
et al., 2017; DOLL-BOSCARDIN et al, 2015; ELAISSI et al., 2012
TAPONDJOU et al., 2005).

No presente estudo, o principal composto encontrado no 6leo essencial
de E. saligna foi o p-cimeno (28,90%). Este componente foi encontrado em
outras espécies de Eucalyptus, como em E. camaldulenses (17,9%) (LUCIA et
al., 2008) e em E. tereticornis (22%) (TOLOZA et al., 2006). Existem estudos
indicando uma possivel acdo fungicida deste composto (CAMELE et al., 2012;
ELSHAFIE et al., 2015; LOPEZ-REYES et al.,, 2010). Santana et al. (2011)
observaram, em um estudo in vivo, que 0 p-cimeno reduz a resposta
nociceptiva orofacial e pode representar uma biomolécula importante no
tratamento da dor na regido orofacial. Outros estudos relacionaram uma
potente atividade anti-inflamatéria a esse composto (CHEN et al.,, 2014;
ZHONG et al., 2013).

O segundo componente principal do 6leo essencial de E. saligna,
identificado neste estudo, foi a criptona. Elaissi et al. (2011) encontraram 20,9%
de criptona no 6leo essencial de E. odorata Behr, enquanto que, Cimanga e
colaboradores (2002) relataram 25% em E. deglupta Blume e 4% em E.
urophylla. Coffi et al. (2012) encontraram 5, 71% de criptona no éleo essencial
de folhas de E. camaldulenses da Argentina e 9,81% na mesma espécie
coletada na Australia. Este composto demonstrou estar relacionado a
atividades antibacterianas e antifingicas, e 6leos essenciais que o contém em
relativa quantidade podem fornecer um produto terapéutico promissor para o
tratamento de algumas doencas respiratérias causadas por infeccbes
bacterianas (ELAISSI et al., 2011, 2012).
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FIGURA 17- Cromatograma do 6leo essencial das folhas e caules de Eucalyptus saligna obtido
por cromatografia gasosa acoplada a um detector de massas.
Fonte: O autor, 2016.
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FIGURA 18- Cromatograma expandido (7-35 min) do éleo essencial das folhas e caules de

Eucalyptus saligna obtido por cromatografia gasosa acoplada a um detector de massas.
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Fonte: O autor, 2016.

FIGURA 19- Cromatograma expandido (8,25-13,25 min) do 6leo essencial das folhas e caules
de Eucalyptus saligna obtido por cromatografia gasosa acoplada a um detector de massa,

mostrando o composto majoritario p-cimeno em 10,412 min.
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Fonte: O autor, 2016.
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54 AVALIAC,‘AO DE ATIVIDADES BIOLOGICAS
5.4.1 Atividade antioxidante
5.4.1.1 Método do fosfomolibdénio

A tabela 2 apresenta a atividade antioxidante relativa (AAR%) do Oleo
essencial de E. saligna em relacdo aos padrdes acido ascorbico, acido galico e
rutina. O acido ascorbico foi usado como substéncia de referéncia, sua
atividade antioxidante foi considerada de 100% no ensaio experimental, de
acordo com a literatura (PRIETTO; PINEDA; AGUILAR, 1999).

TABELA 2- Média e desvio padrdo da atividade antioxidante relativa (%AAR) ao &cido
ascorbico do 6leo essencial de Eucalyptus saligna e dos controles acido géalico e rutina pelo
meétodo de reducéo do complexo fosfomolibdénico.

% AAR

Acido ascoérbico Acido gélico  Oleo essencial Rutina
100 45,31 £ 0,05 28,53 £ 0,29 11,85+ 0,14

Fonte: O autor, 2017.

De acordo com os resultados obtidos, a rutina mostrou um AAR de 11,85
+ 0,14% em relacdo ao acido ascobico, e o acido galico um AAR de 45,31 +
0,05%, também em relacdo a substancia adotada como de referécia. O 6leo
essencial de E. saligna demonstrou uma capacidade antioxidante frente ao
complexo fosfomolibdénio de 28,53 + %. Esse valor, apesar de ndo ser o
mesmo da substancia de referéncia e menor do que do &cido galico, é maior do
que o encontrado para a rutina, que é um flavonoide, derivado glicado de
guercetina, com conhecida acao antioxidante.

Dois mecanismos de reducado podem explicar os resultados obtidos. A
capacidade antioxidante total pode ser medida por esse método, tanto para
substancias que possuem hidroxilas disponiveis, com capacidade de doar um
elétron ou um hidrogénio (mecanismo radicular), quanto para substancias que
possuem anéis fenolicos em sua estrutura e, portanto, tem a capacidade de

doar um par de elétrons (mecanismo redox). Ambos 0s mecanismos provocam,
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portanto, a reducdo do complexo do fosfomolibdénio (MALINOWSKI et al.,
2009). Dessa forma, a capacidade antioxidante observada do 6leo essencial
em estudo pode estar relacionada com a presenca de compostos que agem
pelos dois mecanismos.

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 et al. (2009) ao estudarem a espécie E.
globulus ssp. bicostata, por meio do mesmo procedimento, obtiveram um valor
de 25,72% de atividade para o 6leo essencial. Portanto, pode-se dizer que o
Oleo essencial de E. saligna obteve melhores resultados na capacidade de
reduzir o complexo do fosfomolibdénio quando comparado ao 6leo essencial de
E. globulus ssp. bicostata, contudo bastante inferior em comparacdo ao 6leo

essencial de E. benthamii.
5.4.1.2 Método do DPPH
Na Tabela 3 encontram-se o0s resultados referentes a atividade

antioxidante do 6leo essencial de E. saligna, em diferentes concentracoes,

obtidos pelo método de reducéo do radical DPPHe.

TABELA 3- Média e desvio padrdo das porcentagens de atividade antioxidante pelo método do
DPPH+ em diferentes concentragdes, no tempo 30 minutos.

20 mg/mL 15 mg/mL 10 mg/mL 5 mg/mL
Oleo essencial 8,33 (x0,73) 7,26 (£1,01) 3,38 (x0,40) 3,18 (x0,26)
Acido galico 99,60 (+0,26) 98,70 (x0,30) 97,56 (+0,15) 96,62 (+0,18)
Acido 99,43 (+0,14) 98,67 (+0,30) 97,48 (#+0,16) 96,17 (x0,45)

ascorbico
Rutina 96,68 (10,26) 96,04 (10,26) 94 84 (i0,27) 94,29 (i0,13)
Fonte: O autor, 2017.

Os padrbes rutina, acido galico e acido ascoOrbico apresentaram uma
capacidade antioxidante bem maior do que do Oleo essencial de E. saligna. Os
valores no tempo 0 e no tempo 30 ndo apresentaram diferencas significaticas

em nenhuma das amostras testadas.
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O radical DPPHe, ao sofrer redugcdo formando difenil-picril-hidrazina,
desenvolve uma coloracdo amarela. A capacidade de reducdo do DPPH esta
relacionada a sua capacidade especifica de receber um elétron ou um
hidrogénio da amostra, ou seja, esse método avalia o poder redutor do
antioxidante (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

Segundo Blois (1958), o radical livre DPPH+ ndo tem capacidade para
ser reduzido por substancias aromaticas com apenas uma hidroxila. Esse fato
pode explicar o resultado negativo do 6leo essencial de E. saligna no estudo da
capacidade de reducdo do DPPHe, porém melhor no método do
fosfomolibdénio. Os 6leos essenciais, em geral, ndo Sao ricos em compostos
aromaticos que possuem mais de uma hidroxila, portanto, ndo sdo capazes de
reduzir de forma significativa o radical livre DPPHe+ pelos seus compostos
volateis insaturados (DOLL-BOSCARDIN et al., 2015). Em contrapartida, a
presenca de grande quantidade de compostos insaturados no 6leo essencial
em estudo, pode justificar sua maior eficiéncia em reduzir o complexo
fosfomolibdénio em comparacao ao flavonoide rutina.

Atividades antioxidantes baixas em ensaios de DPPH foram obtidas em
outras espécies de Eucalyptus, como Eucalyptus gunnii Hook. F. (GUIMARAES
et al., 2010), E. grandis (SEWANU, 2010), E. cinerea e E.camaldulenses
(HERZI et al.,, 2013). Contudo, também encontra-se na literatura estudos
mostrando uma forte atividade antioxidante de alguns Oleos essenciais de
Eucalyptus através deste método, a exemplo E. teretecornis (SINGH et al.,
2009), E. globulus e E. radiata (LUIS et al., 2016).

Said et al.(2016), em estudo com o 6leo essencial extraido de frutos de
E. globulus, indicaram um valor de ICso igual a 27 + 0,2mg/mL, quando da
avaliacdo da atividade antioxidante por meio do método de reducdo do DPPH.
Nesse mesmo trabalho foi observado que 61,2% da composicdo do Oleo
essencial era constituida de sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados e
31,2% de monoterpenos, sendo que o 1,8-cineol apareceu com teor de 19,8%.

Na analise dos Oleos essenciais coletados de folhas de E. globulus e E.
radiata, Luis et al. (2016) encontraram valores de ICso de 2,90 + 0,35(v/v) para
E. globulus e de 4,56 + 0,70(v/v) para E. radiata. Ambos os 6leos foram
considerados com atividade antioxidante forte, e essa bioatividade foi atribuida,

principalmente, a presenca de polifendis na composi¢cao quimica das amostras
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testadas. Assim, inferiu-se que a atividade antioxidante dos 6leos essenciais
dos eucaliptos estudados se deve principalmente a presenca de seus principais
compostos: 1,8-cineol (E. globulus) e limoneno (E. radiata).

Em seus estudos sobre o 6leo essencial de E. benthamii, Déll-Boscardin
et al. (2015) obtiveram, através do método do DPPH, um ICso 3,21mg/mL. No
mesmo estudo foi observado um teor infimo de 1,8-cineol (0,54%), e o

componente majoritario encontrado foi o a-pineno (22,63%).

5.4.1.3 Método de ABTS

As porcentagens de inibicdo do radical ABTS+* obtidas através desse
método encontram-se na Tabela 4.

Assim como no teste do DPPH, o 6leo essencial de E. saligna nao
apresentou uma atividade antioxidante significativa. As melhores porcentagens
foram dos controles rutina, acido galico e acido ascérbico. Esse resultado pode
ser explicado, assim como no teste do DPPH, pelo fato do 6leo essencial em
estudo ndo possuir alto teor de compostos fendlicos com mais de uma

hidroxila, e portanto, capazes de ocasionar a reducéao radical ABTS-".

TABELA 4- Média e desvio padrédo das porcentagens de atividade antioxidante pelo método do
radical catibnico ABTS+*, em diferentes concentrac¢des, no tempo de 30 minutos.

20 mg/mL 15 mg/mL 10 mg/mL 5 mg/mL
Ol LR CUIGEIM 31,81 (+0,35) 22,59 (+0,18) 15,89 (+0,36) 12,58 (+0,32)
Acido galico 99,56 (+0,30) 99,42 (+0,08) 98,98 (+x0,28) 98,31 (+0,29)
Acido 99,76 (x0,09) 99,49 (x0,07) 98,93 (+x 0,20) 98,42 (+0,17)

ascorbico

Rutina 98,70 (¥x0,10) 97,80 (#0,17) 96,60 (0,53) 96,20 (+0,20)
Fonte: O autor, 2017.

A atividade antioxidante é influenciada pela composicéo fendlica do éleo
essencial (AHMADI et al., 2010). Herzi et al. (2013), mostraram que a
composi¢cdo quimica dos Oleos essencias de E. cinerea e E. camaldulensis
diferem dependendo do método utilizado para extracéo, e que essas diferencas
influenciaram a atividade antioxidante dos Oleos testados, tanto pelo método
ABTS como pelo DPPH.
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5.4.2 Atividade antimicrobiana

O presente estudo avaliou a atividade antibacteriana e antifingica in
vitro do 6leo essencial extraido de folhas e caules de E. saligna, frente a cepas
de diferentes microrganismos patogénicos (C. albicans, E. coli, P. aeruginosa e
S. aureus). Em todos os testes, o 6leo essencial foi testado puro e nas
concentracbes 2000, 1000, 500, 10 e 50 pg/mL. Como controles positivos,
foram utilizados o Cloranfenicol (6 pg/mL) e a Gentamicina (6 pg/mL) para as

bactérias, e a Clorexidina (1,2 pg/mL) para a levedura.

5.4.2.1 Teste de difusdo em meio sdlido utilizando cavidades

Este meétodo consiste na difusdo radial da amostra no meio,
impossibilitando que uma possivel presenca de particulas em suspensdo
interfiram na difus&o da sustancia antimicrobiana (SILVEIRA et al., 2009).

Os halos de inibicdo verificados no experimento para o 6leo essencial
puro e suas diluicbes frente os microrganismos testados, encontram-se na
Tabela 5. Na Tabela 6 encontram-se os halos formados pelos controles

positivos utilizados. Nao houve diferengas nos halos de 24 e 48 horas.

Tabela 5- Média dos halos de inibicdo referentes a atividade antimicrobina do 6leo essencial de
Eucalyptus saligna, suas diluicdes e dos controles positivos, frente aos microrganismos
testados, pelo método de difusdo em meio soélido utilizando cavidades.

Halos de inibicdo (mm)

1000 500

Microganismo Oleo

2000 100 50

puro  (ug/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)  (pg/mL)
S. aureus 23 NI NI NI NI NI
P. aeruginosa NI NI NI NI NI NI
E. coli NI NI NI NI NI NI
C. albicans IT 2,4 2 NI NI NI

(NI): ndo houve inibicdo do crescimento bacteriano; (IT): inibicdo total do crescimento
bacteriano.
Fonte: O autor, 2017.
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Tabela 6- Média dos halos de inibicdo, referente a atividade antimicrobiana dos controles
positivos, frente aos microrganismos testados, pelo método de difusdo em meio solido
utilizando cavidades.

Halos de inibicdo (mm)

WIT(IGERININIE  Cloranfenicol Gentamicina Clorexidina

(6pg/mL) (6pg/mL) (1,2pg/mL)
S. aureus 19 17 -
P. aeruginosa 13 12 -
E. coli 20 19 -
C. albicans - - 18

(-): ndo testado
Fonte: O autor, 2017

De acordo com a largura do halo de inibicdo expresso em mm, 0s
resultados foram classificados como se segue: ndo sensivel para diametro
igual ou inferior a 8 mm; sensivel para didmetro entre 8 e 14 mm; muito
sensivel para diametro de 14 a 20 mm e extremamente sensivel para diametro
igual ou superior a 20 mm (DURAFFOURD et al., 1986; ELAISSI et al., 2011;
HERSCH-MARTINEZ et al., 2005).

Entre as bactérias utilizadas no estudo, o 6leo essencial puro de E.
saligna apresentou atividade contra a cepa de S. aureus, com halo de inibi¢cao
do 6leo puro de 23 mm, maior que os halos observados para os controles
gentamicina e cloranfenicol (Tabela 5). Através da classificacdo adotada, S.
aureus foi considerado extremamente sensivel. Apesar disso, ndo houve
inibicdo de crescimento para essa cepa em nenhuma das diluicdes realizadas,
apenas no 0leo essencial puro.

N&do houve formacdo de halo de inibicdo para as demais bactérias
testadas, P. aeruginosa e E. coli.,, ambas gram negativas. Sendo assim, no
teste de difusdo em agar utilizando cavidades, o 6leo essencial em estudo
apresentou atividade antimicrobiana contra bactérias gram positivas, e
nenhuma atividade contra gram negativas. As bactérias gram negativas
possuem varias camadas bastante complexas, sendo sua parede celular
composta de peptidioglicanos e lipoproteinas, membrana externa e
lipopolissacarideos, que a envolvem externamente (HANAMANTHAGOUDA et
al., 2010).
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No caso das cepas de C. albicans, o 6leo essencial puro inibiu
totalmente o crescimento da levedura (Figura 20), enquanto que o controle
clorexidina apresentou halo de 18 mm, de acordo com a Tabela 6. Desta forma,
a cepa testada foi considerada extremamente sensivel ao 6leo essencial de E.
saligna puro.

Figura 20- Inibicdo total do crescimento de C. albicans pelo 6leo essencial de Eucalyptus
saligna, através do teste de difusdo em meio soélido utilizando cavidades.

Fonte: O autor, 2017.

A busca por novos medicamentos, que sejam inovadores,
biosustentaveis e que tenham eficiéncia em causar a morte ou inibir a
proliferacdo de fungos e bactérias, tem aumentado com o crescente surgimento
de microrganismos resistentes as terapias ja conhecidas. A pesquisa em
produtos naturais é essencial para a descoberta de novos agentes bioativos
(LOBO, 2014).

Nas ultimas décadas, os Oleos essenciais e seus componentes tém
atraido maior interesse e, consequentemente, tém sido amplamente
investigados, principalmente em sistemas in vitro. A sua eficicia contra uma
ampla gama de microrganismos esta relacionada com a sua hidrofobicidade, o
gue o0s permite integrar-se aos lipideos da membrana celular e das
mitocbndrias, tornando-os permeaveis e conduzindo a uma fuga de conteddos
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celulares (HORVATHOVA et al., 2014; MULYANINGSIH et al., 2010; SAID et
al., 2016).

Varios estudos com 6leo essencial de diversas espécies de Eucalyptus
avaliando a atividade antimicrobiana ja foram realizados. Sabe-se que a
presenca de polifendis, esteroides e triterpenos nos 6leos essenciais presentes
em espécies desse género pode estar relacionada a boa atividade
antibacteriana que normalmente apresentam (COSTA, 2002; SIMOES et al.,
2010).

Doll-Boscardin et al. (2015), verificaram atividade antibacteriana do 6leo
essencial de E. benthamii frente a S. aureus, S. pyogenes, P. aeruginosa, E.
coli e antifungica a levedura C. albicans. Lobo (2014), em seu estudo com o
Oleo essencial de E. elata Dehnh, observou atividade antimicrobiana
promissora tanto contra bactérias gram positivas como gram negativas, e
contra leveduras. Ja Estanislau et al. (2001), concluiram que o 6leo essencial
E. grandis apresenta um maior efeito inibitério contra as bactérias gram
negativas.

Recentemente, Knezevic et al. (2016) avaliaram a atividade
antibacteriana do 6leo essencial extraido de folhas de E. camaldulensis contra
MDR Acinetobacter baumannii isolado de feridas, e obtiveram resultados
positivos. Em outro estudo com bactéria multi-resistente, o 6leo essencial de
frutos de E. globulus e os Oleos de folhas de E. globulus e E. radiata
demostraram atividade antimicrobiana contra S. aureus metilicina-resistente
(MULYANINGSIH et al., 2011).

5.4.2.2 Teste de difusdo em disco

No teste de difusdo em disco, assim como no teste de difusdo em meio
sélido, apenas as cepas de S. aureus e C. albicans foram sensiveis ao 0leo
essencial extraido de folhas e caules de E. saligna, como observado na Tabela
7.
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Tabela 7- Média dos halos de inibicdo referentes a atividade antimicrobina do 6leo essencial de
Eucalyptus saligna e suas diluicdes, frente aos microrganismos testados, pelo método de
difusdo em disco.

Halos de inibicdo (mm)
1000 500 100 50
puro  (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
. aureus 10 NI NI NI NI NI
. aeruginosa NI NI NI NI NI NI
.coli NI NI NI NI NI NI
. albicans 21 11,6 10,3 9 4,6 NI

Microganismo 2000

(NI): ndo houve inibicdo do crescimento bacteriano.
Fonte: O autor, 2017.

De acordo com a Tabela 8, os controles positivos para bactérias
gentamicina e cloranfenicol, formaram halos maiores (23 e 24 mm,
respectivamente) que do Oleo essencial puro em estudo para a cepa da
bactéria gram positiva (10 mm). Em contrapartida, para C. albicans o controle
positivo clorexidina formou halo de menor diametro (15 mm), em relacdo ao

formado pelo 6leo essencial puro (21 mm).

Tabela 8- Média dos halos de inibicdo, referente a atividade antimicrobiana do éleo essencial
de Eucalyptus saligna, frente aos controles positivos, pelo método de difusdo em disco.

Halos de inibicdo (mm)

Clorexidina

Microrganismo Cloranfenicol Gentamicina

(6pg/mL) (6pg/mL) (1,2pg/mL)
S. aureus 24 23 -
P. aeruginosa 18 23 -
E. coli 30 21 -
C. albicans - - 15

(-): ndo testado
Fonte: O autor, 2017.

Neste teste, portanto, de acordo com a classificacdo adotada, a cepa de
S. aureus foi considerada sensivel ao 0leo essencial puro de E. saligna, e a
cepa de C. albicans extremamente sensivel ao 6leo essencial puro e sensivel

frente as diluicdes nas concentracdes de 2000, 1000 e 500 pug/mL (Figura 21).
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Com a realizagdo deste método também € possivel observar que o 6leo
essencial puro, mesmo em quantidades menores (20uL) do que a utilizada no

primeiro teste (50uL), mantem seu efeito antibacteriano e antifangico.

Figura 21- Teste de difusdo em disco, contra C. albicans, utilizando diluigGes do 6leo essencial
de Eucalyptus saligna. (1) Teste com discos impregnados com 20 uL do 6leo essencial na
concentracao de 2000 pg/mL. (2) Teste com discos impregnados com 20 pL do éleo essencial
na concentracdo de 1000 pg/mL. (3) Teste com discos impregnados com 20 pyL do 6leo
essencial na concentracéo de 500 pg/mL.

Fonte: O autor, 2017.

Embora ndo existam muitos dados na literatura a respeito das atividades
antibacterianas e antifungicas do 6leo essencial extraido de folhas e caules de
E. saligna, os resultados obtidos no presente estudo vdo ao encontro aos
observados em diversos trabalhos com 6leos essenciais de espécies de
Eucalyptus.

Elaissi et al. (2011), ao analisarem a composi¢do quimica e a atividade
antibacteriana de Oleos essenciais extraidos de 20 espécies diferentes de
Eucalyptus, verificaram que essa atividade apresentou consideravel variacdo
entre as espécies, porém todas permaneceram mais baixas que a do
antibiético gentamicina usado como padrdo. Essa variedade na atividade
antibacteriana poderia ser atribuida a composicdo quimica dos Oleos
essenciais. Neste mesmo estudo, a maior atividade observada foi a do 6leo
essencial de E. odorata frente a bactéria gram positiva S. aureus. Eucalyptus
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odorata apresentou maior porcentagem de criptona na composi¢cdo quimica de
seu Oleo essencial.

Em outro estudo, sobre a composicdo quimica e atividades
antibacterianas, antifingicas e antivirais de 8 espécies de Eucalyptus, Elaissi et
al. (2012), reafirmaram a presenca de criptona como componente majoritario
no oleo essencial extraido das folhas de E. odorata e o relacionaram com as
atividades antibacteriana e antifungica apresentadas pelo mesmo.

Elshafie et al. (2015), observaram grande atividade antifangica em 6leos
essencias ricos em p-cimeno, que foi o constituinte majoritario encontrado no
Oleo essencial de E. saligna. Outros estudos também apontam para a atividade
fungicida deste composto, isolado ou em sinergismo com outros monoterpenos
e compostos fendlicos (CAMELE et al., 2012; LOPEZ-REYES et al.,2010).

Oyedeji e colaboradores (1999), ao verificarem a atividade
antimicrobiana dos 6leos de 5 espécies de Eucalyptus, entre elas a espécie E.
saligna, pelo método de difusdo em disco, encontraram resultados de atividade
antibacteriana contra bactérias gram positivas e também de atividade
antifangica contra a C. albicans, em todos os 5 6leos essenciais testados.

O dleo essencial de E. globulus ssp. bicostata, estudado por Malinowski
et al. (2009), demonstrou atividade antifingica contra as espécies de leveduras
Candida albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. guilliermondii e Malassezia
pachydermatis, em teste de difusdo em disco. Tal efeito foi atribuido a acéo
conjunta dos terpenos presentes na amostra.

Apesar do 6leo essencial de E. saligna ter apresentado resultados que
condizem com dados encontrados na literatura para diversas espécies do
género, entretanto ndo se pode afirmar qual ou quais compostos sé&o
responsaveis pelos resultados encontrados, visto que os compostos nao foram
testados isoladamente, tampouco o0s possiveis mecanismos de agdo e

sinergismos entre os constituintes do Oleo essencial.

5.4.3 Citotoxicidade

5.4.3.1 Determinacdo da citotoxicidade e ICso do Oleo essencial de

Eucalyptus saligna em células Calu-3 e 3T3
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O efeito do Oleo essencial de Eucalyptus saligna sobre a viabilidade
celular das linhagens Calu-3 e 3T3, nas concentracdes de 5 a 1000 pg/mL esta
demonstrado nas Figuras 22 e 23. Os dados mostram, para ambas as
linhagens celulares, uma reducao significativa (p< 0,001) no nimero de células
viaveis, nas concentragfes 250, 500 e 1000 pg/mL do éleo essencial, quando
comparadas com as células tratadas com o controle.

Na linhagem celular Calu-3 foi observada uma reducdo da viabilidade
celular para 58,70 £ 3,77% na concentracdo de 250 pg/mL, enquanto a 500 e
1000 pg/mL a viabilidade ficou em 38,75 = 3,37% e 38,56 = 2,78%,
respectivamente. Para a linhagem celular 3T3, na concentracdo de 250 pg/mL
a viabilidade celular reduziu para 64,57 + 4,27%, na concentracdo de 500
pg/mL para 49,30 + 3,32%, e para 47,19 £ 3,21% na concentracdo de 1000
pg/mL.

FIGURA 22- Efeito do 6leo essencial de Eucalyptus saligna sobre células Calu-3 em tratamento
de 72h. A viabilidade celular (%) foi avaliada pelo ensaio de redug¢do do MTT. Os resultados
sdo expressos com média e erro padrdo da média, obtidos de, no minimo, trés ensaios
independentes, com n=16 por ensaio. Os simbolos * representam diferenca significativa em
relacdo ao controle obtida por analise de ANOVA uma via, seguida pelo teste POST-HOC de
TUKEY (p < 0,001).
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Figura 23- Efeito do 6leo essencial de Eucalyptus saligna sobre células 3T3 em tratamento de
72h. A viabilidade celular (%) foi avaliada pelo ensaio de reducdo do MTT. Os resultados sédo
expressos com média e erro padrdo da média, obtidos de, no minimo, trés ensaios
independentes, com n=16 por ensaio. Os simbolos * representam diferencga significativa em
relacdo ao controle obtida por analise de ANOVA uma via, seguida pelo teste POST-HOC de
TUKEY (p < 0,001).
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Utilizando os resultados de viabilidade celular obtidos por meio do
ensaio de reducdo do MTT, foi calculado o valor de ICso para o 6leo essencial
de E. saligna para ambas as linhagens celulares. Para células Calu-3 o ICso
calculado foi de a 412,10 + 263,56 ug/mL e para as células 3T3 foi de 660,80
130,93 ug/mL.

Vérias pesquisas tém mostrado uma atividade supressiva dos o6leos
essenciais contra o cancer, tanto in vitro como in vivo (BHUYAN et al., 2017;
DOLL-BOSCADIN et al.,, 2012; SOUSA, 2015; GAUTAM et al., 2014). A
citotoxicidade dos Oleos essenciais pode estar ligada a sua caracteristica
lipofilica, que permite interacbes com a membrana citoplasmatica das ceélulas,
tornando-a permeavel. Outra caracteristica dos oOleos essenciais é a
capacidade de causar danos na membrana mitocondrial, através da
despolarizacdo, o que a torna permeavel (GAUTAM et al., 2014). Além desses
mecanismos, deve-se destacar a constituicdo dos 6leos essenciais, ou seja,
uma mistura bastante complexa de substéncias que, agindo em sinergismo,

podem ocasionar efeitos biologicos mais potentes do que compostos isolados
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(SOUSA, 2015; DOLL-BOSCARDIN et al, 2012). A citotoxicidade apresentada
pelo 6leo essencial em estudo pode ser atribuida aos fatores expostos a cima.

Em estudo com E. benthamii, D6ll-Boscardin et al. (2012), demonstraram
in vitro a suscetibilidade das linhagens celulares Jurkat, HeLa, B16F10 e J774A
ao Oleo essencial extraido de folhas jovens e adultas da espécie. Todas as
linhagens celulares em estudo tiveram uma reducéo significativa na viabilidade
celular quando tratadas com o 6leo essencial a 300 pg/mL, com valores de
viabilidade apés 48h de cultivo: 4,23 + 0,31% (Jurkat), 8,46 + 0,38% (HelLa),
18,80 + 0,64% (B16F10) e 7,52 + 0,47 (J774A).

No mesmo estudo, Ddll-Boscardin e colaboradores (2012), testaram a
citotoxicidade de alguns terpenos isolados (a-pineno e o y-terpineno) nas
mesmas linhagens celulares e observaram que, com base no ensaio do MTT,
os 6leos essenciais demonstraram melhores resultados do que 0os compostos
isolados.

Bhuyan et al. (2017) ao estudarem extratros etandlicos e aquosos de 4
espécies de Eucalyptus (E. robusta, E. saligna, E. globulus e E. microcorys
F.Muell), verificaram que os extratos aquosos de folhas e frutas de E.
microcorys a 100 pg/mL exercem uma inibicao significativa no crescimento das
células de cancer de pancreas (MIA PaCa-2) com valores de ICso 86.05 + 4.75
pg/mL e 64.66 + 15.97 pg/mL, respectivamente. No mesmo estudo o extrato
etandlico de E. saligna apresentou a menor acao citotoxica sobre as células
MIA PaCa-2, com ICs0 115,52 + 5,36 pg/mL.

Algumas outras espécies de Eucalyptus também ja foram estudadas e
demonstraram atividade citotdxica in vitro contra linhagens de células tumorais:
E. sideroxylon e E. torquata contra carcinoma hepatocelular humano (HepG2) e
cancer de mama (MCF7); E. cladocalyx contra leucemia promielocitica (HL-60);
E. camaldulensis contra células ECV-304 (SOUSA, 2015; GAUTAM et al,
2014).

O oleo essencial em estudo demonstrou citotoxicidade moderada frente
as linhagens celulares Calu-3 e 3T3, nas concentracdes 250, 500 e 1000
pg/mL. Como o efeito citotéxico ocorreu também nas células ditas normais
(3T3), pode-se dizer que o Oleo essencial de E. saligna ndo possui

citotoxicidade seletiva para células tumorais Calu-3.
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6 CONCLUSAO

As caracteristicas morfoanatbmicas de folhas alternadas, presenca de
heterofilia, estdbmatos do tipo anomociticos presentes em ambas as faces,
presenca de papilas, mesofilo isobilateral, nervura mediana em formato
levemente biconvexo com sistema vascular bicolateral formado por um feixe
em arco aberto e dois feixes dorsais, presenca de cavidades secretoras com
Oleo essencial, ocorréncia de idioblastos contendo cristais prismaticos e drusas
de oxalato de célcio, presenca de suber cicatricial, caule de formato
arredondado com sistema vascular com céambio formando floema
centriptamente e xilema centriftugamente e medula em formato praticamente
quadrado, quando avaliadas em conjunto, auxiliam na diferenciacdo e
identificacdo de Eucalyptus saligna Sm.

Com relacdo a composicdo quimica do 6leo essencial que apresentou
um teor médio de 1,03%, foram identificados, através de cromatografia gasosa
acoplada a um detector de massas, como compostos majoritarios os terpenos
p-cimeno (28,90%) e criptona (17,22%). O monoterpeno oxigenado 1, 8-cineol,
comumente observado em espécies de Eucalyptus, foi detectado em pequena
quantidade (2,15%).

O oleo essencial de E. saligna demonstrou atividade biol6gica, com
efeito antioxidante pelo método do fosfomolibdénio, apresentando valor
superior ao apurado para o flavondide rutina. Entretanto, foi obtida uma
atividade antioxidante relativa muito baixa quando avaliada pelos métodos do
DPPHe« e do ABTS-*.

O dleo essencial apresentou potencial antimicrobiano frente a bactéria
gram-positiva Staphylococcus aureus e a levedura Candida albicans, através
dos métodos de difusdo em meio soélido utilizando cavidades e difusdo em
disco. Em diluicdo, o 6leo essencial de E. saligna foi eficaz frente a cepa de
Candida albicans, revelando um possivel uso farmacolégico.

O 6leo essencial de E. saligna apresentou, através do método do MTT,
uma citotoxicidade moderada contra as linhagens celulares Calu-3 e 3T3. Néo

apresentando assim, seletividade contra as células tumorais em estudo.
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