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RESUMO

Eucalyptus se destaca como o mais cultivado globalmente dentro da familia
Myrtaceae, com notavel semelhanca morfolégica. Apresenta crescente importancia
econdmica pelos Oleos essenciais (OEs) produzidos, aos quais sao atribuidas
atividades biolégicas diversas. Este estudo teve como objetivo investigar a
morfoanatomia peciolar, a fitoquimica e as atividades biolégicas dos 6leos essenciais
de folhas de seis espécies de Eucalyptus, a saber: E. badjensis, E. benthamii, E.
dunnii, E. grandis, E. globulus e E. saligna, coletadas sazonalmente (primavera, verao,
outono e inverno). As condi¢6es de cultivo e estagio de desenvolvimento das plantas
foram padronizadas para todas as espécies. A morfoanatomia foi analisada por
métodos usuais de microscopia. Os OEs de folhas foram extraidos por
hidrodestilagdo. O perfil quimico foi determinado por CG-EM e CCDAE e as atividades
bioldgicas foram testadas quanto ao efeito antioxidante, agédo inseticida (topico e
fumigacao) e anti-inflamatéria (edema de pata induzido por carragenina, hiperalgesia
mecanica, sensibilidade ao frio e pleurisia). O estudo morfoanatémico dos peciolos
evidenciou as seguintes diferencas: tamanho, formato em secc¢ao transversal,
tamanho de cavidades, disposicdo e o numero de feixes vasculares, além dos
morfotipos cristalinos. Os OEs das seis espécies apresentaram variacoes
significativas no teor, na constituicdo quimica e na concentracdo dos compostos
volateis em fung¢éo da sazonalidade. Os rendimentos variaram entre 0,7-2,43% sendo
o0 maior para E. badjensis no verdo e o menor para E. grandis no inverno. Os
constituintes majoritarios foram em E. badjensis (1,8-cineol), E. benthamii (a-pineno e
globulol), E. dunnii (a-pineno e 1,8-cineol), E. globulus (1,8-cineol), E. grandis (a-
pineno e o-cimeno) e E. saligna (o-cimeno e criptona). A cromatografia em camada
delgada de alta eficiéncia se apresentou como uma técnica rapida para monitorar a
composi¢ao quimica. As analises por CG- MS e CCDAE mostraram que diferentes
Eucalyptus apresentaram composi¢ées quimicas unicas. Esse achado foi
demonstrado na analise de cluster de componentes principais. A analise de inseticida
revelou que o OE de E. benthamii € o mais potente contra Cimex lectularius. Os seis
OEs demonstraram atividade antioxidante no modelo ABTS. Os OEs de E. benthamii,
E. dunnii e E. grandis mostraram atividades anti-inflamatérias significativas em
modelos experimentais testados. Esses achados destacam a importancia do estudo
dos OEs de Eucalyptus, ndao apenas por sua diversidade quimica e potencial
terapéutico, mas também por sua variabilidade sazonal e especificidade entre as
espécies como € ilustrado no estudo anatémico.

Palavras-chave: Eucalipto, morfoanatomia, composicao quimica, anti-inflamatério,
antioxidante e inseticida.



ABSTRACT

Eucalyptus stands out as the most cultivated globally within the Myrtaceae family, with
notable morphological similarity. It presents growing economic importance due to the
essential oils (EOs) produced, which are attributed to diverse biological activities. This
study aimed to investigate the petiolar morphoanatomy, phytochemistry and biological
activities of essential oils from leaves of six Eucalyptus species, namely: E. badjensis,
E. benthamii, E. dunnii, E. grandis, E. globulus and E. saligna, collected seasonally
(spring, summer, autumn and winter). Cultivation conditions and plant development
stage were standardized for all species. The morphoanatomy was analyzed using
standard microscopy methods. The EOs from the leaves were extracted by
hydrodistillation. The chemical profile was determined by GC-EM and CCDAE and the
biological activities were tested for insecticidal (topical and fumigation) and anti-
inflammatory action (carrageenan-induced paw edema, mechanical hyperalgesia,
sensitivity to cold and pleurisy). The morphoanatomical study of the petioles
highlighted the following differences: size, cross-sectional shape, size of cavities,
arrangement, and number of vascular bundles, in addition to crystalline morphotypes.
The essential oils of the six species showed significant variations in the content,
chemical constitution and concentration of volatile compounds depending on
seasonality. Yields varied between 0.7-2.43%, being the highest for E. badjensis in
summer and the lowest for E. grandis in winter. The major constituents were in E.
badjensis (1,8-cineole), E. benthamii (a-pinene and globulol), E. dunnii (a-pinene and
1,8-cineole), E. globulus (1,8- cineole), E. grandis (a-pinene and o-cymene) and E.
saligna (o-cymene and cryptone). High-performance thin-layer chromatography has
emerged as a rapid technique for monitoring chemical composition. GC-MS and
CCDAE analyzes showed that different Eucalyptus had unique chemical compositions.
This finding was demonstrated in principal components cluster analysis. Insecticide
analysis revealed that E. benthamii EO is the most potent against Cimex lectularius.
The six EOs demonstrated antioxidant activity in the ABTS model. EOs from E.
benthamii, E. dunnii and E. grandis showed significant anti-inflammatory activities in
tested experimental models. These findings highlight the importance of studying
Eucalyptus essential oils, not only for their chemical diversity and therapeutic potential
but also for their seasonal variability and specificity between species as illustrated in
the anatomical study.

Keywords: Eucalyptus, morphoanatomy, chemical composition and activity: anti-
inflammatory, antioxidant, and insecticide.
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas medicinais e seus derivados € uma das formas
terapéuticas mais antigas, sendo utilizada para o tratamento, cura e prevencao de
doengas. O conhecimento do uso tradicional de plantas para este fim, contribui para
o desenvolvimento de fitofarmacos. Este interesse por produtos oriundos de plantas
também esta relacionado ao uso de medicamentos sintéticos, ao alto custo e a falta
de acesso de grande parte populacdo ao tratamento farmacolégico convencional
(Gilroy et al., 2004; Calixto, 2005). Estudos mostram que 64% dos medicamentos
disponiveis sao oriundos de produtos naturais (Valli et al., 2013).

Devido ao crescente uso de produtos naturais, o Brasil tem desenvolvido
aclOes para ampliar a pratica do uso e cuidados da saude utilizando plantas medicinais.
Como exemplo, a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) no Sistema Unico de Salde (SUS) que estabelece diretrizes para o
desenvolvimento de agdes com 0s objetivos de garantir 0 acesso seguro e uso
racional de plantas medicinais e fitoterapicos (Brasil, 2006).

A Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de
Saude (RENISUS), criada pelo Ministério da Saude do Brasil em 2009, é uma
ferramenta essencial para promover a integracdo das plantas medicinais no Sistema
Unico de Saude (SUS). A lista inclui 71 plantas que possuem potencial farmacoldgico
e terapéutico, com o objetivo de assegurar a utilizacdo segura e eficaz dessas plantas
em praticas de saude publica. Dentre as espécies incluidas na lista destaca-se
Eucalyptus globulus Labill.

As espécies de Eucalyptus L'Hér., conhecidas popularmente como eucalipto,
compreende cerca de 800 espécies (Flores et al, 2016), tendo atencdo de
pesquisadores e ambientalistas em todo o0 mundo por serem uma fonte de madeira
em rapido crescimento e uma fonte de 6leo essencial usado para multiplos propésitos.
E o género mais importante de Myrtaceae, e atualmente lidera como mais cultivado
do mundo, principalmente no seu centro de origem na Austréalia (Flores et al., 2016).

No Brasil, as plantacdes de Eucalyptus ocupam 6,97 milhdes de hectares e
estdo localizadas principalmente em Minas Gerais, Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul,
e atualmente representa o género de plantas mais cultivado do mundo (IBA, 2020).

Extensas areas de cultivo aliadas a exploracdo madeireira resultaram no

grande acumulo de folhas e caules descartadas no solo, causando problemas
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ambientais significativos associados a alelopatia. Diversos estudos indicam que os
6leos essenciais (OEs) de Eucalyptus podem impedir significativamente o crescimento
e o desenvolvimento de sementes de diversas plantas, representando uma ameaca a
progressao das culturas agrondmicas e ao surgimento de outras espécies no bioma
(Jasrotia et al., 2023).

A exploracdo de OEs de Eucalyptus é uma alternativa altamente sustentavel,
pois utiliza um bioproduto que geralmente € descartado durante o processo de corte
das arvores para extracao da madeira (Birtchnell; Gibson, 2006; Barbosa; Filomeno;
Teixeira, 2016). Nesse contexto, os 17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
(ODS) sao um chamado global pela Organizacao das Nacbes Unidas (ONU). A
descoberta de novas aplicaces para os OEs de diferentes espécies de Eucalyptus
cultivadas no Brasil pode contribuir para o segundo objetivo, que trata da agricultura
sustentavel (Jasrotia et al., 2023).

O potencial medicinal de espécies do género Eucalyptus esta principalmente
ligado a presenca majoritaria de um componente do OE, o 1,8-cineol (eucaliptol).
Todas as espécies de Eucalyptus estudadas até o momento possuem OEs em suas
folhas, caules e flores (Vitti; Brito, 2003).

Contudo, no que diz respeito aos OEs de Eucalyptus, ha muito ainda a ser
explorado, uma vez que dentre as mais de 800 espécies deste género, cerca de
apenas 300 espécies foram avaliadas quanto a producéo, teor e composi¢ao quimica
sendo que destas somente cerca de 20 delas sdo exploradas comercialmente para a
producdo de OEs (Limam et al., 2020; Santos, 2021). Esse fato, representa uma
lacuna no ambito da pesquisa para outras espécies do género com potencial quimico
e biolégico (Brooker; Kleinig 2006; Almas et al., 2021; Flores et al., 2016; Barbosa;
Filomeno; Teixeira, 2016; Limam et al., 2020; Panikar et al., 2021).

Espécies de Eucalyptus apresentam similaridade morfologica e anatémica e
apresentam heterofilia em folhas o que dificulta a identificacdo botanica. Neste
contexto, as analises morfoanatbmicas tém se mostrado importantes para a
diferenciacao das espécies do género (Malinowski; Nakashima; Alquini, 2009; Déll-
Boscardin et al., 2010; Migacz et al., 2018; Saulle et al., 2018; Pauzer et al., 2021;
Brito et al., 2021; Migacz et al., 2022).

Os OEs presentes em espécies de Eucalyptus tém sido avaliados
biologicamente e muitos efeitos tém sido demonstrados, a exemplo de anti-
inflamatério (Boscardin, 2012; Belkhodja et al., 2022), antibacteriano (Sebei et al.,
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2015) e inseticida (D6ll-Boscardin et al., 2009; Déll- Boscardin et al., 2010, Goodger
et al., 2016; Barbosa; Filomeno; Teixeira, 2016) e anti-viral (Panikar et al., 2021).

O 1,8-cineol (eucaliptol), composto majoritario do OE de Eucalyptus globulus
é amplamente utilizado para combater microrganismos patogénicos e possui agées
antialérgicas e anti-inflamatorias comprovadas (Liapi et al., 2007; Batish et al., 2008;
Goldbeck et al., 2014; Juergens et al., 2014).

Medicamentos comerciais, como Soledum® (100 mg de 1,8-cineol), sdo
usados no tratamento de bronquite, sinusite e outras doengas respiratorias
(Chandorkar et al., 2021), e produtos como Vicks VapoRub™ sdo amplamente
utilizados para aliviar a congestao nasal, tendo 1,8-cineol como componente ativo
(Asif et al., 2020).

As atividades biologicas dos OEs sao altamente dependentes da sua
composicao quimica (Barbosa; Filomeno; Teixeira, 2016) e varios estudos tém
mostrado diferencas qualitativas e quantitativas dos compostos quimicos dos OEs em
Eucalyptus, especialmente relacionados a fatores edafo-climaticos e ambientais
incluindo a sazonalidade (Gilroy et al., 2004; Calixto, 2005; Toloza et al., 2006; Gobbo-
Neto; Lopes, 2007; Mossi et al., 2011; Bett et al., 2016; Barbosa; Filomeno; Teixeira,
2016).

Os OEs de eucalipto podem conter outros compostos com atividades
farmacolégicas, como o a-terpineol com efeitos analgésicos, antimicrobianos e
antinociceptivos (Park et al., 2012) e o D-limoneno com propriedades antimicrobianas
e antioxidantes (Zahi et al., 2015).

Face ao exposto, considerando a variacdo da composicdo quimica e o
potencial bioldégico dos OEs de espécies de Eucalyptus, objetivou-se analisar o perfil
quimico e atividades anti-inflamatérias e inseticidas dos OEs de E. badjensis, E.
benthamii, E. dunnii, E. grandis, E. globulus e E. saligna, a fim de caracteriza-los
quimicamente nas quatro estagcées do ano e verificar as referidas atividades
bioldgicas. Além de analisar morfoanatomicamente os peciolos, contribuindo para

diferenciacao e diagnose das espécies do género.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar andlise quimica sazonal comparativa e verificar as atividades

biol6gicas dos OEs de Eucalyptus badjensis Beuzev. & Welch, Eucalyptus benthamii

Maiden & Cambage, Eucalyptus dunnii Maiden, Eucalyptus grandis W.Hill, Eucalyptus

globulus Labill. e Eucalyptus saligna Sm., além de caracterizar morfoanatomicamente

0s peciolos dessas espécies.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar os caracteres morfoanatomicos peciolares por microscopia de luz e
microscopia eletrénica de varredura;

Caracterizar histoquimicamente os peciolos;

Determinar os morfotipos cristalinos e a composi¢cdo quimica elementar dos
cristais presentes nos peciolos;

Determinar o teor e identificar perfil quimico dos OEs presentes nas folhas na
primavera, verao, outono e inverno, por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM) e por Cromatografia em Camada Delgada
de Alta Eficiéncia (CCDAE);

Quantificar as propriedades fisico-quimicas dos OEs presentes nas folhas;
Avaliar a atividade antioxidante frente os métodos DPPH; ABTS e acido
linoleico;

Verificar atividade inseticida dos OEs extraidos de folhas contra Cimex
lectularius;

Avaliar a atividade anti-inflamatéria dos OEs extraidos de folhas, pelo modelo
edema de pata induzido por carragenina;

Realizar a contagem de leucécitos e quantificar as proteinas totais pelo ensaio
de pleurisia, utilizando de OEs extraidos de folhas;

Apurar a atividade antinociceptiva dos OEs extraidos de folhas, pelo modelo de
hiperalgesia mecéanica;

Analisar a sensibilidade ao frio pelo teste da acetona, utilizando OEs extraidos
de folhas.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 FAMILIA MYRTACEAE JUSS

Myrtaceae Juss pertence a ordem Myrtales e compreende 140 géneros e 6000
espécies (Wilson et al., 2011 apud Flora do Brasil, 2024) e distribui-se nas regides
tropicais e subtropicais do globo, com picos de diversidade na América do Sul,
Austrélia e sudeste da Asia, além de certa representatividade na Africa (Flora do
Brasil, 2024).

As espécies sédo cultivadas com finalidade ornamental, pelos frutos
comestiveis, para madeira e lenha ou como fonte de esséncias de valor comercial.
Espécies de Myrtaceae quase sempre apresentam proantocianinas e usualmente,
possuem &cidos galico e elagico. As vezes, produzem saponinas e raramente
compostos cianogénicos (Cronquist, 1981).

Os OEs encontrados podem ser formados por monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos e polifendis. Esses metabdlitos estdo presentes em abundancia, dispersos
e em cavidades secretoras, que ocorrem na maioria ou em todos tecidos sem lignina.
Também estéo presentes células contendo compostos fendlicos, de modo disperso, e
cristais de oxalato de célcio encontrados na forma solitaria ou agrupados nas células
dos tecidos parenquimatosos (Cronquist, 1981).

Myrtaceae apresenta véarias espécies com frutos carnosos comestiveis e por
esta razado sao encontradas em cultivo para fins alimentares e medicinais. Cada regiao
brasileira apresenta potencial para exploracdo para espécies distintas. Na regido
amazobnica € o araga-boi (Eugenia stipitata McVaugh), no sudeste brasileiro sao
comuns as jabuticabas (Plinia spp.) € na regido sul bem comum sido o guabiju
(Myrcianthes pungens (O. Berg) e a goiaba-serrana (Feijoa sellowiana O. Berg). Por
fim, a goiaba (Psidium guajava L.) é cultivada com fins alimentares ao longo de todo
o territorio brasileiro, sendo uma espécie amplamente adaptada no pais. Na regiao do
cerrado, a cagaita (Eugenia dysenterica DC.) é conhecida na cultura popular, pelos
frutos com potencial laxativo (Flora Do Brasil, 2024).

Atualmente surgem interesse crescente para cultivo de outros géneros com
potencial para as Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANCs). Como exemplo:
Eugenia spp., Campomanesia spp., Myrciaria spp. € Psidium spp. (Lima; Silva;
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Lavoranti, 2011). Um dos maiores géneros com expressiva importancia comercial de

Myrtaceae é Eucalyptus (Flores et al., 2016).

3.2 GENERO Eucalyptus L'HER

As plantas denominadas popularmente de eucalipto sdo um grande grupo de
espécies que juntas formam um dos maiores géneros de plantas do planeta,
formalmente denominados de Eucalyptus, descrito por L’ Héritier em 1789 (Flores et
al., 2016). O nome “Eucalyptus” deriva do grego “eu’, que significa bem, e “kalypto”,
que significa cobrir, em referéncia ao opérculo que cobre as sementes até que estejam
completamente desenvolvidas (Guenther, 1977; Brooker; Kleinig, 2006; Flores et al.,
2016).

O género Eucalyptus é composto por mais de 800 espécies, onde somente
quatro ndo ocorrem naturalmente na Australia, sendo nativas da Indonésia, Filipinas,
Nova Guiné e Timor Leste, respectivamente: Eucalyptus deglupta Blume, E. orophila
L.D. Pryor, E. urophylla S.T. Blake e E. wetarensis L.D. Pryor (Flora do Brasil, 2024).

Eucalyptus apresenta diversas finalidades comerciais: produgdo da madeira,
producéo de celulose e papel, e suas folhas sao utilizadas para extragcao de OE. Logo,
Eucalyptus é o género mais cultivado do mundo (IBA, 2020) devido a sua importancia
socioeconémica e facilidade de adaptagéao nos diversos ambientes (Brooker; Kleinig,
2006; Burrows et al., 2008; Flores et al., 2016).

No Brasil, as planta¢des de eucalipto ocupam 6,97 milhdes de hectares e estdo
localizadas principalmente em Minas Gerais, Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul
posicionando o Brasil como o maior produtor mundial de eucalipto, seguido pela india
e China (IBA, 2020). Varias espécies de eucalipto sdo morfologicamente semelhantes
e chamadas pelo mesmo nome comum de “eucalipto”, causando confusbes na
identificacdo. Por exemplo, E. saligna é frequentemente confundido com E. deanei
Maiden, E. dunnii Maiden, E. grandis W.Hill ou E. botryoides Sm (Flores et al., 2016).

O género apresenta uma caracteristica peculiar e muito incomum que é ampla
adaptacao a varios ambientes, pois encontram-se espécies desde regides tropicais
(latitude de 43°S), até temperadas (latitude 43°S), de regides extremamente Umidas,
com chuvas de médias anual superior a 3.000 mm, a regides extremamente secas,
onde a chuva média anual € inferior a 30 mm, e desde o nivel do mar em regiées
litoraneas até regides montanhosas de picos e nevascas (Flores et al., 2016).
Consequentemente toda essa diversidade e adaptacdo resultou em um género de
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plantas com grande similaridade morfologica principalmente em folhas (Migacz et al.,
2018) e muito complexa, sendo possivel encontrar espécies arbéreas com até 90 m
de altura e pequenos arbustos com 40 cm, ja em estado reprodutivo (Flores et al.,
2016).

Todas as caracteristicas de diferenciacdo de espécies sdo muito importantes
(Santos et al., 2008; Migacz et al., 2018), uma vez que a morfologia de troncos, folhas,
inflorescéncias, flores, frutos e sementes merecem destaque sob o ponto de vista de
identificacdo das espécies, sendo um grande desafio até para taxonomistas
especialistas no género (Flores et al., 2016).

Espécies de Eucalyptus sao aromaticas e armazenam OEs em cavidades
secretoras presentes em folhas e caules (Vitti; Brito, 2003; Migacz et al., 2018; Saulle
et al., 2018; Pauzer et al., 2021; Brito et al., 2021).

Os OEs tém sido foco de pesquisas que avaliam a aplicabilidade comercial
destes, uma vez que provém do aproveitamento da serapilheira que é descartada na
mata quando ocorre o corte da madeira de Eucalyptus. Sendo, dessa forma
considerada uma atividade sustentavel pela utilizagdo de um bioproduto,

principalmente da industria madeireira.

3.3 ESPECIES DE Eucalyptus

A posicao sistematica das espécies de Eucalyptus, analisadas neste trabalho

esta descrita no Quadro 1.

Quadro 1 - Posicao Sistematica das espécies de Eucalyptus
Sistema de Cronquist

Divisdo I Magnoliophyta
Classe 1° Magnoliopsida
Ordem Myrtales

Familia Myrtaceae Juss.
Género Eucalyptus L'Hér.

Eucalyptus bajjensis Beuzeville & Welch
Eucalyptus benthamii Maiden & Cambage
Eucalyptus dunnii Maiden

Eucalyptus grandis W.Hill

Eucalyptus globulus Labill

Eucalyptus saligna Sm.

Espécie

Fonte: A autora

3.3.1 Eucalyptus Badjensis Beuzev. & Welch

Eucalyptus badjensis apresenta o nome originario de “Badja’ que significa

depois de uma montanha proeminente. E uma arvore de tamanho médio a alto (Figura
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1), com imperfei¢ées nas cascas do tronco, sendo estas mais suaves na parte superior

do vegetal.

Figura 1 - Arvores adultas de Eucalyptus badjensis

Fonte: ANBG (2022)

Muito utilizada para sombra e abrigo, possui uma madeira de boa qualidade,
de cor palida e moderadamente duravel; possui frutos e flores geralmente de pequeno
tamanho, sendo a floracao entre fevereiro e marco. Essa espécie € um hibrido de E.
nitens Maiden com E. viminalis Labill., sendo nativa da regido leste da Australia.
Devido a sua similaridade morfolégica com E. viminalis, a espécie sé foi reconhecida
préximo ao ano 2000, apresentando uma madeira de qualidade superior a E. viminalis
(Higa; Higa; Alves, 2002).

Ocorre principalmente na regido sudoeste de Nova Gales do Sul, Austrélia,
entre 36° e 36°45'S, em altitudes que variam de 800 a 1200 m. E considerada uma
regido de clima temperado subumido que apresenta temperatura média maxima, no
més mais quente, entre 22° e 25°C, e média minima, na época mais fria, de -4° a 0°C.
Estudos realizados no Sul do Brasil, mais precisamente em Santa Catarina e Parana,
tém mostrado que E. badjensis possui grande resisténcia a geadas, alta taxa de
crescimento e grande potencial para producao de OEs (Higa; Higa; Alves, 2002).

No Brasil teve rendimento de 2,8% de OE, sendo que o componente majoritario
foi 1,8-cineol (67%). Em cultivo no Uruguai forneceu um rendimento em OE de 1,25%,
tendo concentragéo de 86% de 1,8-cineol. Na Australia ha relatos que a mesma planta
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chega a render 2,8% de 6leo essencial, com 70% de 1,8-cineol em sua composi¢éo
(Ghazghazi et al., 2019). Adicionalmente, E badjensis apresentou propriedade
inseticida contra Aedes Aegypti e Haematobia irritans (Barbosa; Filomeno; Teixeira,
2016).

3.3.2 Eucalyptus Benthamii Maiden & Cambage

Eucalyptus benthamii é uma arvore considerada moderadamente alta,
atingindo aproximadamente 35 m de altura (Figura 2). E originaria da Australia, mais
especificamente da regido de Camden. Tem uma distribui¢ao limitada na costa leste
de Nova Gales do Sul, sendo que a maior ocorréncia é verificada no sudoeste de
Sydney, nas planicies do Rio Nepean e de seus afluentes (Nisgoski; Muniz; Klock,
1998).

Figura 2 - Arvore adulta de Eucal

ptus benthamii

Fonte: ANBG (2022)

No continente australiano, E. benthamii floresce, principalmente, de abril a
maio. Contudo, botdes florais podem ser encontrados durante o ano inteiro, com
excegcdo do més de fevereiro. Frutos maduros podem ser colhidos durante os meses
de abril a junho e de outubro a dezembro. No entanto, o florescimento e a frutificacdo

podem variar consideravelmente entre os individuos da espécie.
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Eucalyptus benthamii € conhecido popularmente na Australia como “camden
white gum” e apresenta bom desenvolvimento em planicies de rios ou ladeiras
brandas (Nisgoski; Muniz; Klock, 1998). Na Africa do Sul, essa arvore é considerada
promissora para o plantio em regides com geadas frequentes e foi incluida no
programa de melhoramento do Institute for Commercial Forestry Research (ICFR) a
partir de 1994 (Higa; Pereira, 2003).

No Brasil, esse taxon tem ganhado notoriedade, em funcao da alta capacidade
de rebrota e da resisténcia elevada ao frio, suportando temperaturas de até -6 °C na
fase inicial de desenvolvimento (Lima; Goldenberg; Sobral, 2011; Higa, 1999). Em
ensaios realizados com diferentes representantes de Eucalyptus, E. benthamii tem
sido a espécie de desenvolvimento mais acelerado do género (Higa, 1999).

Morfologicamente, E. benthamii apresenta casca persistente e fina, compacta
e tende a formar pequenas tiras longitudinais, as quais sdo aderentes apenas em
parte. As folhas sdo opostas e sésseis quando jovens, as cavidades sao frequentes,
espalhadas em tecidos da folha e do peciolo. Folhas adultas sao alternas,
lanceoladas; verdes, algumas com textura fina. Inflorescéncia axilar, 4-7 flores,
pedunculos com 0,5 cm de comprimento, pedicelos com 0,25 cm. Botao floral oval a
clavado, no Sul forma opérculos hemisféricos e subglaucos, no Norte apresenta forma
cbnica e dificilmente glauco (Nisgoski; Mufiz; Klock, 1998; Flores et al., 2016).

Um estudo desenvolvido para verificar o potencial de extracao de OEs, a partir
de onze espécies de eucalipto, foram observados valores de rendimento de 0,40 e
0,35% nas folhas frescas de E. benthamii, colhidas nos meses de outono e de verao,
respectivamente (Silva; Brito; Silva Junior, 2006). Déll-Boscardin et al. (2010)
obtiveram valores de rendimento de 1,13 a 1,38% para o OE de folhas jovens e adultas
de E. benthamii.

Por meio da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, o a-
pineno foi caracterizado como o constituinte majoritario do OE de E. benthamii. A partir
de folhas coletadas nos meses de outono, inverno, primavera e verao,
respectivamente, foram encontradas concentragbes de 47,6; 26,4; 24,2 e 34,7%
desse componente (Silva; Brito; Silva Junior, 2006). Considerando o rendimento de
OE e a produgéao de a-pineno, o OE de E. benthamii tem alto valor econdémico (Higa;
Pereira, 2003; Lima; Silva; Lavoranti, 2011; Silva et al., 2015).
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Considerando os estudos de atividade biolégica, destacam-se as propriedades
inseticidas frente a Sitophilus zeamais (Mossi et al., 2011), Pediculus humanus capitis
(Barbosa; Filomeno; Teixeira, 2016) e atividade antimicrobiana frente as cepas de
bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e de Candida albicans (Déll- Boscardin et
al., 2012; Elaissi et al., 2012).

3.3.3 Eucalyptus Dunni Maiden

Eucalyptus dunnii é popularmente denominado de goma branca de Dunn, goma
branca ou eucalipto (Figura 3) e o nome do epiteto foi dado em homenagem a William
Dunn, engenheiro florestal que descobriu a espécie (ANBG, 2022).

Figura 3 - Arvore adulta de Eucalyptus dunnii

Fonte: ANBG (2022)

E uma espécie de ocorréncia restrita na regido nordeste de Nova Gales do Sul
e sudeste de Queensland, Australia, habitando regides entre as latitudes de 28 a 30°
e altitudes de 150 a 800 m, com precipitacdo pluviométrica média anual variando de
800 a 1.500 mm e com chuvas concentradas no verdo. Ainda, a temperatura média
das maximas do més mais quente compreendida entre 27 a 29 °C, e a média das
minimas do més mais frio em torno de 8 °C, o periodo de seca nao ultrapassa a 3
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meses e ocorre geralmente no inverno E. dunnii é considerada uma das espécies com
maior crescimento na Australia, entre os eucaliptos (Flores et al., 2016).

Eucalyptus dunnii apresenta arvores com altura entre 30 e 45 m com tronco
ereto e cilindrico. No Brasil é cultivada extensivamente na regidao do planalto
catarinense e paranaense, apresentando tolerancia ao frio dessas regides (Lorenzi et
al., 2003). Apresenta propriedade inseticida para Aedes aegypti, Blattella germanica,
Pediculus humanus capitis e Sitophilus zeamais (Barbosa; Filomeno; Teixeira, 2016).

3.3.4 Eucalyptus Globulus Labill.

Eucalyptus globulus € uma espécie nativa da Australia e Tasmania e
amplamente cultivada no sul e sudoeste da China, especialmente nas provincias de
Yunnan e Jiangxi, onde foi introduzida em 1890. A espécie se adaptou muito bem a
praticamente todas as regides tropicais e subtropicais do globo (Figura 4), sendo
amplamente distribuida na Africa do Sul, india, Sul da Europa e Brasil (IBA, 2017).

Figura 4 - Arvore adulta de Eucalyptus globulus

Fonte: ANBG (2022)

No Brasil, a espécie E. globulus é conhecida principalmente como eucaliptol,
eucalipto-comum e eucalipto-limao sendo sua monografia descrita na 6a edicao da
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Farmacopéia Brasileira de 2019, volume II. O nome do epiteto cientifico deriva do latim
globulus, remetendo a um globo ou bola que corresponde a forma do fruto.

E uma arvore de médio a grande porte, com cerca de 40 m. As folhas jovens
sdo opostas, sésseis, ovaladas a lanceoladas, glaucas, apresentam cor palida na
superficie abaxial e 0 ramo quadrangular. As folhas adultas sdo de coloragao verde-
escura, alternas, pecioladas, geralmente curvas e lanceoladas. A casca apresenta
coloragao azul-acinzentada a cinza-esbranquicada (Silva et al., 2020).

Utilizando folhas frescas, Daroui-Mokaddem et al. (2010) obtiveram rendimento
de 2,5% de OE, por hidrodestilagdo, enquanto Cimanga et al. (2002) encontraram
1,87% de rendimento do OE. O principal constituinte do OE derivado de folhas frescas
desta espécie € 1,8-cineol, superior a 80% (Vitti; Brito, 2003).

Eucalyptus globulus é cultivado em varios locais e € a principal fonte comercial
de 1,8-cineol. Concentragao superior a 80% € encontrada em estudos realizados no
Brasil no estado de Minas Gerais e no estado do Ceara (Copping; Duke, 2007). Alto
teor de 1,8-cineol também foi encontrado na Australia (81,1%—90,0%), Indonésia
(86,5%), Montenegro (85,8%); ltalia (84,9) e india (81,9%) (Barbosa; Filomeno;
Teixeira, 2016).

O material vegetal de interesse farmacol6gico engloba as partes aéreas (folhas,
flores e frutos) e as cascas do caule da planta, sendo utilizada na medicina popular
no combate a gripes e resfriados. A principal forma de utilizacdo da planta se da por
inalagdo do infuso ou decocto de folhas e cascas, respectivamente (Kareru et al.,
2007; Brasil, 2019).

Atualmente varios estudos vém sendo realizados, testando propriedades
inseticidas de E. globulus, a exemplo propriedade larvicida dos OEs para controlar o
agente etiolégico causador da dengue, da chikungunya e dos vetores de Zika (Rios;
Stashenko; Duque, 2017). Apresenta propriedade acaricida para Boophilus microplus
(Chagas et al., 2002).

Barbosa, Filomeno e Teixeira (2016) descrevem inumeras atividades
antibacterianas frente a Acinetobacter baumannii, Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Citrobacter diversus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Fusobacterium
nucleatum, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Porphyromonas gingivalis,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Salmonella paratyphi,
Salmonella typhi, Salmonella typhimurium, Shigella, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus intermedius, Staphylococcus sciuri, Staphylococcus warneri e
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Streptococcus pyogenes. Derwich, Benziane e Boukir (2010) demonstraram a
eficiéncia antimicrobiana de E. globulus contra cepas Gram-negativas de E. coli e
Gram-positivas de S. aureus e S. intermedius.

3.3.5 Eucalyptus Grandis W.Hill

Ocorre naturalmente na Australia, ao norte do estado de Nova Gales do Sul, e
ao sul de Queensland (proximo a regiao costeira e na parte central), e ao norte de
Queensland em areas de altitude (300 a 900 m). Adapta-se desde o nivel do mar até
1.100 m de altitude. Tem a origem do seu nome pela derivacao do Latim grandis que
significa grande ou alto, (Figura 5) referindo-se ao habito da espécie (Flores et al.,
2016).

Figura 5 - Arvore adulta de Eucalyptus grandis
H 0 : é--‘. &

Fonte: ANBG (2022)
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A madeira de E. grandis é leve e facil de ser trabalhada, sendo extensivamente
usada como madeira de construcdo na Australia e na republica Sul Africana.
PlantacGes, convenientemente manejadas, podem produzir madeira de exceléncia
para serraria e laminacdo. E a principal fonte de matéria prima para celulose e papel
do Estado de S&o Paulo (IBA, 2017).

Eucalyptus grandis é a espécie mais cultivada no Brasil, entre os motivos esta
sua adaptacdo edafoclimatica, com diversos destinos comerciais como industria
madeireira para construgdo em geral, compensados, painéis e é fonte botanica de
Apis mellifera para a producéo de mel, além da producéo de celulose e carvao vegetal
(Maller; Couto; Neves, 2008).

Com relacdo ao rendimento do OE, em estudos realizados com plantas
cultivadas em Botucatu (Sdo Paulo, Brasil), obtiveram baixo rendimento (0,31%),
enquanto rendimentos maiores (2,0%) foram encontrados em Goias, no Brasil
(Barbosa; Filomeno; Teixeira, 2016).

A composi¢ao quimica varia em funcdo dos locais de coleta do material
botanico para a extragcao do OE, assim, plantas cultivadas no estado de Goias (Brasil)
apresentam-se com y-terpineno, o-cimeno e [-pineno como 0s componentes
majoritarios. Em outro estudo realizado em Botucatu (Sao Paulo, Brasil) o quimiotipo
foi caracterizado por grandes propor¢cées de a-pineno, y-terpineno e p-cimeno
(Barbosa; Filomeno; Teixeira, 2016).

Dentre as atividades bioldgicas, os OEs apresentam propriedades inseticidas
frente a Aedes aegypti, Atta sexdens rubropilosa, Blattella germanica, Pediculus
humanus capitis e Thyrinteina arnobia e atividade anticrobiana frente as cepas de
bactérias Gram-positivas, Gram-negativas Escherichia coli, Salmonella choleraesuis
e Staphylococcus aureus (Barbosa; Filomeno; Teixeira, 2016).

3.3.6 Eucalyptus Saligna Sm.

Ocorre geralmente na regido litoranea e nos vales das cadeias montanhosas
proximas ao litoral de New South Wales, e ao sul de Queensland. A distribuic&o natural
da espécie situa-se entre as latitudes de 28 a 35° S, em altitudes desde o nivel do mar
até 1000 m. Eucalyptus saligna apresenta casca lisa, tronco ereto e atinge entre 20 e
30 m de altura (Figura 6) O nome do epiteto cientifico saligna, refere-se a salgueiro
(Lorenzi et al., 2003).



31

Fonte: ANBG (2022)

As folhas juvenis de Eucalyptus saligna sao opostas e/ou alternas, tém forma
oval a lanceolada e geralmente atingem 12 cm de comprimento e 5 cm de largura. As
folhas adultas sdo verdes brilhantes, de forma lanceolada a falcada, dispostas
alternadamente, e medem 16 cm de comprimento e 3 cm de largura. Tanto as folhas
juvenis como as adultas apresentam cores distintas em ambas as faces, onde as
superficies superior e inferior da folha tém cores diferentes.

As flores sdo brancas e formam inflorescéncias axilares que contém cachos de
7 a 11 flores, que florescem entre os meses de janeiro a abril. Os frutos sdo obconicos
e lenhosos, com a semente madura disponivel nos meses seguintes a floragcao. As
sementes sao facilmente germinadas e cultivadas (Flores et al., 2016).

Frequentemente a espécie é confundida com E. grandis em fungdo da
morfologia similar. No Parana, E. saligna oriundo da Australia, Mairinque ou ltatinga,
produz madeira de maior densidade quando comparada ao E. grandis (IBA, 2017).

Véarios estudos realizados no Brasil, em diferentes estados, revelaram
diferentes perfis quimicos para o OE. No Rio Grande do Sul o componente majoritario
foi 0 1,8 cineol, com 61,3%. Ja em Minas Gerais apresentou 92,3% deste composto,
e no estado de Sao Paulo apresentou o a-pineno (45,7%). Sendo que nos estudos
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mencionados acima os rendimentos de extracao do OE foram de aproximadamente
1,42% (Barbosa; Filomeno; Teixeira, 2016).

Propriedades antibacterianas foram relatadas para a espécie frente a Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Citrobacter diversus, Escherichia coli, Klebsiella oxytoca,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella choleraesuis e
Staphylococcus aureus (Barbosa; Filomeno; Teixeira, 2016). Atividade antifungica
frente a Candida albicans, também foi relatada em diversos estudos (Sartorelli et al.,
2007).

Eucalyptus saligna também apresenta propriedades inseticidas contra
Acanthoscelides obtectus, Aedes aegypti, Atta sexdens rubropilosa, Pediculus
humanus capitis, Sitophilus zeamais, Sitotroga cerealella, Tribolium castaneum e

Thyrinteina arnobia (Barbosa; Filomeno; Teixeira, 2016).

3.4 OLEOS ESSENCIAIS

Os OEs sao misturas complexas de componentes principalmente de baixo peso
molecular biossintetizados e armazenados em estruturas secretoras especializadas
de plantas e sdo extraidos por diferentes métodos, utilizando plantas inteiras ou
rasuradas. Podem atuar como sinalizadores quimicos no reino vegetal e como defesa
quimica contra herbivoros, apresentando uma funcao biol6gica essencial para a
sobrevivéncia e adaptacdo das plantas ao meio ambiente. Apresentam grande
variedade quimica entre diferentes taxons (Manfron et al., 2021b).

Quimicamente, os OEs, sao constituidos por misturas muito variaveis de
compostos, fenilpropanoides, hidrocarbonetos terpénicos  (principalmente
monoterpenos e sesquiterpenos), terpenos oxigenados (alcoois simples e terpénicos,
aldeidos, cetonas, fenodis, ésteres, éteres, Oxidos, perdxidos, furanos, acidos
organicos, lactonas e cumarinas), até compostos com enxofre e nitrogénio (Robbers;
Speedie; Tyler, 1997).

OEs sao produtos do metabolismo secundario de algumas plantas
denominadas aromaticas, e que possuem fungéo natural de defesa. Muitos fungos e
insetos que atacam produtos agricolas podem ser mitigados ou eliminados
completamente pela aplicacdo adequada de OEs, pois sdo de baixo custo, mais
seguros, ecologicamente corretos, nao causando efeitos adversos e indesejaveis em
organismos nao-alvo, quando comparados aos pesticidas sintéticos. A mesma logica
prossegue para problemas com insetos, agentes etioldégicos de diversas doengas,
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tendo, portanto, numerosas aplicagcbes em areas farmacéuticas e medicinais como
larvicida e inseticida.

Existem varios fatores intrinsecos e extrinsecos que interferem na composicéao
guimica dos OEs, por exemplo 0 6rgao da planta de onde o OE é extraido pode variar
dentro de uma mesma espécie. Destacam-se os fatores ambientais que muito podem
alterar a composicao quimica e a concentragdo dos constituintes volateis dos OEs,
como as propriedades fisicas e quimicas do solo, a temperatura, altitude,
pluviosidade, luminosidade, além da herbivoria e do ataque de patégenos (Gobbo-
Neto; Lopes, 2007). A época do ano em que se coleta o OE também & um fator que
altera o teor e a composicao quimica, uma vez que a natureza dos constituintes ativos
ndao é constante durante o ano (Gobbo-Neto; Lopes, 2007; Barbosa; Filomeno;
Teixeira, 2016).

A principal caracteristica dos OEs ¢ a volatilidade. Na planta, os OEs possuem
funcdes biolégicas como protecdo contra predadores, atracdo de insetos para
polinizacdo, controle da temperatura, protecdo contra perda de agua entre outras
(Taiz; Zeiger, 2004).

Os OEs ocorrem em estruturas secretoras especializadas como cavidades
secretoras, dutos secretores, tricomas glandulares, e idioblastos oleiferos. Podendo
ser armazenados em certos 6rgaos vegetais da planta tais como folhas, flores, cascas,
madeiras, rizomas, frutos ou sementes, sendo que o local de obtengéo dos diferentes
orgaos da planta fornece composicao, odor e caracteristicas distintas (Vitti; Brito,
2003; Flores et al., 2016).

A extragcdo do OE pode ocorrer por meio de varios processos, que vao
depender da localizagdo do OE na planta, da quantidade e do objetivo de uso
(Marques; Vigo, 2009). A extracao por hidrodestilacao € o método mais comum para
extracado de OE e utiliza o material vegetal em contato com agua em um balao
volumétrico, que € aquecido e o vapor d’agua arrasta componentes volateis para as
paredes resfriadas do aparelho que condensam e se separam da agua pela
densidade. O aparato mais utilizado para esse método é o Clevenger. Comumente,
os OEs obtidos s&o secos com sulfato de sédio anidro (Na2SOa), armazenados em
frasco ambar e mantidos em temperatura baixa (Marques; Vigo, 2009).

A analise da composicdo quimica dos OEs pode ser empregada tanto para
pesquisa de produtos naturais como para o controle de qualidade. O método mais
utilizado para analisar a composicédo quimica dos OEs é cromatografia gasosa (CG)
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e a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Tem-se
dado preferéncia pela CG-EM, pois permite separar os componentes dos OEs
simultaneamente, evitando erros provenientes da determinagao indireta (Minteguiaga
et al., 2018).

3.5 OLEOS ESSENCIAIS DE Eucalyptus L'HER

Embora o 6leo de eucalipto seja uma mistura complexa de variedade de
monoterpenos, sesquiterpenos, fendis aromaticos, oxidos, éteres, alcoois, ésteres,
aldeidos e cetonas, a sua composicao e as propor¢cdes exatas variam entre os taxa
(Brooker; Kleinig, 2006; Jerbi et al., 2017). Dentre os componentes presentes nos OEs
de espécies de Eucalyptus, encontram-se o 1,8-cineol e o citronelal como os de
concentragdes majoritarias (Almas et al., 2021).

O 1,8-cineol esta presente como constituinte majoritario em E. staigeriana
F.Muell. (Gilles et al., 2010), E. globulus Labill. (Tyagi; Malik, 2011) e E. urophylla S.
T.Blake (Diloksumpun et al., 2022). E. citriodora Hook., Ja Corymbia citriodora,
apresenta o citronelal, como constituinte majoritario. Ambos, 1,8-cineol e citronelal
apresentaram atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas e leveduras (Chalchat et al., 1997; Barbosa; Filomeno; Teixeira, 2016).

Farmacologicamente, inUmeras espécies de Eucalyptus mostraram atividades
bioldgicas, tais como anti-inflamatério (Salvatori et al, 2023), antifungico,
antibacteriano (Sebei et al., 2015), adstringente, cicatrizante e inseticida (Gundidza et
al., 1993; Cimanga et al., 2002, Malinowski et al., 2009, Déll-Boscardin et al., 2009;
Déll-Boscardin et al., 2010, Goodger et al,, 2016). Adicionalmente, as atividades
bioldgicas variam de acordo com a composi¢cao quimica especifica do OE de cada
espécie de Eucalyptus (Silva et al., 2003; Barbosa; Filomeno; Teixeira, 2016).

Para a comercializacdo, os OEs derivados de espécies de Eucalyptus sao
classificados de acordo com o seu destino, como OEs medicinais, OEs para setor de
perfumaria e OEs para o campo industrial. O rendimento de OEs nesse género varia
entre 0,8% e 3%, onde espécies que apresentarem rendimento de cerca de 1% de
1,8-cineol e eudesmol sdo consideradas de bom retorno financeiro (Tyler; Brady;
Robbers, 1988; Vitti; Brito, 2003).

Os OEs que exibem o 1,8-cineol como seu componente majoritario, com
concentragdo acima de 70% sé@o chamados de OEs medicinais. Para esse uso, eles
nao podem demonstrar grandes quantidades de felandreno e aldeidos, maximo de
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5%, devido aos seus efeitos téxicos sobre o organismo. Os OEs classificados como
medicinais sdo destinados a producao de expectorantes, inalantes, estimulantes da
secrecdo do sistema respiratério, antissépticos, produtos de higiene bucal e como
flavorizantes de medicamentos em geral, principalmente associados ao mentol
(Malinowski; Nakashima; Alquini, 2009). A Farmacopeia brasileira, 6a. ed., preconiza
para o OE obtido por hidrodestilacdo a partir de folhas ou ramos terminais frescos de
E. globulus, um minimo de 70% de 1,8-cineol (Brasil, 2019).

3.6 ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Eucalyptus

De uma maneira geral, as principais atividades biolégicas atribuidas aos OEs
de espécies de Eucalyptus sao antimicrobianas, antifungica, anti-inflamatéria,
antioxidante, antiviral, anti-helmintica, antiparasitaria, antitumoral, analgésica,
sedativa entre outras. Devido a grande complexidade quimica dessas substancias,
muitas vezes é dificil atribuir uma atividade biolégica a apenas um componente, uma
vez que pode ocorrer sinergismo quimico para que ocorra determinada atividade. No
entanto, diversos trabalhos visam caracterizar e identificar os componentes bioativos
responsaveis pelas atividades farmacolédgicas de OEs (Limam et al., 2020).

Os OES de espécies de Eucalyptus sao conhecidos por possuirem
propriedades antibacterianas, antifungicas, analgésicas e anti-inflamatérias, sendo
que essas propriedades tém sido amplamente utilizadas em produtos farmacéuticos,
cosméticos e alimenticios. Em geral, esses OEs possuem um amplo espectro de
atividade contra fungos, bactérias, insetos, acaros e ervas daninhas, sendo, dessa
forma, considerados uma alternativa ambientalmente segura para o controle de

pragas (Mulyaningsih et al., 2011).

3.6.1 Atividade Inseticida

Existem inUmeras atividades inseticidas dos OEs de varias espécies vegetais
relatadas na literatura. Destaca-se as pragas cosmopolitas de dificil nivel de controle
a exemplo de Cimex lectularius L., 1758, popularmente conhecido como percevejo da
cama (Figura 7). Esse inseto é uma praga hemat6faga que se alimenta de sangue
humano e vem causando muitas infesta¢des, principalmente por apresentar dificil

controle com a resisténcia de inseticidas comerciais (Machado et al., 2019).
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Figura 7 - Morfologia de Cimex lectularius em vista dorsal com aumento de 20X.

Fonte: Adaptado de Williams (2013)

O controle se torna ainda mais complexo, pois devidos aos seus habitos
noturnos, a especificidade de aplicagdo no alvo tanto de forma topica ou sistémica é
um obstaculo. Durante o dia, o inseto se esconde nas dobras de méveis, dentro de
rachaduras e fendas (Ghauri, 1973). Nas ultimas décadas, ressurgiu € se tornou uma
grande preocupacdo mundial, principalmente nos EUA devido ao clima local
(Koganemaru; Miller, 2013).

Em estudo de Mossi et al. (2011), foi verificada atividade repelente e inseticida
contra Sitophilus zeamais nos OEs de E. dunnii, E. saligna, E. benthamii, E. globulus
e E. viminalis. A capacidade larvicida e inseticida em insetos adultos dos OEs de
algumas espécies de Eucalyptus contra Aedes aegypti, também tem sido comprovada
(Lucia et al., 2007).

3.6.2 Processo Inflamatorio

A resposta inflamatéria representa um dos mecanismos de defesa mais
importante do nosso organismo. Pode iniciar-se por irritacbes de origem fisica,
qguimica ou bioldgica, como infecgdes ou lesdo tecidual e se caracteriza pela presencga
dos 5 sinais cardinais: calor, rubor, edema, dor e perda da funcdo da area lesionada
(Serhan, 2010). O calor e rubor ocorrem devido ao aumento do fluxo sanguineo capilar
e da permeabilidade vascular. Ja o edema ocorre pela infiltracao de células em tecido
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e a dor é ocasionada pela liberagdo de substancias algicas no local da inflamacgao
(Todd et al., 2015).

A resposta inflamatéria consiste em uma longa cadeia de reacdes e atividades
celulares com o intuito de reparar o tecido em que ocorre uma lesdo. Ocorrendo
atividades celulares, vasodilatacdo de arteriolas e vénulas, assim como aumento da
permeabilidade vascular e fluxo sanguineo e, consequentemente, o acumulo de
liguidos. Esta inflamacao, € a resposta inicial ao agressor e pode trazendo incomodo
e desconforto ao paciente devido ao edema formado, seguido de dor (Serhan, 2008).

A inflamagé&o pode ocorrer em trés fases distintas e cada uma mediada por
diferentes mecanismos: uma aguda que tem como caracteristica principal a
vasodilatacdo e o aumento da permeabilidade vascular; uma fase subaguda que
consiste na infiltracédo de leucdcitos e fagdcitos; e por fim, a fase crénica caracterizada
pela degeneracéo dos tecidos e presenca de fibroses (Rotelli et al., 2003).

A inflamacédo aguda é a primeira resposta a uma lesédo celular ou tecidual, na
qual contempla uma série de alteracbes sequenciais. Ela é mediada através de
substancias, como histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas e leucotrienos
(Lieberman, 2009).

A inflamacao crénica, por sua vez, se estende por periodo maior (semanas a
meses), na qual a resposta inflamatéria persistente causa danos aos tecidos, devido
a secrec¢ao continua de mediadores quimicos e espécies reativas de oxigénio, levando
a uma remodelacgéo tecidual (Serhan, 2010).

A percepcao da dor envolve dois componentes: o estimulo doloroso
(nocicepcao) e a reacao emocional. Em condi¢cdes normais, a informacéao sensorial é
captada por estruturas do Sistema Nervoso Periférico (SNP) e transmitida ao Sistema
Nervoso Central (SNC). Nestas estruturas, neurotransmissores diferentes realizam a
funcéo bioquimica de transmitir a dor (Daudt et al., 1998).

Existe uma diferenca entre os termos nocicepcdo e dor. Muitos modelos
experimentais com estimulos para a classificacao da dor séo realizados em animais,
0s quais apresentam rea¢des comportamentais compativeis com a sensacao de dor,
porém, uma vez que nao € possivel determinar objetivamente se a sensacao
apresentada é realmente “dor” é preferivel classifica-la como sendo resultado da
ativacado das vias nociceptivas. Portanto, sdo denominadas tais reacdées em animais

experimentais como nocicep¢ao (Almeida; Roizenblatt; Tufik, 2004).
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Os interesses em pesquisa da inflamag¢édo surgem em fungdo da demanda de
farmacos com potencial anti-inflamatérios e analgésicos. S&o realizados varios
modelos experimentais envolvendo a hiperalgesia a estimulos nocivos e dor, com o
objetivo de aliviar a dor persistente, de forma que as abordagens farmacologicas
contribuam no desenvolvimento de medicamentos (Dale; Stacey, 2016).

Farmacos com acao anti-inflamatéria estao entre os agentes terapéuticos mais
utilizados no mundo, porém sao limitados, com relacdo a sua poténcia, eficacia e
efeitos adversos. Eles podem acarretar efeitos adversos, resultantes da inibicdo da
atividade da prostaglandina E2 sintetase, incluindo perfuragédo e hemorragia do trato
gastrintestinal, alteracdes renais e nos mecanismos de hemédstase corpérea. Sendo
que os problemas de efeitos adversos estdo principalmente relacionados ao uso
cronico desses farmacos (Scholich; Geisslinger, 2006).

Devido a estas limitagdes, torna-se necessario a busca por substancias
oriundas de produtos naturais com potencial anti-inflamatério que possam dar origem
a novos farmacos, preferencialmente com baixo custo e com efeitos adversos
reduzidos.

Muitos compostos volateis presentes nos OEs de Eucalyptus tém demonstrado
atividade anti-inflamatéria (D6ll-Boscardin et al., 2012; Raut; Karuppayil, 2014; Vuong
etal., 2015; Barbosa; Filomeno; Teixeira, 2016; Belkhodja et al., 2022). Nesse sentido,
espécies de Eucalyptus podem ser uma alternativa promissora, uma vez que as folhas
e sdo descartadas no processo de corte das arvores e nesse 6rgao vegetal (lamina e
peciolo) sdo encontradas as cavidades secretoras que armazenam os OEs.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 FLUXOGRAMA EXPERIMENTAL

A Figura 8 demonstra um fluxograma de como os estudos foram realizados,

evidenciando os diversos pontos de amostragem do presente trabalho.

Figura 8 - Fluxograma dos estudos

A-Eucalyptus badjensis Seis Especies de Eucalyptus
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4.20BTENGAO DO MATERIAL BOTANICO

Este estudo se iniciou em 2015 com o plantio das mudas de E. badjensis, E.
benthamii, E. dunnii, E. grandis, E. globulus e E. saligna provenientes do Registro
Nacional de Sementes e Plantas (RENASEM), em 942015 (numeros de colecéao
00605/1-6) do Viveiro Paraiso Verde (sediado em Sao Joao do Triunfo, Parana,
Brasil).

Estas plantas foram cultivadas a partir de sementes certificadas autenticadas
pela Ministério da Agricultura do Brasil. As mudas das seis espécies, com quatro
repeticdes, foram aclimatadas no mesmo ambiente, em Sao Mateus do Sul, Parana
(lat 25°41'00 "S; long 50°17'50" W; altitude: 840 m) em outubro de 2015, em
delineamento inteiramente casualizado. O solo é classificado como latossolo,
eutroférico. O clima na regidao com base classificagao climatica de Koppen-Geiger é o
temperado subtropical (Cfb) e com temperatura média anual de 13-21°C (Alvares et
al., 2013).

Todas as espécies foram submetidas as mesmas condicdes de ambiente, com
solo na saturagao de bases de 60%, adubacgao organica com serapilheira, conforme
recomendacgdo para a cultura do eucalipto (Santarosa; Penteado Junior; Goulart,
2014). Os tratos culturais empregados foram: capina manual nos primeiros estagios
do desenvolvimento com posterior rogada mecanizada em area total, submetido a
irrigagao no inicio do transplante de 2 mm (2 L em um metro quadrado de area). Face
ao exposto, todo o cuidado no cultivo destas plantas teve o propdsito de assegurar
que as diferencas possivelmente encontradas entre as espécies fossem atribuidas a
genética do vegetal e ndo a fatores edafoclimaticos, padronizando-se as mesmas
condicOes para todas as espécies.

O acesso ao patrimdnio genético esta licenciado sob o cédigo ADA612E pelo
Conselho de Gestao do Patrimdnio Genético (CGEN) / Sistema Nacional de Gestao
do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN). A coleta
das folhas adultas iniciou em margo de 2019 e finalizou em marco de 2020, ocorrendo
nas diferentes estagdes do ano (primavera, verdo, outono e inverno), em Sao Mateus
do Sul, Parana, Brasil (latitude: 25° 41' 00" S e a longitude: 50° 17' 50" W Altitude:
840m). Parte do material fresco, coletado a 15 cm do apice da planta foi submetido a
fixacdo, e, posterior armazenamento em solucdo apropriada para a realizacdo da
analise morfoanatémica. O restante do material coletado foi seco a temperatura
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ambiente (+ 25°C) e fragmentado em pequenos pedacos (1cm?) para posterior
extracao do OE.

4.3 ESTUDOS MORFOANATOMICOS
4.3.1 Microscopia de Luz

Folhas adultas frescas foram fixadas em solucédo de FAA 70 (formaldeido, acido
acético e alcool etilico 70%) (Johansen, 1940) por cinco dias e lavadas em agua
destilada para retirada da solucao de fixacdo. Posteriormente, os espécimes foram
armazenados em etanol 70% (Berlyn; Miksche, 1976). O material vegetal foi
seccionado com laminas de barbear, a mao livre, nos sentidos transversal nas por¢des
proximal, medial e distal do peciolo, conforme ilustrado na Figura 9. Sendo
posteriormente submetido a coloracdo de azul de Astra e fucsina basica (Luque;
Sousa; Kraus, 1996)

Figura 9 - Representacao das secgdes do peciolo de espécies de Eucalyptus
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Nota: Representacdo da Porgao Proximal (P), Medial (M) e. Distal (D) do corte transversal dos peciolos
de Eucalyptus. E. badjensis (a), E. benthamii (b), E. dunnii (c), E. globulus (d), E. grandis (e) e
E. saligna (f).

As secgdes foram, entdo, montadas em laminas de vidro com uma gota de

glicerina diluida a 50% (Berlyn; Miksche, 1976) e para lutagem foi utilizado esmalte
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incolor (Becgak; Paulete, 1976). Os resultados dessa analise foram obtidos por meio
de fotomicrografias, usando uma camera fotografica acoplada ao microscépio ético
(modelo Olympus CX 31 com unidade de controle C 7070) do laboratério 54 de
Farmacognosia, da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

Para as anadlises histoquimicas foram utilizados os seguintes reativos:
floroglucina cloridrica para identificar tecidos e elementos lignificados (Sass, 1958),
Sudam |l para verificar a presenca de substancias lipofilicas (Foster, 1949), solucéo
de cloreto férrico a 2% (Johansen, 1940) e dicromato de potassio a 10% para detectar
compostos fenolicos e lugol a 1% para identificar o amido (Berlyn; Miksche, 1976) e
azul brilhante de Coomassie para identificagdo de corpos proteicos em material
vegetal (Bouzon, 2006).

4.3.2 Microscopia Eletrénica de Varredura por Efeito de Campo (FEG) e
Espectroscopia de Raios X por Energia Dispersiva (EDS)

Para as anélises de FEG, as amostras previamente fixadas em FAA foram
desidratadas em série crescente de solugdes de etanol (80%, 90% e 100%). Apds
essa etapa, as amostras foram submetidas ao ponto critico em aparelho Bal-Tec
CPDO030, utilizando COz2 liquido. As amostras totalmente secas foram fixadas em
“stubs” de aluminio com fitas adesivas de dupla face e depois revestidas com ouro,
usando um aparelho de revestimento por pulverizacdo Quorum (modelo SC7620
Sputter Coater) e/ou aparelho Balzers Union FL 9496 SCD 030 para todas as
amostras. As analises FEG e EDS foram realizadas no C-LABMU, da Universidade

Estadual de Ponta Grossa.

4.4 EXTRACAO E DETERMINAGCAO QUANTITATIVA DO OLEO ESSENCIAL

O OE foi extraido a partir de 100 g de folhas secas para as seis espécies de E.
badjensis, E. benthamii, E. dunnii, E. globulus, E. grandis e E. saligna,
separadamente, por meio de hidrodestilagao, utilizando o aparelho de Clevenger (U.S.
Pharmacopeia, 2005). A extracao foi conduzida por 4 h para as amostras de todas as
espécies.

Foi verificada a quantidade de OE extraido pela medida do volume no tubo
graduado, possibilitando o calculo do rendimento percentual dado pela razao entre o
volume em mL de OE obtido, pela massa da amostra utilizada, multiplicada por cem
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(sendo assim, volume de OE (mL) / massa de material vegetal (g) X 100). As analises
foram realizadas em triplicata, seguindo a Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2019).

Os OEs obtidos foram secos por sulfato de sédio anidro, estocados em tubo
Eppendorf, e armazenados em temperatura de 4 °C, em geladeira comum.

4.5 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS
4.5.1 Determinacéo da Densidade Relativa

Para a determinacédo da densidade (p = m + v) nas unidades de (g/mL),
primeiramente foi retirado todo o resquicio de agua presente no tubo Eppendorf pela
aplicacdo de sulfato de sodio anidro. Apds, o OE foi transferido para outro tubo
Eppendorf e, simultaneamente, teve sua massa determinada através de uma balanca

analitica, em temperatura ambiente a 25°C.

4.5.2 Determinacéo do indice de Refracao (IR)

A determinacdo desta andlise ocorreu no laboratério de Bioquimica, da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG). O indice de refracado foi aferido
através de um refratbmetro de Abbé, modelo RL1- Nr5630. Primeiramente, foi
realizada a calibracdo do equipamento, utilizando agua destilada para verificar sua
exatidao e, em seguida, foi realizada a afericado do indice de refracdo em triplicata,
determinado sob luz de s6dio no comprimento de 589,3 nm e temperatura de 20 °C,

segundo descricao da Farmacopeia Brasileira (2016).

4.6 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS VOLATEIS
4.6.1 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectroscopia de Massas (CG-EM)

Para realizacdo da identificacdo e quantificacdo dos compostos volateis
presentes no OE das espécies de Eucalyptus: E badjensis, E. benthamii, E. dunnii, E.
globulus, E. grandis e E. saligna foi realizada a cromatografia gasosa acoplada a um
detector de massas (CG-EM). Essa analise foi realizada em parceria com a
Universidade do Mississippi, Oxford, Mississippi, EUA.

Os OEs de E. badjensis, E. benthamii, E. dunnii, E. grandis, E. globulus e E.
saligna foram analisados por CG-EM usando um sistema GC Agilent 7890A equipado
com um espectrébmetro de massas quadrupolo 5975C e um amostrador automatico
7693 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA).



44

Dez microlitros dos OEs foram dissolvidos em 1 mL de n-hexano para cada
amostra de OE e na sequéncia foi injetado 1 pL da solugdo da amostra no aparelho.
O hélio foi usado como gas de arraste a uma taxa de fluxo de 1 mL/min. A temperatura
de entrada ficou em torno de 250° C com um modo de injecéo dividida para uma taxa
de divisdo de 50:1. A separagéo foi realizada em coluna capilar apolar DB-5MS
(Agilent J & W Scientific, Folsom, CA, EUA) com as mesmas dimensdes de 30 m x
espessura de 0,25 mm id x 0,25 pm. Injecbes em triplicata foram feitas para cada
amostra analisada. Os espectros de massa foram registados a 70 eV a um modo de
m/z 35 a 500. A aquisicdo de dados foi realizada com o Agilent MSD Chemstation
(F.01.03.2357).

A identificacdo dos compostos se deu pela comparacao dos espectros de
massa com o0s bancos de dados da Wiley e do National Institute of Standards and
Technology (NIST), usando um algoritmo de correspondéncia baseado em
probabilidade. A identificacdo adicional foi baseada nos indices de retengao relativos
comparados com a literatura (Adams, 2007). A percentagem bruta da area do pico de
cada composto foi obtida em andlises de CG-EM com leitura completa (coluna DB-
5MS).

4.6.2 Analise por Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia (CCDAE)

A andlise foi conduzida por um sistema de cromatografia em camada delgada
de alta eficiéncia (CCDAE) CAMAG, onde as 24 amostras dos OEs de: E badjensis,
E. benthamii, E. dunnii, E. globulus, E. grandis e E. saligna foram analisadas em placa
de silica gel 60 F254 (Merck), usando-se a fase mével acetato de etila: tolueno 5:95.
Estas amostras correspondem as seis espécies avaliadas na primavera, verao, outono
e inverno.

A solugédo padrao foi preparada com 10 pL de eucaliptol, a/B-tujona e a-
bisabolol diluidos em 990 pyL de tolueno. Uma solugdo estoque de borneol foi
preparada a 1 mg/mL em tolueno e, entdo, diluida para 100 pg/mL. Utilizou-se um
aplicador automatico (ATS4) para realizar as aplicacées na placa, com bandas de 8
mm, distancia entre as bandas de 11.4 mm, distancia da primeira aplicagcdo com
aborda esquerda da placa de 20 mm, distancia da aplicagcdo com a borda inferior da
placa de 8 mm e volume de aplicagao de 2 L.

O desenvolvimento da cromatografia ocorreu em uma cuba de

desenvolvimento automatico (ADC2), utilizando como fase mével acetato de
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etila/tolueno 5:95 v/v, depois da saturagao por 20 min e ativagédo a 33 % de umidade
relativa por 10 min, usando uma solucao saturada de cloreto de magnésio. A distancia
de migracao foi de 70 mm (da borda inferior da placa) e a secagem final ocorreu em
5 min. A derivatizacao foi realizada com anisaldeido e a preparacdo dos reagentes
ocorreu da seguinte forma: 85 mL de metanol foram colocados em um frasco de vidro
de 100 mL e resfriados em freezer. Ao metanol resfriado, foi adicionado 10 mL de
acido acético e 5 mL de acido sulfarico. Quando essa mistura atingiu a temperatura
ambiente, 0,5 mL de p-anisaldeido foi adicionado.

Para a visualizacdo da placa foi utilizado um visualizador (TLC Visualizer 2)
com as luzes UV 254 e 366 nm antes da reprivatizacao, UV 366 nm depois da
derivatizacdo com NP e luz branca apés derivatizacdo com NP e anisaldeido. As
analises foram executadas usando o software visionCATS versao 3.1. Os parametros
CCDAE estavam de acordo com o Capitulo geral da USP (203) (USP, 2017).

4.7 AVALIACAO DE ATIVIDADES BIOLOGICAS

Para as analises de atividade biolégica dos OEs das seis espécies de
Eucalyptus: E. badjensis, E. benthamii, E. dunnii, E. grandis, E. globulus e E. saligna,
foi realizada uma mistura (“poor’), consistindo em uma aliquota equivalente 1:1:1:1:

do OE proveniente de cada estacao do ano (primavera, verdao outono e inverno).

4.7.1 Testes antioxidantes
4.7.1.1 Eliminacao de 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)

A solucdo estoque das amostras (2,0 mg/mL) foram diluidas para
concentracoes finais de 300, 400, 500 e 600, 700, 800, 900 e 1000ug/mL em metanol,
separadamente. As amostras foram adicionadas a 2 mL de DPPH metandlico (0,1
mM), e o branco apresentava todos os reagentes. A mistura foi agitada e deixada em
repouso a temperatura ambiente no escuro. Apés 30 min, as absorbancias foram lidas
em espectofomotémetro a 515 nm. O BHT foi usado como controle positivo. Os
ensaios foram realizados em triplicata. A porcentagem de inibicao de DPPH (1%) foi
calculada usando a seguinte equacao: 1%= (Ao-A/Ao) x 100. Ao € a absorbancia da
solugcdo em branco e A é a absorbancia do 6leo essencial em metanol. O ICso foi
calculado para 50% de inibicao de DPPH (BRAND-WILIAMS et al., 1995, Rufino et al.,
2007a).
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4.7.1.2 Atividade de eliminacdo ABTSe+

A atividade antioxidante total foi medida usando um método aprimorado de
eliminacdo de radicais azinobis (acido etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) com
pequenas modificacdes. A solucdo estoque das amostras (2,0 mg/mL) foram diluidas
para concentragdes finais de 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500 e 1600pg/mL em
etanol, separadamente. Resumidamente, ABTS 7,0 mM e persulfato de potassio 140
mM foram misturados e mantidos no escuro por 16 h a temperatura ambiente. Antes
do uso, a solugdo ABTSe+ foi diluida em etanol (P.A) para obter uma absorbancia de
0,700 £ 0,05 a 734 nm. Em seguida, 1,980 mL de solugdo ABTS++ foram adicionados
20ul das diferentes concentra¢des da amostra. Apdés 30 min, a absorbancia foi lida em
734 nm usando espectrofotometro. A atividade de eliminagédo de ABTSe+ foi calculada
usando a seguinte equacao: Atividade de eliminacdo de radicais ABTS (%) = (AO-
A/A0) x 100 AQ é a absorbancia da solu¢cdo em branco e A é a absorbancia dos 6leos
essenciais. O IC50 foi calculado para 50% de inibicdo de ABTS (HALLIWELL, 1996,
Rufino et al., 2007Db).

4.7.1.3 Atividade antioxidante pelo sistema [3-caroteno/acido linoleico

A determinagéo da atividade antioxidante no sistema acido linoleico/B-caroteno
foi realizada conforme metodologia descrita por Lopes-Lutz et al. (2008), com algumas
modificagdes. A uma solugao contendo B-caroteno (2 mg) e cloroférmio (10 mL), foram
adicionados 20 mg de acido linoleico e 200 mg Tween 20. O cloroférmio foi totalmente
evaporado em evaporador rotatério. Posteriormente, adicionaram-se 50 mL de agua
destilada, previamente saturada com oxigénio por 30 minutos (emulséo A). Aliquotas
(200 pL) de cada amostra, foram adicionados em 5 mL da emulsdo de acido
linoleico/B-caroteno. As amostras foram submetidas a oxidacéo, incubando-as a 50
°C por 145 minutos. Como controle foi utilizado 5mL da emulséo de acido linoleico/3-
caroteno com 200 pL de metanol. A absorbancia foi lida a 470 nm em intervalos de
15 min, as amostras ficaram em repouso em banho maria ha 50°C, foram realizadas
as leituras até que a solucao controle ficasse incolor e a atividade percentagem de
inibicdo da oxidag&o (Rufino et al., 2007c).



47

4.7.2 Atividade Inseticida: Criacado dos Insetos

As cepas dos insetos popularmente denominados de percevejo da cama Cimex
lectularius Linnaeus,1758, apresentam-se em duas linhagens, sendo uma suscetivel
e outra resistente aos inseticidas piretroides (Bayonne 'Resistente a inseticidas' e Ft.
Dix 'Susceptivel') foram fornecidas pelo Dr. Changlu Wang do Departamento de
Entomologia, Universidade Rutgers, New Brunswick, NJ, USA e foram criadas em
massa no National Center for Natural Products Research (NCNPR), na Universidade
do Mississippi, Oxford, USA.

Os insetos foram mantidos em frascos de vidro transparente de 473 mL,
contendo papel-toalha. Os frascos foram cobertos com pano de malha fina para
ventilacdo, preso por um elastico (Campbell; Miller, 2015) e acondicionados em uma
camara de crescimento a 26°C e 60% de umidade relativa, com um fotoperiodo de
13:11 h claro/escuro. Os insetos foram, semanalmente, alimentados com sangue de
coelho desfibrinado (Hemostat, CA) (Figura 10).

Figura 10 - Camera onde os insetos (Cimex lectularius) foram mantidos em condigbes controladas de
crescimento

Fonte: Imagem cedida por Dr. Jnaid Rehman (2018)
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Os insetos foram alimentados de acordo com o método descrito por Montes
Cuadrillero e Vilella (2002). Alimentadores de sangue (CG-1836-75 ChemGilass, NJ)
foram ligados a um banho de agua utilizando tubos de latex e um pedaco de
membrana de parafilme "M" foi esticado ao longo do fundo do alimentador. Colocou-
se 5 mL de sangue de coelho desfibrinado (Hemostat) no centro oco do material de
vidro e reuniu-se no parafilme. O parafilme forneceu uma barreira para o inseto se
alimentar. O banho de 4gua foi ajustado para circular e aquecer o sangue a 37°C. Os
insetos se deitaram apos a alimentacéao e os frascos foram removidos. Para conducao

dos experimentos de inseticida foram usados dois métodos, tépico e fumigante.

4.7.3 Atividade Inseticida: Bioensaio Topico

Os OEs das seis espécies deste estudo foram expostos ao teste de toxicidade
frente a duas cepas de percevejo, sendo uma resistente aos inseticidas piretroides
denominada de 'Bayonne' e outra suscetivel, 'Ft. Dix’. Os ensaios foram conduzidos
de acordo com o procedimento descrito por Romero, Potter e Haynes (2009). Os
insetos adultos foram separados na placa de Petri (Figura 11), usando uma pinca e,
entdo, foram anestesiados com CO2 e 1 pL de acetona foi colocado na superficie
dorsal do abdémen com um dispensador de repeticdo de méo (Hamilton Co., Reno,
NV), equipado com uma seringa de vidro de 50 mL (Hamilton Co). Insetos controle
receberam apenas 1 pL de acetona. Apés o tratamento, os insetos foram transferidos
para os frascos de vidro transparente de 20 mL, contendo uma tira de papel (padrao

92 - papel multiuso) e mantidos na cdmara de crescimento.

Figura 11 - Os insetos (Cimex lectularius) em placa de petri apds aplicagéo dos tratamentos

Fonte: Imagem cedida por Dr. Junaid Rehman (2018)
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Os dados para a mortalidade dos insetos foram registados aos 1,2, 3,5e 7
dias ap6s o tratamento. Os insetos foram considerados mortos quando nenhuma parte
do corpo se moveu, apds serem tocados com uma agulha. Ocorreram 3 repeticoes
com 10 insetos (ambos os sexos) / réplica. Quatro doses foram utilizadas, 125, 50, 25
e 12,5 yg de OE/inseto e a deltametrina foi usada como inseticida controle padrao
(Figura 12).

Figura 12 - Esquema representativo do delineamento experimental utilizado para avaliagdo da atividade
inseticida topica sobre Cimex lectularius

CTR DEL
EBT EDN EGL
EGR ESG ERD

125 50 25 125

Fonte: A autora

Nota: Os tratamentos do experimento topico: E badjensis (EBD), E. benthamii (EBT), E. dunnii (EDN),
E. globulus (EGL), E. grandis (EGR) e E. saligna (ESG) nas doses de doses, 125, 50,25 e 12,5
ug oleo essenciall/inseto. CTR (Controle) e DEL (Inseticida padréo Deltametrina).

4.7.4 Atividade Inseticida: Bioensaio de Fumigacao

Os insetos foram submetidos a toxicidade por vapor em frascos de vidro
transparente de 125 mL. Um pequeno pedaco de papel foi colocado no fundo da jarra
para fornecer um substrato para os insetos durante os testes com os OEs das seis
espécies: E badjensis, E. benthamii, E. dunnii, E. globulus, E. grandis e E. saligna
(Figura 13).

Figura 13 - Os insetos (Cimex lectularius) em frascos de vidro apés aplicagdo dos tratamentos

Fonte: Imagem cedida por Dr. Junaid Rehman (2018)
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Os insetos foram introduzidos nos frascos 2-4 h antes do tratamento para se
aclimatarem. Uma solugdo de tratamento ou aliquota de acetona de 2 pL foi
depositada diretamente na superficie interna da parede lateral da garrafa a 4 cm do
fundo da garrafa usando uma seringa a 50 pyL (Hamilton Company, Reno, NV)
acoplada a um PB600, Reno, NV). Cinco concentragées: 15,6, 31,25, 62,5, 125 e 250
ug de OE/125 cm? foram testadas contra os insetos. Os frascos foram colocados na
camara de crescimento e os dados para mortalidade foram registrados 24 h apés o
tratamento. O 2,2-diclorovinil- dimetilfosfato (DDVP) foi usado como padréao
(deltametrina- inseticida piretroide) (Figura 14).

Figura 14 - Esquema representativo do delineamento experimental utilizado para avaliagdo da atividade
inseticida com fumigacao sobre Cimex lectularius.

Transferéncia
Aclimatizagéo ‘para cdmara do
no frasco ‘grescimento

Tratamento Hegistro de
martalidade
- CTR DDVP ACT i g

EAT EDN EGL
EGR ESG EBD

Fonte: A autora

Nota: Os tratamentos do experimento residual: E badjensis (EBD), E. benthamii (EBT), E. dunnii (EDN),
E. globulus (EGL), E. grandis (EGR) e E. saligna (ESG) nas doses de doses, 125, 50,25 e 12,5
Mg 6leo essencial/inseto. CTR (Controle) e DEL (Inseticida padrdo Deltametrina).

4.7.5 Atividade Anti-Inflamatéria: Animais

Os experimentos foram conduzidos usando camundongos machos e fémeas
obtidos no Biotério Central da UFGD (Universidades Federal da Grande Dourados),
mantidos a 22-27 °C com livre acesso a agua e dieta, em ciclo claro/escuro 12:12 h
exceto durante os ensaios. As fémeas e machos Swiss apresentaram entre 20-25 g
(n=6), Os ensaios foram realizados segundo os aspectos éticos da experimentacao
animal, sendo respeitadas as normas preconizadas pelo CONCEA (Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal). O Comité de Etica da UFGD
(n°07/2017), se encontra no Anexo A.
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4.7.6 Atividade Anti-Inflamatoria: Edema de Pata Induzido Por Carragenina

Camundongos Swiss machos foram divididos em grupos experimentais (6
animais/grupo) e tratados por via oral (1 h antes da carragenina) com os OEs das seis
espécies de Eucalyptus, E. badjensis, E. benthamii, E. dunnii, E. grandis, E. globulus
e E. saligna, nas doses de 100 mg/kg de animal em estudo. No grupo controle positivo,
foi administrado o anti-inflamatério esteroidal dexametasona (0,5 mg/kg, via
subcutanea), 30 min antes da carragenina. ApOs os respectivos tratamentos, os
animais receberam na pata direita 50 pL de solugéo de carragenina (Cg — 300 pg). A
pata esquerda recebeu o mesmo volume de salina, sendo utilizada como controle. A
medida do edema foi realizada em ambas as patas por meio de um pletismémetro,
0,5; 1; 2 e 4 h apds a administracdo da carragenina, conforme desenho experimental
da Figura 15 (Kassuya et al., 2006).

Figura 15 - Esquema representativo do modelo experimental anti-inflamatério do edema induzido por
carragenina

v 4 4
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® Oleos Essenciais V¥ Dexametasona Carragenina
A Von Frey W Edema ¥ Sensibilidade frio

Fonte: A autora

4.7.7 Atividade Anti-Inflamatéria: Modelo de Pleurisia

Camundongos Swiss fémeas foram divididos em diferentes grupos
experimentais (6 animais/grupo): grupo controle (tratado com solugao salina, via oral);
grupo naive (tratado com solucéo salina, via oral sem exposicao a doencga); grupo
experimental que consistiu na administragdo do 6leo essencial por via oral na
concentracdo de 10mg/kg das seis espécies em estudo, E. badjensis, E. benthamii,
E. dunnii, E. grandis, E. globulus e E. saligna e o grupo controle positivo (0,5 mg/kg
de dexametasona, via subcutanea). Apés uma hora de tratamento, os grupos tiveram

administracédo de 100 uL de carragenina (1%) por injecao intrapleural, para indugéo
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da inflamagao aguda no local. O grupo controle e o grupo naive recebeu por injecao
intrapleural, 100 pL de solugéo salina estéril (Vinegar et al.,1973)

Apo6s quatro horas, os animais foram anestesiados com isofluorano (Isoforine®)
(inalante) e por abertura da cavidade abdominal, receberam 2 mL de PBS para a
lavagem da pleura (Velo et al.,1973). A contagem total de leucocitos sera realizada a
partir de 20 pL da amostra homogeneizada em 400 pL de liquido de Turck. Deste
preparado, 10 L foi colocado na camara de Neubauer para contagem de leucécitos
em microscépio optico. O numero de leucdcitos foi calculado a partir de: Contagem x

20 x 10-6, conforme representado na Figura 16 (Kassuya et al., 2006).

Figura 16 - Esquema representativo do modelo experimental de pleurisia
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Fonte: A autora

Os niveis de 6xido nitrico foram determinados pela reacéao de Griess (Green et
al.,1982) e a concentracdo de proteina foi determinada a partir da lavagem pela reagéo
de Bradford, utilizando o kit de Bradford comercial seguindo as orientagdes do

fabricante (Bioagency, Sao Paulo, Brasil).

4.7.8 Atividade Anti-Inflamatéria: Hiperalgesia Mecanica

A sensibilidade mecéanica da pata traseira foi medida pela determinacao dos
limiares de retirada. Os limiares nociceptivos (g) foram estimados usando uma versao
eletrbnica do teste de Von Frey (Insight ®, EFF 301, analgesimetro digital). Grupos
separados de camundongos Swiss machos (n = 6) foram tratados por via oral na
concentracdo de 100mg/kg das seis espécies em estudo, E. badjensis, E. benthamii,
E. dunnii, E. grandis, E. globulus e E. saligna e o grupo controle positivo (0,5 mg/kg

de dexametasona, via subcutanea).
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Apd6s 1 h, a partir tratamento, foi uma injegao intraplantar da carragenina (300
Mg/pata), na pata direita, enquanto na pata esquerda uma injegao de soro fisioldgico.
Pressdo constante foi aplicada a superficie plantar da pata traseira direita com o
analgesidmetro até que os camundongos vocalizassem ou removessem a pata,
indicando o nivel de sensibilidade mecanica induzida pela sensibilizacdo, 3 e 4 horas
apds a administracdo de carragenina (Formagio et al., 2019; lto et al., 2001).

4.7.9 Atividade Anti-Inflamatéria: Estimulacao Térmica a Frio

A sensibilidade ao frio foi avaliada pelo teste da acetona. Os animais foram
alojados em plataforma suspensa e a acetona (20 uL) foi distribuida na pele da face
plantar da pata traseira direita. A reacdo, como indicado pela lambida da pata,
agitacdo ou esfregar a pata, foi observada e registrada (Decosterd; Woolf, 2000;

Formagio et al., 2019).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Para as andlises de rendimento do 6leo essencial (% p/v) em funcao da
sazonalidade (primavera, verao, outono e inverno), foi realizada a média (n=3) seguida
de ANOVA, adotando o teste de Tukey com *p < 0.05.

Para as anadlises do perfil quimico, realizaram-se andlises univariadas e
multivariadas de variancia (ANOVA), seguidas pelos testes de escala multipla de
Tukey. As diferengas entre os valores médios individuais foram consideradas
significativas se o valor de p < 0.05. Com o resultado dos graficos multivariados da
Andlise de Componentes Principais (PCA - Principal Component Analysis),
desenvolveu-se um dendrograma na analise de cluster hierarquico baseadas no perfil
quimico de 24 amostras de 6leo essencial obtidas da analise cromatografica (GC-MS)
de seis espécies de eucalipto nas quatro estagdes (primavera, verdo, outono e
inverno). O método de agrupamento aplicado foi o de vizinho mais préximo e a medida
de dissimilaridade foi a distancia euclidiana, possibilitando a divisdo das amostras em
grupos de acordo com as caracteristicas semelhantes.

Para o teste de atividade inseticida, as médias de tratamento da toxicidade
foram comparadas usando analise de variancia de dois fatores (ANOVA) e separadas
pela diferenca significativa de Tukey. As anadlises foram realizadas no SAS® 9.3 e no
JMP® 10.0.



54

Para as analises de antioxidante a analise diferiu para cada método utilizado.
Os dados foram apresentados como médias seguidas de seus respectivos EPMs. Foi
utilizada analise de variancia (ANOVA) seguidos dos testes de Student Newman-
Keuls e Tukey. Em todos os testes o indice de significancia estatistica considerada
sera menor ou igual a 5% (p > 0,05) quando comparado com os controles. No ensaio
de DPPH, a porcentagem de inibicdo do DPPH (I%) foi calculada pela equacao: % | =
(A (branco) - A (amostra)) / A (branco)) x 100. A atividade antioxidante foi expressa
como ICso (mg/mL), definida como concentracdo do material de teste necessario para
causar uma diminuicao de 50% na concentracéo inicial de DPPH (BENDAOUD et al.,
2010; SILVA et al., 2017). Ja na atividade de eliminagdo de ABTS foi calculado usando
equacao: Atividade de eliminacdo de radicais ABTS (%) = (Abranco—- Aamostra /
Abranco) x 100. Todos os testes foram feitos em triplicata (SILVA et al., 2017).

Para os testes de atividade anti-inflamatéria, os dados foram apresentados
como médias seguidas de seus respectivos desvios padrdo. Foi utilizada anélise de
variancia (ANOVA) seguida dos testes de Tukey. Em todos os testes, o indice de
significancia estatistica considerado foi menor ou igual a 5% (p < 0.05) quando

comparado com os controles.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE MORFOANATOMICA DOS PECIOLOS

No presente estudo, a morfoanatomia do peciolo de seis espécies de
Eucalyptus, a saber: E. badjensis, E. benthamii, E. dunnii, E. grandis, E. globulus e E.
saligna foi investigada e comparada (Figura 17a-f), sendo que as principais
caracteristicas diferenciais estdo sumarizadas no Quadro 2 e discutidas a seguir.

Quanto ao comprimento do peciolo, E. benthamii apresentou-se como 0 maior
(23-29 mm + 2,13), enquanto E. badjensis foi o menor (12,3-18 mm = 3,18).
Considerando que todos os peciolos se mostraram relativamente longos foram
realizadas secg¢Oes transversais nas regides proximal, medial e distal, sendo
observadas diferencas intraespecificas e interespecificas.

De uma maneira geral, as caracteristicas presentes em todos o0s peciolos,
independentemente a regido analisada, sédo: epiderme unisseriada coberta por
cuticula lisa e espessa (Figuras 18 - 20), sistema vascular bicolateral (Figuras 18 -
20), bainha de fibras descontinua (Figuras 18 - 20), idioblastos cristaliferos (Figuras
18 - 21) e fendlicos (Figuras 18,20, 21).

Figura 17 - Morfologia das folhas de Eucalyptus

0H 00
000

Fonte Migacz et al. (2018)
Nota: E. badjensis (a), E. benthamii (b), E. dunnii (c), E. globulus (d), E. grandis (e) e E. saligna (f). Face
abaxial (ab) e Face adaxial (a ( d) Barra = 2 cm
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Em se tratando da forma do peciolo em seccao transversal, as formas mais
encontradas foram circulares (Figuras 18b, g, h, 18b, g, h,) e elipsoide (Figuras 18a,
c,i;18a, c i ;19a, c, i), enquanto a forma plano-convexa foi encontrada somente na
regiao distal de E. badjensis (Figura 20a) e E. saligna (Figura 20e). Eucalyptus
badjensis (Figura 18a) e E. saligna (Figura 19i) evidenciaram diferenga na regiao
medial e distal, respectivamente. As demais espécies apresentaram pouca variagao
intraespecifica. Para melhor elucidar os resultados foi realizada a diagramacao dos

peciolos nas trés regides proximal, medial e distal (Quadro 2).

Figura 18 - Anatomia de Eucalyptus (peciolos em seccao transversal, porcao proximal)
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Fonte: A autora

Nota: Peciolos em secgéo transversal. porgao proximal - microscopia de luz. E. badjensis (a-d), E.
benthamii (b-e), E. dunnii (c-f), E. globulus (g-j), E. grandis (h-k) e E saligna (i-1). [cr: cristal, cv:
cavidade oleifera, eo: 6éleo essencial, ep: epiderme, fi: fibras, le: lenticela, pc: compostos
fendlicos, ph: floema, xy: xilema]. Barra: a-c, g-i = 200 ym, d-f, j-1 = 50 pm.
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Todavia, diferengas entre as espécies foram verificadas como observadas no
Quadro 2. Sistema vascular bicolateral foi encontrado em todas as espécies, contudo
0 arranjo desse sistema se mostrou importante na comparacao intraespecifica como
em E. badjensis que apresentou feixe em arco aberto na regido proximal (Figura 18a)
e em arco aberto com as extremidades invaginadas nas regides medial (Figura 19a)

e distal (Figura 20a).

Figura 19 - Anatomia de Eucalyptus (peciolos em secgao transversal, porgao medial).

Fonte: A autora

Nota: Peciolos em seccao transversal. porgdo medial - microscopia de luz. E. badjensis (a-d), E.
benthamii (b-e), E. dunnii (c-f), E. globulus (g-j), E. grandis (h-k) e E saligna (i-l). [cr: cristal, cr:
cristal, ct: cuticula, cv: cavidade oleifera, eo: 6leo essencial, ep: epiderme, fi: fibras, le: lenticela,
pc: compostos fendlicos, ph: floema e xy: xilema]. Barra: a- ¢, g-i = 200 ym, d-f, j-| = 50 ym.
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Da mesma forma, o padrdo do sistema vascular se mostrou importante na
diferenciacao das espécies, sendo que 4 tipos foram observados, a saber: Unico em
arco aberto (Figura 18a), unico em arco aberto com as extremidades invaginadas
(Figura 18i) unico em formato de C com a abertura para a face adaxial (Figura 18b,
189, 18h, 19b, 19g, 19h, 20b, 20g, 20h) e um feixe em arco aberto e dois dorsais
(Figura 18c, 19c, 20c).

Fonte: A autora

Nota: Peciolos em seccdo transversal. porgdo medial - microscopia de luz. E. badjensis (a-d), E.
benthamii (b-e), E. dunnii (c-f), E. globulus (g-j), E. grandis (h-k) e E saligna (i-l). [cr: cristal, cr:
cristal, ct: cuticula, cv: cavidade oleifera, eo: 6leo essencial, ep: epiderme, fi: fibras, le: lenticela,
pc: compostos fendlicos, ph: floema e xy: xilema]. Barra: a- ¢, g-i = 200 ym, d-f, j-| = 50 ym.
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As caracteristicas da forma do peciolo e do sistema vascular, em seccéo
transversal, fornecem subsidios para a identificacdo de uma espécie em particular,
mostrando-se também relevante para a diferenciagdo entre outras do grupo.

Ou seja, as combinacdes do contorno do peciolo com o tipo de arranjo do feixe
vascular em todas as espécies examinadas no presente estudo tém valor importante
para uso na identificacao e diferenciacdo de espécies de Eucalyptus.

De acordo com recentes estudos publicados, a forma do peciolo em secgéo
transversal, o padrdao do sistema vascular e a presenca de idioblastos sao
caracteristicas microscopicas que auxiliam na diferenciacdo e identificacdo de
espécies vegetais, como evidenciados para os géneros Passiflora L. (Wosch et al.,
2015), Hopea Roxb. (Talip et al., 2017), Mikania Willd. (Almeida et al., 2017) e Piper
L. (Bertocco et al., 2017; Santos et al., 2021).

Todas as espécies possuem cavidades secretoras distribuidas no parénquima
fundamental do peciolo (Figuras 18I, 19I, 20l). Eucalyptus badjensis apresentou
cavidades de maiores dimensdes (152,5 um) em relacao as demais espécies (Quadro
2). Esse dado vai ao encontro do maior rendimento de OE obtido nesse estudo.

Cavidades secretoras podem ser encontradas em todos os 6rgéaos de espécies
de Myrtaceae (Metcalfe; Chalk, 1950). Nesta familia, eles sdo espacos intercelulares
isolados, grandes e em forma de esfera que correspondem aos locais de secrecéo
interna e armazenamento. Eucalyptus saligna apresentou as menores cavidades
conforme observado no Quadro 2 e na Figura 21i).

As cavidades secretoras presentes nas espécies de Eucalyptus, contém nao
apenas monoterpenos e sesquiterpenos, mas também flavanonas segundo estudo de
Goodger et al. (2016). Em eucalipto, essas estruturas secretoras sdo comumente
encontradas préximas a epiderme, no mesofilo e na nervura central (Déll-Boscardin et
al., 2010; Goodger et al., 2016; Migacz et al., 2018; Pauzer et al., 2021) da folha e no
cortex do caule (Saulle et al., 2018; Pauzer et al., 2021) e no peciolo (Brito et al.,
2021).

Também foram observadas lenticelas/suber cicatricial nos peciolos de E. dunnii
e E. grandis em (Microscopia Eletrénica de Varredura) - MEV, e microscopia 6tica —
MO, da mesma forma que ocorrem para a lamina foliar nas espécies de E. badjensis,
E. benthamii, E. dunnii, E. grandis, E. globulus e E. saligna (Migacz et al., 2018).

Histoquimicamente, houve reacao positiva em todas as espécies com Sudam
lll e Sudam Black para compostos lipofilicos na cuticula (Figura 21b e 21f) e dentro
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das cavidades secretoras (Figura 21b e 20g). Essas caracteristicas sdo comuns a
varias espécies de eucalipto (Santos et al., 2008; Migacz et al., 2018; Saulle et al.,
2018; Pauzer et al., 2021).

Compostos lipofilicos em plantas podem estar presentes na cera epicuticular
(depositada nas superficies externas da lamina), cutina (presente dentro e sobre as
paredes celulares epidérmicas externas), suberina (depositado no interior das paredes
primarias das células de certos tecidos como endoderme), e secrecoes ou depdsitos
de 6leo essencial (no interior de células, dutos, cavidades e tricomas glandulares),
entre outros.

O Sudam Il cora os lipidios de vermelho ou laranja-avermelhado, enquanto o
Sudam black cora de marrom a preto, nos testes histoquimicos (Brito et al., 2021).
Neste estudo, dentro das cavidades secretoras foi encontrado somente material
lipofilico. Estes dados vao de encontro do observado em E. tereticornis o qual
apresentou somente material lipofilico dentro das cavidades secretoras, ndo sendo
encontrados compostos fendlicos (Brito et al, 2021), como os observados por
Goodger et al. (2016).

Comparando o tamanho das cavidades secretoras (Quadro 2), E. badjensis
apresenta o maior tamanho nas cavidades o que € demonstrado na Figura 21a.
Enquanto a espécie que apresentou maior nimero de cavidades com menor tamanho
foi E. saligna, conforme observado na Figura 21i.

Nas reacoes histoquimicas ainda, em todas as espécies foram encontrados
compostos fendlicos que reagiram positivamente na presenga de cloreto férrico
(FeCls) a 10%, que através da precipitacao de ferro, produz coloracdo marrom escuro
ou preta, e solucao de dicromato de potassio 20% que produz uma cor marrom ou
marrom-avermelhada (Badria; Aboelmaaty, 2019), sendo localizados, portanto no
floema do peciolo e no parénquima fundamental (Figura 21c, 21d, 21e). Esta
informacdo vai ao encontro da literatura para E. tereticornis (Brito et al., 2021) e para
E. saligna (Saulle et al., 2018).

Os compostos fendlicos pertencem a um grupo de substancias formadas por
pelo menos uma unidade fendlica e compreendem subgrupos como acidos fendlicos,
taninos, quinonas, lignanas e flavonoides e sdo encontrados em quase todos os
orgaos das plantas. Os fendlicos sdo responsaveis pela defesa e adaptagdo do
vegetal ao ambiente (herbivoria, doencgas fungicas, evapotranspiracdo excessiva
entre outros) (Tanase; Cosarca; Muntean, 2019).
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Em todas as espécies foi encontrada a presenga de lignina, onde a floroglucina
cloridrica reagiu positivamente (o floroglucinol, em meio &cido, cora a lignina nas
paredes celulares de rosa a vermelho) nas fibras esclerenquimaticas e no xilema
(Figura 21g). As mesmas caracteristicas foram encontradas em E. saligna (Saulle et
al., 2018). No entanto, Santos et al. (2008) encontraram resultados negativos em
varias espécies de eucalipto ao analisar plantas jovens com 120 dias de idade.

A lignina é uma substancia encontrada em varias ou em todas as camadas da
parede secundaria que participam do processo de lignificacao, resultando em uma
importante modificacdo das propriedades da parede celular. Esse processo leva a
perda da elasticidade celular, aumento significativo da rigidez e compressao a tragao
e diminuicao da permeabilidade a agua (Monteiro; Pereira; Abreu, 2004).

Pequenos aglomerados de grdaos de amido foram encontrados nas células
especializadas do colénquima, proximas as fibras esclerenquimaticas, sendo que
essas reagiram positivamente com lugol (Figura 21f).

Essas caracteristicas foram observadas em varias espécies de eucalipto
(Migacz et al., 2018; Pauzer et al., 2021). O amido é uma das principais substancias
ergasticas do protoplasto e consiste em uma longa cadeia de polissacarideos
agrupados como cristais ao redor de um hilo e formando granulos caracteristicos (Brito
et al., 2021).

As analises histoquimicas em plantas sdo dedicadas ao estudo da
caracterizacao, distribuicdo e densidade do acumulo de substancias quimicas.
Compostos ou grupos de metabdlitos secundarios (componentes lipofilicos,
mucilagem, elementos lignificados e compostos fendlicos) dentro de tecidos e células,
usando coloracdes especificas, indicadores em microscopia de luz e posterior registro
fotografico (Vitti; Brito, 2003; Badria; Aboelmaaty, 2019) e a presenca desses
compostos auxiliam na diagnose de drogas vegetais (Manfron et al., 2022).

Como exemplo, Monteverdia ilicifolia Mart. ex Reissek, contém taninos
condensados, o teste de vanilina cloridrica confirma a presenca ou auséncia desse
grupo de metabdlitos fornecendo subsidios ao controle da qualidade de produtos a
base de espinheira-santa (Antunes et al., 2023).
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Fonte: A autora

Nota: Eucalyptus badjensis, E. benthamii, E. dunnii, E. grandis, E. globulus e E. saligna. Testes
histoquimicos. E. badjensis com reagdo de sudado lll (a) e floruglucina cloridrica (g), E.
benthamii com reagao ao cloreto férrico (c) e reagao com iodo (f), E. dunnii com solugao de
sudam Il (b), E. grandis com reacao do dicromato de potassio (e) e solugdo de sudam Il (h),
E. globulus com solugao de azul brilhante de Comassie (d) e E. saligna com solugao de sudam
1l (i). [be: bainha esclerenquimatica, co: colénquima; ct: cuticula; cv: cavidade, dr: drusa; eo:
6leo essencial, ep: epiderme, fi: fibra; pc: compostos fendlicos; ph: floema; pr: prisma; sg: graos
de amido e xy: xilema. Barra de escala: 100 ym (a, b, c, d, e, f, g, h); 50 ym (h); (i) 200 ym].

Neste estudo como os fatores ambientais das plantas foram controlados
(mesmo local de cultivo), com mesma idade fenologica, as diferencas encontradas
s&o somente intrinsecas a genética do vegetal.

Em estudo na Coreia que resultou em uma chave dicotbmica (Song; Hong,
2018), os autores analisaram anatomia das regides proximal, medial e distal dos
peciolos de um total de 32 espécies (subfamilia Sorbarieae (Rosaceae)) e do género
relacionado Lyonothamnus e encontraram vérias diferencas, principalmente nos
feixes vasculares entre a regiao medial e distal do peciolo das espécies analisadas.
Vale destacar que tais diferencas podem ter sido causadas pelas variagbes inerente
ao habito das espécies e do processamento do material vegetal, uma vez que este foi
obtido de material herborizado proveniente de 18 paises diferentes.
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Caracteristicas

E. badjensis

E. benthamii (Ebe)

E. dunnii (Edu)

E. globulus (Egl)

E. grandis (Egr)

E. saligna (Esa)

(Eba)
Tamanhodo | 123-18mM £ | 53 59 4318 | 11,626 mm+58 | 18-28 mm + 4,33 14-23 mm + 6,14 14-18 mm + 2,15
peciolo (cm) 3,18
Formato P Elipsoide Circular Elipsoide Circular Circular Elipsoide
em sec¢do | M | Plano-convexo Circular Elipsoide Circular Circular Elipsoide
transversal | D Elipsoide Circular Elipsoide Circular Circular Plano-convexo
Unico em arco Unico em formato de | Um feixe em arco Unico em formato de C Unico em formato de | Unico em arco aberto
P C com a abertura aberto e dois com a aberturaparaa | C com a abertura para | e com extremidades

aberto

para a face adaxial

feixes dorsais

face adaxial

a face adaxial

invaginadas

Sistema M

Unico em arco
aberto

Unico em formato de
C com a abertura

Um feixe em arco
aberto e dois

Unico em formato de C
com a abertura para a

Unico em formato de
C com a abertura para

Unico em arco aberto
e com extremidades

vascular para a face adaxial feixes dorsais face adaxial a face adaxial invaginadas
i@gﬁ:?gﬁ}o Unico em formato de | Um feixe em arco | Unico em formato de C Unico em formato de | Unico em arco aberto
D . C com a abertura aberto e dois com a aberturaparaa | C com a abertura para | e com extremidades
extremidades . ) ; . ; . :
. . para a face adaxial feixes dorsais face adaxial a face adaxial invaginadas
invaginadas
Numero de 67 5.7 2-3 4-7 3-6 9-10
cavidades
Diametro das
cavidades 152,5 ym 105,2 ym 110,4 ym 112,0 ym 106,2 ym
secretoras
Diagrama oy o 5 (o s
. - < (&) ) &) @2
Peciolo Proxima de el W — = e,
Diagrama e () . (@)
Peciolo Medial ) \Q_ j/ @ \8) @
Diagrama @ @ (o) s
Peciolo Distal = — &=
Irregular
Prismatico retangular Em forma de Romboide Romboide Romboide
placas
Mgrfotllpos Prismatico Em forma de placas Amqrfo Drusa Drusa
cristalinos retangular Cubico
Romboide D Em forma de placas Prisméatico retangular
Drusa Prismatico rusa Prismati | c
hexagonal rismatico retangular ubo

Fonte: A autora
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Os morfotipos de cristais presentes nos peciolos das espécies de E. badjensis,
E. benthamii, E. dunnii, E. globulus, E. grandis e E saligna estao ilustrados na Figura
22.

Figura 22 - Cristais presentes nos peciolos das espécies de E. badjensis, E. benthamii, E. dunnii, E.
globulus, E. grandis e E saligna

Fonte: A autora

Nota: Microscopia Eletronica de varredura (MEV) — secgéo transversal. E. badjensis (a, g, m, s), E.
benthamii (y, b, h, n, t), E. dunnii (z, c, i, 0, u, a"), E. globulus (4, j, p, v, b’), E. grandis (e, k, q,
c’) e E saligna (1, r, x, d’). [am: amorfo; cb: cristal cubico, dr: drusa; he: cristal hexagonal; ir:
cristal irregular; re: retangular; ro: cristal romboide; se: seta; st: estiloide. Barra de escala: j=
500 uym; a, d’ =200 ym; p=50 um; g, s, b, h, ¢, k, I, r, x=10 ym; m, t, z, i, @’, e =20 ym; q=5 um].

Os cristais de oxalato de calcio sao comumente relatados em familias botanicas
de maior porte e ocorrem na maioria dos 6rgaos e tecidos. Sao classificados,
simplificadamente, em cinco categorias: areia cristalina, drusas, réafides, estiloides e
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cristais prismaticos. Sendo que todas essas formas se originam de um unico cristal,
podendo ocorrer agregacao (Franceschi; Horner, 1980).

Normalmente, os morfotipos dos cristais, bem como sua distribuicdo nos
tecidos vegetais, sdo constantes dentro de um taxon especifico (Franceschi; Horner
1980; Nakata, 2003). No entanto, o tamanho e quantidade de cristais presentes
dependem das mudancgas na concentragdo de calcio no solo (Franceschi; Nakata,
2005).

Dechen e Nachtigall (2007) descrevem minuciosamente o metabolismo de
célcio nas plantas. Resumidamente, o célcio € absorvido pelas plantas a partir do solo
na forma de Ca? (este é dependente do nitrogénio disponivel para sua completa
absorcao), sendo transportado no xilema e em partes no floema. Depois de ser
transportado para o interior da planta, mais especificamente no floema, o calcio se
torna imoével. Portanto a maior parte do Ca no tecido vegetal proveniente do &cido
oxalico sintetizado de forma enddgena, encontra- se sob formas nao sollveis em
agua, estes sais calcicos de baixa solubilidade como o carbonato e o oxalato de célcio
daréo origem aos cristais, estes por sua vez se cristalizam em formas caracteristicas
dando origem aos morfotipos cristalinos.

Portanto os cristais ocorrem, geralmente nos caules (Brustulim et al., 2020), em
folhas (Migacz et al., 2018; Machado et al., 2019), peciolos (Brito et al., 2021) e pode
ser depositado também em diferentes tecidos e locais, como nas células epidérmicas,
externamente a epiderme (Almeida et al., 2020), no mesofilo (Tirloni et al., 2018), e no
cértex e medula do caule ou ainda sob a epiderme no limbo foliar como o cristal
prismatico encontrado em E. globulus (Migacz et al., 2018). Porém podem ser
encontrados também em raizes (Gonzalez et al., 2009).

As funcgdes propostas dos cristais incluem a regulacédo do célcio, protecao da
planta contra herbivoros e desintoxicacao de aluminio e metais pesados (Franceschi;
Nakata 2005). Em Eucalyptus, o morfotipo e a localiza¢ao dos cristais sdo caracteres
diagndésticos que auxiliam na identificacdo da espécie (Brito et al., 2021).

Foram encontrados cristais prismaticos e drusas no mesofilo de E. badjensis,
E. benthamii e E. dunnii (Migacz et al., 2018), cristais prismaticos na nervura central e
peciolo de E. saligna (Saulle et al., 2018), prismas, agregados de placas, drusas e
tabulares no mesofilo, nervura central e medula de E. cinerea (Pauzer et al., 2021).

Considerando os varios tipos de cristais de oxalato de calcio em espécies de

Eucalyptus, uma investigacdo minuciosa € necessaria para determinar os morfotipos
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e padrées dos cristais no peciolo. De forma geral, E. dunnii foi a espécie que
apresentou maior quantidade de diferentes morfotipos cristalinos (Quadro 2).

Como em todos os estudos anatdbmicos, deve-se considerar cuidadosamente a
influéncia potencial de fatores como idade da planta e condicées ambientais (Santos
etal.,,2018; Talip et al., 2017). Para efeito de diferenciacao de espécies de Eucalyptus,
este trabalho avaliou plantas em mesma idade e de mesmo ambiente, fato que nunca
foi relatado anteriormente na literatura para as espécies de Eucalyptus. Dessa forma,
as caracteristicas obtidas do presente estudo fornecem subsidios de alto valor
diagnéstico e taxonémico para a identificacao das espécies avaliadas.

No presente estudo, os espectros das microanalises qualitativas de raios-X
(EDS) dos cristais mostram picos de calcio, carbono e oxigénio (Figuras, 23a, 23f,
24a, 24b), sugerindo que esses cristais sdo de oxalato de calcio. Na figura 24c foi
utilizada a técnica de mapeamento dos cristais, em microscopia eletrénica de
varredura evidenciando na coloragdo a presenca de calcio, em azul o oxigénio e
carbono em vermelho.

A presenca, o tipo e a composicdo quimica dos cristais tém auxiliado na
diagnose de drogas vegetais, como observado em espécies de Asteraceae (Almeida
et al., 2020; Raeski et al., 2023), Euphorbiaceae, Lauraceae (Brustulim et al., 2020),
Myrtaceae, Piperaceae (Bertocco et al, 2017, Santos et al., 2021) e Rubiaceae
(Formagio et al., 2022).
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Figura 23 - Espectroscopia de raios X por energia dispersiva (EDS) dos cristais nas espécies de E. badjensis, E. benthamii, E. dunnii, E. globulus, E. grandis
e E. saligna

o

cpaiey
w
Jatanagat s lanatstatal

Fonte: A autora

Nota: Espectroscopia de raios X por energia dispersiva (EDS). E. badjensis (a) EDS do cristal estiloide; (b) E. benthamii, EDS do cristal em placas; E. dunnii,
(c) EDS do cristal em Cubo. E. globulus d) EDS do cristal prismatico; E. grandis (e) EDS do cristal prismatico E saligna (f) EDS do cristal Cubo. Os
picos nao identificados correspondem ao metal “Au” utilizado no processo de metalizagdo do material para analise em microscopia eletrénica de
varredura.
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Figura 24 - Espectroscopia de raios X por mapeamento dos cristais nas espécies de E. globulus

I Espectro de Soms de Mapax

Fonte: A autora

Nota: Espectroscopia de raios X por energia dispersiva (EDS. E. globulus (a, b). EDS do cristal
prismatico (b); EDS dos cristais da imagem a mapeamento (c). Os picos néo identificados
correspondem ao metal “Au” utilizado no processo de metalizagdo do material para analise em
microscopia eletrénica de varredura.

Apesar da morfoanatomia da Iamina foliar das seis espécies de Eucalyptus de
E. badjensis, E. benthamii E. dunnii, E. grandis E. globulus e E. saligna ter sido
anteriormente descrita por (Migacz et al., 2018), ndo havia informagdes a respeito da
morfoanatomia dos peciolos, justificando, portanto, a realizacdo do estudo dos
peciolos.

Considerando que as espécies desse estudo foram cultivadas em mesmo
ambiente, seguindo recomendag¢des agronémicas para o g@énero, além da
padronizacdo da idade fenolégica das espécies, pode-se afirmar que as
caracteristicas morfoanatbmicas diferenciais encontradas sao atribuidas

especificamente a genética do vegetal.

5.2 VARIACOES SAZONAIS NO TEOR DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Eucalyptus

A extracao dos OEs a partir de folhas secas de E. badjensis, E. benthamii, E.
dunnii, E. grandis, E. globulus e E. saligna foi realizada por hidrodestilagdo em aparato
de Clevenger (ANVISA, 2019) por 4 horas. Os resultados relacionados as variagdes
sazonais no rendimento dos OEs estao ilustrados na Figura 25.

A produtividade média obtida para OEs extraidos das folhas de E. badjensis,
E. benthamii, E. dunnii, E. grandis, E. globulus, e E. saligna apresentaram importante
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variagcao sazonal (p < 0,05) na primavera, verdo e outono. No inverno ndao houve
diferenga significativa entre as espécies (interespecifica). Os rendimentos variaram de
0,7 a 2,43% (v/p), com o maior rendimento para E. badjensis no verao e o menor para
E. grandis no inverno. Em geral, todas as espécies tiveram maior rendimento no verao,
seguido pela primavera, outono e inverno.

A presenca e o0 tamanho das cavidades secretoras do peciolo das espécies
desse estudo, corrobora com os resultados de maior rendimento do OE obtido em E.

badjensis conforme ilustrado na figura 19.

Figura 25 - Representagao grafica dos rendimentos médios (% m/v) em fungao da sazonalidade

31 —_—
E. badjensis
* * — £
] 2 E. benthamii
-y -
= Z 2 T
S P = . . B E. dunnii
h E A j/z pos m]]] E di
8 | E B . granars
] e / L
- = 7 -
e = |z f % E. globulus
E. Il E % A=l |E E. saligna
5 I |2E EEIRER |
RE CEZER |
S |HHE |3 e [ %
9 15117 7 ? 7 b fj P
HEINIVE DHENINE OEElI /
oLAEELIVIE [ ZIEINZIEZ 1S 7 7

Primavera Verao Outono Inverno

Fonte: A autora
Nota: Os rendimentos apresentaram diferencgas significativas pelo teste de Tukey * p < 0,05. As barras
de erro indicam o erro padrao da média para 3 repeticoes.

Considerando os resultados deste estudo, a época ideal para a coleta de folhas
visando a extracdo de 6leos essenciais (OEs) na regiao centro-sul do Parand varia
conforme a espécie de eucalipto. Para E. badjensis, E. grandis e Eucalyptus globulus,
0 verdo € a estacdo mais indicada. Para Eucalyptus dunnii e Eucalyptus saligna, a
primavera se mostra a mais adequada. Por fim, para o Eucalyptus benthamii, o outono
€ a melhor época de coleta.

Assim, para otimizar a produgédo de OE, é recomendado realizar a coleta de
folhas de E. badjensis, E. grandis e E. globulus durante o verdo. Para E. dunnii e E.
saligna, a primavera é a melhor estacao. Enquanto para E. benthamii, a coleta deve
ser feita no outono, visto que essa estacao proporciona o melhor rendimento para

essa espécie.
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Nas mesmas condigdes experimentais de extracdo do presente estudo, E.
cinerea apresentou alto rendimento de 5,4% (v/p) de folhas secas (Pauzer et al.,
2021), enquanto em E. saligna o rendimento foi de 1,03 % (v/p). No entanto, Bett et
al. (2017) afirmaram 0,38% (v/p) para E. saligna.

Portanto, existem muitas variagdes no rendimento dos OEs atribuidas ao
ambiente de cultivo (solo, clima, sazonalidade e regime de chuvas), bem como os
processos de secagem e extracao (Gobbo-Neto et al., 2007; Tischer et al., 2017;
Almeida et al., 2023) e fase de desenvolvimento da planta (Limam et al., 2020). Em
Eucalyptus, a variagdo na producao de OEs foliares é fortemente influenciada pela
quantidade de agua no solo e a temperatura no ano em que a sazonalidade da coleta
é analisada (Silva et al., 2006).

As variagdes na producao de OEs observadas no presente estudo podem ser
atribuidas as diferengas genéticas entre as espécies de Eucalyptus estudadas. Vale
ressaltar que os procedimentos de cultivo, coleta e extragdo de OEs foram
padronizados, e amostras de todas as espécies foram coletadas de arvores da mesma
idade e cultivadas em condigdes agroclimaticas e de solo idénticas. Assim, os
resultados indicam que, além dos fatores ambientais, as diferencas genéticas
desempenham um papel crucial na variacdo do rendimento dos OEs entre as
diferentes espécies de Eucalyptus.

Esta padronizacao no cultivo e na coleta permitiu uma avaliacado mais precisa
do potencial de cada espécie para a producao de OEs, isolando os efeitos dos fatores
ambientais e destacando as caracteristicas intrinsecas de cada espécie.

Um estudo desenvolvido por Ghazghazi et al. (2019) analisaram a
potencialidade para a producdo de OE a partir de folhas frescas de 9 espécies de
Eucalyptus, incluindo E. badjensis. Nesse estudo, E. badjensis obteve um rendimento
de 1,25 + 0,78%, sendo 0 segundo maior entre as espécies pesquisadas. Segundo 0s
autores, na Austrélia, sob as mesmas condicbes experimentais, exemplares de E.
badjensis podem alcancar um rendimento de 2,8% de OE. Esse valor foi superior aos
encontrados na literatura para E. globulus (1,4 + 0,32%), E. viminalis (1,23 £ 0,43%)
e E. bosistoana F. Muell. (1% + 0,5%).

Outro estudo comparou a producéo de OE de espécies cultivadas em Colombo,
Parana, Brasil, e observou maior produtividade para E. tereticornis Sm. (2,55 %) e E.
dunnii (2,48 %) em comparagao com E. robusta Sm. (0,78 %), E. benthamii (1,21 %)
e E. camaldulensis Dehnh (1,27 %) (Denardin et al., 2017). Os maiores rendimentos
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de OE relatados na literatura foram para Corymbia citriodora Hook. (sin. Eucalyptus
citriodora Hook.) (1,0-1,6%), E. globulus (1,7-5%) e E. staigeriana F.Muell ex. F.
M.Bailey (1,2-1,5%) (Vitti; Brito, 2003).

Adicionalmente, os rendimentos encontrados nesse estudo foram semelhantes
ao obtido para o OE de E. benthamii, no outono (Ddéll-Boscardin et al., 2010; Vitti e
Brito (2003) afirmaram que, no Brasil, as principais espécies que apresentam maior
rendimento no OE extraido de folhas sdo E. globulus (1,7-5%) e E. staigeriana (1,2-
1,5%).

5.3CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

De uma maneira geral os OE analisados possuem coloragdo amarela-clara,
com excegcdo de E. saligna que apresenta coloracdo amarelo-escura. Essas
caracteristicas fisicas também foram observadas nos OEs de E. benthamii(Doll-
Boscardin et al., 2010) e E. globulus (Vitti; Brito, 2003).

Conforme verificada na Tabela 1, a densidade variou de 0,8946 a 0,9261
g/mL, sendo o menor valor para E. grandis e o maior valor para E. saligna. Os
resultados diferiram com os definidos para E. globulus, com densidade entre 0,904 e
0,924 (Farmacopéia Brasileira, 2010). Segundo a International StandardQOrganization
(ISO), a densidade relativa para os OEs de Eucalyptus ricos em eucaliptol deve estar
entre 0,906 e 0,925 (ISO 770-1980) ou entre 0,918 e 0,928 (ISO 3065-1974) (Vitti;
Brito, 2003).

Tabela 1 - Densidade do “Pool” do 6leo essencial de E. badjensis, E. benthamii, E. dunnii, E. globulus,
E. grandis e E saligna

Espécies Densidade (g/mL)
Eucalyptus badjensis 0,8907
Eucalyptus benthamii 0,8957

Eucalyptus dunnii 0,9063
Eucalyptus globulus 0,9040
Eucalyptus grandis 0,8946
Eucalyptus saligna 0,9261

Fonte: A autora
Nota: “Pool”: (aliquota equivalente de 1:1:1:1 parte do dleo essencial proveniente de cada estacao).

As espécies deste estudo apresentaram um indice de refracao para os OEs de
(1,44 - 1,47) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas dos 6leos essenciais com as amostras de cada estacéo de
coleta (primavera, verdo, outono e inverno)

Indice de Refracao (IR)

Primavera Verao Qutono Inverno
Eucalyptus badjensis 1,45 1,44 1,44 1,45
Eucalyptus benthamii 1,47 1,47 1,47 1,46
Eucalyptus dunnii 1,46 1,47 1,46 1,45
Eucalyptus globulus 1,47 1,46 1,46 1,44
Eucalyptus grandis 1,47 1,47 1,45 1,46
Eucalyptus saligna 1,46 1,46 1,45 1,45

Fonte: A autora

O OE extraido de folhas secas esta de acordo com o preconizado por Guenther
(1977) paraOEs medicinais, que determina valores entre 1,4600-1,4700. Para OEs
ricos em 1,8-cineol, os valores desejados estdo entre 1,4580-1,4650. Para o OE de E.
globulus, os valores devem estar entre 1,4590e 1,4670 (Vitti; Brito, 2003).

5.4 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS VOLATEIS

As composi¢des quimicas dos OEs extraidos por hidrodestilagdo de folhas
secas das seis espécies de Eucalyptus foram analisados qualitativa e
quantitativamente por CG-EM e CCDAE, nas diferentes estagdes do ano (primavera,
verdao, outono e inverno entre 2019-2020) e os resultados foram apresentados e
comparados na Tabela 3 e na Figura 27.

5.4.1 Cromatografia Gasosa-Espectrometria de Massa

Os OEs das seis espécies de Eucalyptus estudadas compreendem misturas
complexas de monoterpenos e sesquiterpenos (Tabela 3). Foram encontrados 86
compostos onde os monoterpenos oxigenados foram predominantes nos OEs de E.
badjensis, E. globulus e E. saligna em todas as estagcbes. Por outro lado, os
monoterpenos de hidrocarbonetos foram predominantes nos OEs de E. benthamii e
E. grandis ao longo das estacdes. A maioria dos compostos diferiu entre e
intraespécies tanto em constituintes quanto em proporcdes (Tabela 2). O estudo
revelou variagdes significativas nas propor¢cées dos compostos majoritarios dos OEs
entre diferentes espécies de Eucalyptus e entre as estacbes do ano. A seguir estao
descritos os principais achados:

e E. badjensis:
o 1,8-cineol: 77,35% na primavera, 69,46% no verao, 95,30% no outono,
89,30% no inverno;

e FE. benthamii:
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o a-pineno: 36,16% na primavera, 41,49% no outono, 41,84% no inverno;
o Globulol: 22,73% no veréo;

E. globulus:
o 1,8-cineol: 84,87% na primavera, 79,94% no verao, 81% no outono, 86%
no inverno;

E. dunnii:

o 1,8-cineol: 43,31% na primavera, 58,83% no verao;

o a-pineno: 43,18% no outono, 41,48% no inverno;

E. grandis:
o 0-Cimeno: 21% na primavera, 20% no verao;

o a-pineno: 22% no outono, 33,9% no inverno;

E. saligna:

o Espatulenol: 17,46% na primavera;

o o0-Cimeno: 21,59% no verao, 20,60% no outono, 31,15% no inverno.
As variacbes observadas nas proporcdes dos compostos dos OEs das
diferentes espécies de Eucalyptus indicam que tanto a espécie quanto a estacao do
ano influenciam significativamente a composicao dos OEs. Isso pode ter implicagdes
importantes para a utilizacao desses OEs em diferentes aplicacdes, considerando que
os constituintes e suas proporcoes determinam as propriedades terapéuticas e
industriais dos OEs.

Por exemplo, o 1,8-cineol é um componente comum em muitas espécies de
Eucalyptus e ¢é conhecido por suas propriedades expectorantes e
descongestionantes, o que o torna valioso em produtos farmacéuticos e de cuidados
pessoais para tratamento de problemas respiratorios. O a-pineno é outro composto
significativo, com propriedades antimicrobianas e anti-inflamatérias, tornando-se util
em produtos de limpeza e desinfetantes, além de ter aplicagdes terapéuticas. O
globulol possui propriedades antibacterianas e antifungicas, enquanto o espatulenol é
conhecido por suas propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes (Limam et al.,
2022). Portanto, compreender como a composicao dos OEs varia entre as espécies
de Eucalyptus e ao longo das estacOes pode orientar escolhas mais precisas na
utilizacao desses OEs em diferentes contextos, sejam eles terapéuticos ou industriais.
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Tabela 3 - Composi¢des quimicas dos 6leos essenciais de Eucalyptus badjensis, E. benthamii, E. dunnii, E. globulus, E. grandis e E. saligna analisados na
primavera (PR), verdo (VE), outono (OU) e inverno (IN) de 2019-2020

(continua)
. ] % Area de pico
N® LRI_exp LRIt Nomes dos componentes PR VE ou IN PR VE ouU IN PR VE ou IN
E. badjensis E. benthamii E. dunnii
1 940 939 1R-a-Pinene 4,61 462 1,91 288 36,16 22,31 4149 4184 3,86 22,12 43,10 41,40
2 976 970 Tricyclene 0,26 0,19 - - - - - 0,39 - - - -
3 977 978 B-Pinene - - - - 063 023 038 039 008 0,19 043 0,51
4 920 925 B-Myrcene 0,19 0,27 - - 0,18 0,05 0,08 009 025 009 0,10 0,14
5 1002 1000 a-Phellandrene - 0,18 - - - - - - 0,14 - - -
6 1016 1018 o-Cymene 454 468 2,79 345 6,91 037 186 1,87 1043 5,51 0,66 1,21
7 1026 1031 D-Limonene - - - - 214 0,52 0,99 1,00 - - - -
8 1053 1059 y-Terpinene 0,12 0,24 - - 1,81 - 0,06 - 6,08 - - -
Hidrocarbonetos Monoterpénicos (HM) 480 9,71 470 6,33 47,65 23,43 44,72 4549 40,37 27,63 23,76 22,61
E. globulus E. grandis E.saligna
1 940 939 1R-a-Pinene 408 384 260 289 1759 20,05 22,03 339 028 064 068 0,57
2 976 970 Tricyclene - - - - - - - - - - - -
3 977 978 B-Pinene 0,20 0,79 0,19 0,39 - - - - - - - -
4 920 925 B-Myrcene 043 040 042 0,68 0,11 0,12 0,11 - - - - -
5 1002 1000 a-Phellandrene 0,77 0,73 0,95 0,86 - - - - 0,08 0,17 0,18 0,17
6 1016 1018 o-Cymene 8,16 768 752 6,70 21,05 20,06 16,23 7,79 1242 21,59 20,60 31,15
7 1026 1031 D-Limonene - - - - 249 227 2,76 39,05 159 33 2,15 544
8 1053 1059 y-Terpinene 149 140 1,73 233 446 8,14 8,14 050 0,12 0,22 0,11 0,21
Hidrocarbonetos Monoterpénicos (HM) 14,73 14,05 13,22 13,46 4559 50,52 49,16 5524 1429 2559 2343 37,16
E. badjensis E. benthamii E. dunnii
9 1027 1033 1,8-Cineol or 1,8-eucalyptol 77,35 69,46 95,30 89,13 - - - - 43,31 58,83 1,38 7,95
10 1052 1056 y-Murolene - - - - 0,30 030 0,23 0,23 - - - -
11 1085 1095 Linalool - - - - 168 058 029 030 0,08 006 1,14 1,31
12 1089 1091 Epoxide of a-pinene 0,23 - - - 0,49 0,30 0,59 0,60 - - - -
13 1090 1095 Isopentyl isovalerate - - - - - - - - 0,11 0,82 0,33 0,47
14 1096 1098 trans-Verbenol - - - - 0,34 0,19 040 0,40 - - - -
15 1104 1006 Phellandral - - - - - - - - - - - -
16 1111 1115 trans-2-Mentenol - - - - - - - - - - - -
17 1120 1120 Limonene oxide 0,31 - - - - - - - - - - -
18 1128 1126 1-lsobutyl-1-cyclohexene - - - - - - - - - - - -
19 1130 1130 L-Pinocarveol - - - - 0,21 046 0,14 0,14 - 0,71 0,95 0,72
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Tabela 3 - Composi¢des quimicas dos 6leos essenciais de Eucalyptus badjensis, E. benthamii, E. dunnii, E. globulus, E. grandis e E. saligna analisados na
primavera (PR), verdo (VE), outono (OU) e inverno (IN) de 2019-2020

(continuacao)

% Area de pico

o .
N? LRl_exp LRLIit Nomes dos componentes PR VE ou IN PR VE ou IN PR VE ou IN
E. badjensis E. benthamii E. dunnii
20 1151 1149 Biisocrotyl - - - - - - - - - - - -
21 1155 1156 endo-Borneol - - - - 0,40 0,18 0,23 0,23 - - - 0,44
22 1161 1160 Kryptonium - - - - - - - - - - - -
23 1163 1162 Cryptone - - - - - - - - - - - -
24 1163 1166 p-Cymen-8-ol - - - - - - - - - - - -
25 1168 1162 Terpinen-4-ol 0,70 0,81 - 0,41 0,46 0,05 0,08 008 207 025 020 0,22
26 1176 1177 Terpineol 1,48 1,92 - 0,83 - - - - - - - -
27 1177 1189 L-a-Terpineol - - - - - - - - - - - -
28 1177 1189 neol - - - - 0,91 0,52 0,74 0,74 9,72 1041 129 1,29
29 1194 1191 cis-Sabinol - - - - - - - - - - - -
30 1201 1209 p-Cumenol - - - - - - - - - - - -
31 1218 1219 Cumaldehyde - - - - - - - - - - - -
32 1218 1221 2-methyl-3-phenyl-propanal - - - - - - - - - - - -
33 1220 1222 D-Carvone - - - - - - - - - - - -
34 1233 1242 Piperitone - - - - - - - - - - - -
35 1264 1261 p-Cymen-7-ol - - - - - - - - - - - -
36 1277 1269 p-Thymol - - - - - - - - - - - -
37 1297 1299  1-Formyl-5-ethylcyclopentene - - - - - - - - - - - -
38 1336 1345 a-Terpinyl acetate - - - - - - - - - - - -
Monoterpenos Oxigenados (MO) 79,84 72,19 9530 90,37 4,12 2,1 248 250 5490 63,02 19,77 21,09
E. globulus E. grandis E. saligna
9 1027 1033 1,8-Cineol or 1,8-eucalyptol 84,87 79,94 81,01 85,88 - - - - - - - -
10 1052 1056 y-Murolene - - - - - - - - - - - -
11 1085 1095 Linalool - - - - 226 2,01 1,91 0,22 - - - 0,08
12 1089 1091 Epoxide of a-pinene - - - - - - - - - - - -
13 1090 1095 Isopentyl isovalerate - - - - - - - - - - - -
14 1096 1098 trans-Verbenol - - - - 0,06 - - 0,14 - - - -
15 1104 1006 Phellandral - - - - - - - - 243 230 443 1,04
16 1111 1115 trans-2-Mentenol - - - - - - - - 039 049 0,25 -
17 1120 1120 Limonene oxide - - - - - - - - - - - -
18 1128 1126 1-Isobutyl-1-cyclohexene - - - - - - - - 049 047 0,61 0,53
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Tabela 3 - Composi¢des quimicas dos 6leos essenciais de Eucalyptus badjensis, E. benthamii, E. dunnii, E. globulus, E. grandis e E. saligna analisados na
primavera (PR), verdo (VE), outono (OU) e inverno (IN) de 2019-2020

(continuacao)

% Area de pico

o .
N? LRl_exp LRLIit Nomes dos componentes PR VE ou IN PR VE ou IN PR VE ou IN
E. globulus E. grandis E. saligna
19 1130 1130 L-Pinocarveol - - - - 0,06 - 1,03 0,52 - - - -
20 1151 1149 Biisocrotyl - - - - - - - - 0,23 0,24 0,31 0,33
21 1155 1156 endo-Borneol - - - - - - - - - - - -
22 1161 1160 Kryptonium - 0,88 1,34 - - - - - - - - -
23 1163 1162 Cryptone - - - - - - - 0,52 1556 17,20 18,31 17,82
24 1163 1166 p-Cymen-8-ol - - - - 0,30 0,23 034 0,27 - - - -
25 1168 1162 Terpinen-4-ol - 0,53 0,57 - 3,73 3,73 3,86 - 293 3,56 2,51 5,22
26 1176 1177 Terpineol - - - - - - - - - - - -
27 1177 1189 L-a-Terpineol - - - - 1,07 092 125 6,91 - - - -
28 1177 1189 neol - 1,04 0,80 - - - - - 0,59 0,69 0,6 0,8
29 1194 1191 cis-Sabinol - - - - - - 0,07 - 024 027 036 0,19
30 1201 1209 p-Cumenol - - - - - - - - 1,05 087 125 0,68
31 1218 1219 Cumaldehyde - 0,27 0,35 - - - - - - - - -
32 1218 1221 2-methyl-3-phenyl-propanal - - - - - - - - 504 522 483 6,33
33 1220 1222 D-Carvone - - - - - - - - 026 028 029 0,31
34 1233 1242 Piperitone - - - - - - - - 026 035 033 0,35
35 1264 1261 p-Cymen-7-ol - - - - - - - - 1,34 1,19 1,64 0,80
36 1277 1269 p-Thymol - - - - - - - - 446 3,67 384 273
37 1297 1299  1-Formyl-5-ethylcyclopentene - - - - - - - - 032 033 029 0,25
38 1336 1345 a-Terpinyl acetate - 0,33 - - - - - 2,71 - - - -
Monoterpenos Oxigenados (MO) 84,87 82,99 84,07 8588 736 689 736 13,63 3559 37,17 39,85 37,38
E. badjensis E. benthamii E. dunnii
39 1381 1385 Isoleno - - - - - - - - - - - -
40 1419 1419 a-Gurjunene - - - - 1,88 1,55 1,21 1,22 2,15 0,22 0,61 0,60
41 1432 1436 1,1,3a-Trimethyl-7 - - - - 0,29 033 0,26 027 0,07 - 0,12 0,10
42 1441 1449 B-Gurjunene 0,79 1,33 - - 059 0,79 063 064 0,71 0,14 0,40 0,31
43 1440 1445 B-Maaliene - - - - - - - - 0,20 - 0,92 0,84
44 1443 1449 a-Maaliene - - - - 0,19 0,22 0,19 0,19 - - - -
45 1449 1439 Aromadendrene - - - - 16,02 24,68 20,37 20,54 564 1,23 12,10 9,94
46 1467 1467 Alloaromandrene - - - - 1,75 224 1,71 1,73 1,14 022 1,03 0,90
47 1476 1478 y-Gurjunene - - - - - - - - 0,08 - 0,13 0,11
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Tabela 3 - Composi¢des quimicas dos 6leos essenciais de Eucalyptus badjensis, E. benthamii, E. dunnii, E. globulus, E. grandis e E. saligna analisados na
primavera (PR), verdo (VE), outono (OU) e inverno (IN) de 2019-2020

(continuacao)

% Area de pico

o .
N? LRl_exp LRLIit Nomes dos componentes PR VE ou IN PR VE ou IN PR VE ou IN
E. badjensis E. benthamii E. dunnii
48 1487 1488 5,7-Dimethyltetraline - - - - - - - - - - - -
49 1491 1492 B-Eudesmene - - - - 0,57 048 039 0,39 0,14 - 0,20 0,18
50 1495 1496 B-Panasinsene - - - - 0,34 0,27 0,22 0,22 - - - -
51 1496 1496 9-epi-B-Caryophyllene - - - - - - - - - - - -
52 1520 1520 B-Cadinene - - - - - - - - 0,19 - 0,09 0,10
53 1548 1549 1,Z-5,E-7-Dodecatriene - - - - - - - - - - - -
54 1565 1567 4-epi-a-Acoradiene - - - - - - - - - - - -
55 1580 1580 Caryophyllene oxide - - - - - - - - - - - -
56 1594 1594 Cuparene - - - - - - - - - - - -
57 1602 1601 Seline-3,7(11)-diene - - - - - - - - 029 0,10 1,27 1,10
58 1624 1625 Caryophylladienol II - - - - - - - - - - - -
59 1630 1630 B-Guaiene - - - - - - - - - - - -
60 1657 1659 Alloaromandrene oxide - - - - - - - - - - - -
Hidrocarbonetos Sesquiterpénicos (HS) 0,79 133 0,00 0,00 2143 30,34 2425 2501 942 1,87 1593 13,38
E. globulus E. grandis E.saligna
39 1381 1385 Isoleno - - - - 0,24 027 0,17 - - - - -
40 1419 1419 a-Gurjunene - - - - 297 333 1,52 - - - - -
41 1432 1436 1,1,3a-Trimethyl-7 - - - - - - - - - - - -
42 1441 1449 B-Gurjunene - - - - 0,81 0,73 0,64 - - - - -
43 1440 1445 B-Maaliene - - - - 0,07 0,08 - - - - - -
44 1443 1449 a-Maaliene - - - - 0,28 0,26 0,22 - - - - -
45 1449 1439 Aromadendrene - 0,27 - - 16,46 15,95 13,34 - - - - -
46 1467 1467 Alloaromandrene - - - - 1,98 1,90 1,54 - 0,32 0,21 0,49 -
47 1476 1478 y-Gurjunene - - - - 0,36 0,34 0,24 - - - - -
48 1487 1488 5,7-Dimethyltetraline - - - - - - - - 0,99 0,71 1,00 0,36
49 1491 1492 B-Eudesmene - - - - 0,39 0,37 0,28 - - - - -
50 1495 1496 B-Panasinsene - - - - - - - - -
51 1496 1496 9-epi-B-Caryophyllene - - - - 0,47 0,46 0,28 - - - - -
52 1520 1520 B-Cadinene - - - - 0,36 0,33 0,26 - - - - -
53 1548 1549 1,Z-5,E-7-Dodecatriene - - - - 0,33 0,33 0,26 - 045 035 0,39 0,18
54 1565 1567 4-epi-a-Acoradiene - - - - - - - - 0,33 0,33 0,38 -
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Tabela 3 - Composi¢des quimicas dos 6leos essenciais de Eucalyptus badjensis, E. benthamii, E. dunnii, E. globulus, E. grandis e E. saligna analisados na
primavera (PR), verdo (VE), outono (OU) e inverno (IN) de 2019-2020

(continuacao)

% Area de pico

o .
N? LRl_exp LRLIit Nomes dos componentes PR VE ou IN PR VE ou IN PR VE ou IN
E. globulus E. grandis E.saligna
55 1580 1580 Caryophyllene oxide - 0,92 1,09 - - - - 0,33 12,08 10,17 9,283 7,01
56 1594 1594 Cuparene - - - - - - - - 088 050 060 0,24
57 1602 1601 Seline-3,7(11)-diene - - - - - - - - - - - -
58 1624 1625 Caryophylladienol Il - - - - - - - - 040 0,25 0,24 0,24
59 1630 1630 B-Guaiene - - - - - - - - 046 0,25 0,29 -
60 1657 1659 Alloaromandrene oxide - - - - - - - - 1,18 0,72 0,65 0,40
Hidrocarbonetos Sesquiterpénicos (HS) 0,00 1,19 1,09 0,00 24,32 23,94 18,49 16,67 17,09 13,49 13,27 8,43
E. badjensis E. benthamii E. dunnii
61 1248 1649 B-Eudesmol 476 7,84 - 2,30 - - - - - 0,08 - -
62 1549 1550 9-Cedranone - - - - 0,73 0,40 0,51 0,51 - - - -
63 1549 1550 (2E)-2-Metil-4,2-butenal - - - - - - - - - - - -
64 1558 1559 Epiglobulol - - - - 342 583 404 4,07 094 036 4,40 4,07
65 1565 1565 Maaliol - - - - 0,72 1,22 0,69 0,69 - - - -
66 1569 1569 Palustrol - - - - 0,16 0,41 0,25 0,25 - - 0,16 0,14
67 1572 1571 Spathulenol - - - - 0,10 - - - - - 0,14 0,12
68 1629 1630 y-Eudesmol 1,23 2,35 - - - - - - - - - -
69 1637 1638 Agarospirol 0,26 0,44 - - - - - - - - - -
70 1583 1586 Globulol - - - - 10,62 22,79 13,16 13,27 4,00 222 19,63 16,59
71 1590 1591 Viridiflorol - - - - 205 38 228 230 087 045 283 257
72 1652 1653 a-Eudesmol 2,77 4,79 - 1,00 - - - - - - - 0,41
73 1598 1599 Rosifoliol - - - - 0,53 1,00 046 047 0,22 - 0,91 0,82
74 1602 1601 Eremofilene - - - - 0,69 1,34 0,72 0,73 - - - -
75 1602 1603 1H-Cycloprop[e]azulene - - - - - - - - - - - -
76 1604 1603 Humulene epoxide |l - - - - - - - - - - - -
77 1617 1616 4-tert-Butylanisole - - - - - - - - 0,31 0,13 1,05 1,00
78 1617 1616 1H-Indene - - - - 0,61 0,96 0,41 0,41 - - - -
79 1626 1627 Iso-spatulenol - - - - - - - - - - - -
80 1629 1630 T-Cadinol - - - - - - - - - - 0,30 0,35
81 1635 1635 cis-a-Copaene-8-ol - - - - - - - - - - - -
82 1640 1640 Cryptomeridiol - - - - - - - - - - - 1,41
83 1641 1642 Muurola-4,10(14)-dien-1B-ol - - - - - - - - - - - -
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Tabela 3 - Composi¢des quimicas dos 6leos essenciais de Eucalyptus badjensis, E. benthamii, E. dunnii, E. globulus, E. grandis e E. saligna analisados na
primavera (PR), verdo (VE), outono (OU) e inverno (IN) de 2019-2020
(continuacao)

% Area de pico

o .
N LRI_exp LRI_lit Nomes dos componentes PR VE ou IN PR VE ou IN PR VE ou IN
E. badjensis E. benthamii E. dunnii
84 1642 1643 Selin-6-en-4a-ol - - - - 0,39 058 0,28 0,28 - - - -
85 1642 1646 T-Muurolol - - - - - - - - - - 0,54 -
86 1645 1648 Isoaromadendrene epoxide - - - - - - - - - - 0,14 0,13
Sesquiterpenos Oxigenados (SO) 9,02 1542 0,00 3,30 19,92 38,38 22,79 22,97 6,34 3,16 19,66 17,22
Compostos Identificados 99,6 99,12 99,7 99,63 9427 95 9534 96,39 93,08 100 96,55 97,45
Monoterpenos Oxigenados (MO) 84,53 73,10 9530 93,05 434 218 257 2,57 56,77 63,88 19,84 22,25
Hidrocarbonetos Monoterpénicos (HM) 508 9,83 470 6,52 50,22 24,27 46,41 46,81 41,75 28,01 23,84 23,85
Sesquiterpenos Oxigenados (OS) 9,55 1562 0,00 340 20,99 39,76 23,65 23,64 6,56 3,20 19,73 18,16
Hidrocarbonetos Sesquiterpénicos (HS) 084 135 0,00 0,00 2259 3143 2517 2574 9,74 190 1598 14,11
E. globulus E. grandis E.saligna
61 1248 1649 B-Eudesmol - - - - - - - - - - - -
62 1549 1550 9-Cedranone - - - - - - - - - - - -
63 1549 1550 (2E)-2-Metil-4,2-butenal - - - - 0,43 0,34 0,29 - - - - -
64 1558 1559 Epiglobulol - - - - 266 2,15 2,84 - - - - -
65 1565 1565 Maaliol - - - - 0,52 040 0,57 - - - - -
66 1569 1569 Palustrol - - - - 022 0,16 0,20 0,60 - - - -
67 1572 1571 Spathulenol - 1,27 1,44 - - - - - 17,46 13,29 12,89 9,08
68 1629 1630 y-Eudesmol - - - - - - - - 225 1,41 1,45 0,88
69 1637 1638 Agarospirol - - - - - - - - - - - -
70 1583 1586 Globulol - - - - 942 766 10,64 0,26 - - - -
71 1590 1591 Viridiflorol - - - - 1,89 1,51 1,90 0,21 - - - -
72 1652 1653 a-Eudesmol - - - - - - - - - - - -
73 1598 1599 Rosifoliol - - - - 0,48 0,38 0,55 - - - - -
74 1602 1601 Eremofilene - - - - - - - - - - - -
75 1602 1603 1H-Cycloprop[e]azulene - - - - 0,72 0,50 0,84 - - - - -
76 1604 1603 Humulene epoxide |l - - - - - - - - 1,01 0,78 0,67 0,51
77 1617 1616 4-tert-Butylanisole - - - - - - - - - - - -
78 1617 1616 1H-Indene - - - - 0,73 0,63 0,87 - - - - -
79 1626 1627 Iso-spatulenol - - - - - - - - 4,96 2,71 2,97 1,52
80 1629 1630 T-Cadinol - - - - - - - - -

81 1635 1635 cis-a-Copaene-8-ol - - - - - - - - 0,54 0,25 0,29 -
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Tabela 3 - Composi¢des quimicas dos 6leos essenciais de Eucalyptus badjensis, E. benthamii, E. dunnii, E. globulus, E. grandis e E. saligna analisados na
primavera (PR), verdo (VE), outono (OU) e inverno (IN) de 2019-2020
(concluséo)

% Area de pico

o .
N? LRl_exp LRLIit Nomes dos componentes PR VE ou IN PR VE ou IN PR VE ou IN
E. globulus E. grandis E.saligna
82 1640 1640 Cryptomeridiol - - - - - - - - - - - -
83 1641 1642 Muurola-4,10(14)-dien-1B-ol - - - - - - - - 0,72 042 044 0,67
84 1642 1643 Selin-6-en-4a-ol - - - - - - - - - - - -
85 1642 1646 T-Muurolol - - - - - - - - - - - -
86 1645 1648 Isoaromadendrene epoxide - - - - - - - - 244 139 145 1,11
Sesquiterpenos Oxigenados (SO) 020 127 144 0,00 17,07 13,73 18,7 11,07 29,38 20,25 20,16 13,77
Compostos Identificados 99 99,69 99,6 99,12 99,7 99,63 94,27 95 9534 96,39 93,08 100
Monoterpenos Oxigenados (MO) 85,04 83,15 84,23 8645 768 7,11 7,77 13,84 36,84 38,41 41,08 38,35
Hidrocarbonetos Monoterpénicos (HM) 14,76 14,08 13,25 13,55 47,59 52,13 51,93 56,09 14,79 26,47 24,15 38,12
Sesquiterpenos Oxigenados (OS) 020 127 144 0,00 17,82 14,17 19,75 11,24 30,41 20,95 20,78 14,13
Hidrocarbonetos Sesquiterpénicos (HS) 000 119 109 0,00 2539 24,70 1953 16,93 17,69 13,96 13,68 8,65

Fonte: A autora

Nota: As comparacdes foram realizadas entre as seis espécies, mas para a otimizacdo do layout e cumprimentos das normas da biblioteca a tabela teve que
estar no formato apresentado. N2: Nimero de compostos identificados; LRI_lit: indice de retengéao linear obtido na literatura; LRI_exp: indice de retencéo
linear obtido experimentalmente nesta pesquisa (Adams, 2007; NIST, 2023).

O 1,8-cineol, ou eucaliptol, é realmente um composto fundamental nos OEs de espécies de Eucalyptus, sendo reconhecido
por suas diversas aplicacbes nas industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica. Sua versatilidade e valor comercial significativo
tornam-no um componente de grande interesse. O estudo destacou que E. globulus, E. badjensis e E. dunnii apresentaram maiores
proporcoes de 1,8-cineol em seus OEs, enquanto esse composto ndo foi encontrado em E. benthamii, E. grandis e E. saligna. Essa
variacao na presenca do 1,8-cineol entre as espécies de Eucalyptus ressalta a importancia de se determinar o perfil quimico de cada
espécie para sua aplicacao industrial e terapéutica. Além disso, as atividades biol6gicas dos OEs estao diretamente relacionadas a
composicao quimica. Os principais compostos (componentes majoritarios) presentes nos OEs sado responsaveis pelas atividades
terapéuticas e farmacoldgicas associadas a esses OEs. Portanto, um estudo detalhado da composigdo quimica de cada espécie,

incluindo a influéncia da sazonalidade, € essencial para entender melhor suas propriedades terapéuticas e maximizar seu potencial
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de uso em diversas aplicag6es (Figura 26).

Figura 26 - Compostos majoritarios encontrados nos 6leos essenciais de Eucalyptus sp
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1. 1,8-cineol L

I a-pineno aromadendreno
o]
L glahalal Vi. criptona
V. o-cimeno

Fonte: A autora
Nota: E. badjensis (Il), E. benthamii (| e IV), E. dunnii (I e Il), E. globulus (ll), E. grandis (I e V) e E
saligna (V e VI).

As diretrizes da International Standard Organization (ISO) estabelecem
padroes para a qualidade e pureza dos OEs, incluindo os oriundos de Eucalyptus.
Para os OEs de Eucalytpus destinados a industria farmacéutica, € recomendado que
apresentem uma concentra¢ao de 1,8-cineol entre 80% e 85% em sua composicao.
Essa faixa garante a presenga de uma quantidade significativa do composto ativo 1,8-
cineol, o qual possui diversas propriedades terapéuticas.

Em relacdo as atividades biolégicas do 1,8-cineol, elas sado bastante
diversificadas e abrangem uma variedade de beneficios para a saude. Entre essas
atividades reconhecidas, destacam-se sua agdo expectorante, anestésica,
antisséptica, antibacteriana, antifungica e repelente. Essas propriedades tornam o 1,8-
cineol um componente valioso em diversos produtos farmacéuticos, desde xaropes
para tosse até pomadas antissépticas e repelentes naturais.

Varios fatores ambientais, incluindo local de cultivo, métodos de coleta,
estabilizacdo, condicbes de armazenamento, qualidade do solo e condicdes
climaticas, podem influenciar a composic¢ao volétil e as concentragbes de compostos
guimicos nos OES de plantas (Gobbo-Neto; Lopes, 2007; Almeida et al., 2023).
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Ao comparar diferentes espécies, a idade das plantas é um fator crucial que
determina a quantidade e concentracdo de metabdlitos secundarios produzidos. Este
estudo garantiu que todas as seis espécies tivessem a mesma idade fenolégica e
fossem cultivadas em condicbes ambientais idénticas, incluindo fertilidade do solo,
precipitacao, evapotranspira¢ao da cultura, exposi¢ao ao vento, ocorréncia de geadas
e fotoperiodo. Os métodos de coleta, secagem e extracdo também foram
padronizados para todas as espécies. Assim, quaisquer diferencas observadas nos
metabdlitos secundarios poderiam ser atribuidas as caracteristicas genéticas Unicas
de cada espécie.

Eucalyptus sao abundantes em monoterpenos, que podem ser categorizados
em hidrocarbonetos, com a-pineno e D-limoneno como constituintes principais, e
monoterpenos oxigenados, incluindo 1,8-cineol e a-terpineol (Bizzo et al., 2009). O D-
limoneno, um hidrocarboneto monoterpénico predominantemente encontrado em OEs
de eucalipto, é amplamente utilizado nas industrias de cosméticos, alimentos e
produtos de limpeza (Bakkali et al, 2008). Por outro lado, o a-pineno, outro
constituinte importante, é conhecido por suas atividades farmacoldgicas, incluindo
propriedades antinociceptivas, antifungicas e antibacterianas (Him et al., 2008; Nissen
et al., 2010).

Os monoterpenos oxigenados dos OEs de Eucalyptus compreendem alcoois
(como linalol e terpinen-4-ol), éteres (1,8-cineol), aldeidos (a-canfolenal) e cetonas
(verbenona e piperitona) (Bizzo et al., 2009; Regnault-Roger et al., 2012). 1,8-Cineol
é o terpenoide predominante em OEs de Eucalyptus de importancia industrial, e as
espécies cultivadas para seu uso terapéutico contém principalmente este composto
(Dhakad et al., 2018).

Apresenta atividades antialérgicas, anti-inflamatérias e antimicrobianas
(Juergens et al., 2014; Liapi et al., 2007; Batish et al., 2008). O a-terpineol € um
monoterpeno oxigenado também encontrado entre os principais compostos de
algumas espécies de Eucalyptus. E utilizado principalmente na industria de perfumaria
e apresenta atividades analgésica, antimicrobiana e antinociceptiva, entre outras
(Quintans-Junior et al., 2011; Park et al., 2012).

Sesquiterpenos sao isoprenoides compostos por 15 &tomos de carbono ou trés
unidades de isopreno (Kirby; Keasling, 2009). Eles sdo menos volateis e possuem
caracteristicas organolépticas mais sutis em comparacao aos monoterpenos (Ninkuu
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et al., 2021). Dentre os hidrocarbonetos sesquiterpénicos presentes nos OEs de
Eucalyptus, destaca-se o 9-epi-B-cariofileno.

Este composto, encontrado em fragrancias cosméticas, apresenta potencial
anestésico e anti-inflamatério (Ghelardini et al., 2001). Dentre os sesquiterpenos
oxigenados, o globulol é um dos principais volateis, apresentando atividades
antifungica e antibacteriana. Também € encontrado em E. globulus (Tan et al., 2008).
E. globulus é a espécie mais explorada para obtencao de 1,8-cineol em todo o mundo
(Vitti; Brito, 2003). Este componente também é encontrado em outras espécies de
Eucalyptus, como E. saligna (28,9%) (Saulle et al., 2018) e E. camaldulensis (17,9%)
(Lucia et al., 2007).

5.5 ANALISE MULTIVARIADA

A analise de correlagdo e multivariada realizada neste estudo revelou
diferencas na composicao quimica dos OEs das seis espécies de Eucalyptus. O
dendograma resultante dessa andlise, representado na Figura 27, identificou cinco
quimiotipos diferentes, os quais foram classificados da seguinte forma:

e Cluster 1: compreende E. saligna (Esa) em todas as quatro estagdes.
Isso sugere que o OE de E. saligna mantém uma composi¢ao quimica
consistente ao longo do ano;

e Cluster 2: possui E. grandis (Egr) em quatro estacdes. Indicando uma
consisténcia na composicao quimica do OE de E. grandis ao longo do
ano;

o Cluster 3: evidencia E. benthamii (Ebe) em quatro estacdes e E. dunnii
(Edu) no outono e inverno. Isso sugere uma semelhanca na composi¢ao
quimica dos OEs de E. benthamii ao longo do ano, enquanto o OE de E.
dunnii apresenta variacées sazonais;

e Cluster 4: E. badjensis (Eba) nas estacbes de primavera e verao e E.
globulus (Egl) em outono e verdo, as diferengas sazonais na composigao
quimica dos OEs entre as espécies podem ser atribuidas a diversos
fatores, como variacbes na temperatura, umidade, disponibilidade de
nutrientes do solo e padrées de chuva ao longo do ano. Esses fatores
podem influenciar a biossintese e a acumulacdo de metabdlitos
secundarios nas plantas, levando a diferengcas na composicao quimica
dos OEs;
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e Cluster 5: consiste apenas no 6leo essencial de E. dunnii (Edu) no verao,
a observagcao de uma composicao quimica unica nesta estacéo do ano
sugere que as condi¢cdes ambientais especificas do verao podem ter um
impacto significativo na produgédo de metabdlitos secundarios por esta
espécie em particular. Isso ressalta a importancia de considerar nao
apenas a espécie de Eucalyptus, mas também o periodo de coleta, ao
avaliar a composi¢ao quimica dos OEs.

Esses resultados destacam a complexidade da composi¢ao quimica dos OEs
de Eucalyptus e a influéncia de fatores sazonais e genéticos nessa composicao.
Essas informacdes sao valiosas para entender melhor as propriedades e o potencial
de uso dos OEs de diferentes espécies de Eucalyptus em diversas aplicacoes.

Figura 27 - Grafico de analise de agrupamento hierarquico baseado no perfil quimico de 24 amostras de 6leos
essenciais obtidas por andlise cromatografica (GC-MS) de seis espécies de Eucalyptus

(5)
Edu Summer
(3) Eba Aulumn

—1 Enawintar

Egl Spring
| E Egl Winter
(ﬂ-) Egl Summer
Egl Autumn
____: Eba Summar
i Eba Spring
Ehe Spring
_l E Ebe Aulumn
3 Ebe Winler
( ) Edu Aulumn
(2) :Edu Winler

Eba Summer
Edu Spring

2) EgrSpring
[ I Egr Summer
Ll L EgraAutumn
Egr Winter

Esa Spring

(1) (1) _l EEsa Summer
Esa Autumn
A B Esa Winter

a0 80 70 60 -] 40 30 20 10
Distanco

Fonte: A autora

Nota: Amostras de 6leos essenciais obtidas por analise cromatografica (GC-MS) de seis espécies de
Eucalyptus: E. badjensis (Eba), E. benthamii (Ebe), E. dunnii (Edu) E. grandis (Egr), E. globulus
(Egl) e E. saligna (Esa) nas quatro estagdes, primavera, verao, outono e inverno, através do
método de agrupamento do vizinho mais préximo e com a distancia euclidiana como medida
de dissimilaridade, mostrando a divisdo das amostras em dois grupos A e B.

Como resultado da comparagédo do dendograma e dos dados referentes a
composicao quimica das amostras (Tabela 3), observou-se que algumas estacdes
interespecificas dentro da mesma espécie apresentaram diferencas em suas
composigdes quimicas. Isso indica que a época de coleta das folhas para extragao
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do OE influenciou significativamente a composi¢ao quimica, resultando em variagées
entre as diferentes estacoes.

A andlise das seis espécies de Eucalyptus demonstrou que E. dunnii exibiu a
variacao mais significativa em sua composicdo quimica, apresentando mudancas
notaveis nos grupos de proximidade ao longo das diferentes épocas de coleta.
Observou-se também uma variagcdo interespécies. Por exemplo, E. badjensis
apresentou diferencas sazonais, onde o0s grupos de outono e inverno nao foram
semelhantes aos de primavera e verdo. Da mesma forma, E. benthamii mostrou
variagdes sazonais na composi¢cao quimica de seu OE, com mudancgas notaveis no
verdo e falta de semelhanca entre os grupos de primavera, outono e inverno.
Portanto, conclui-se que a sazonalidade afeta o perfil quimico de todos os OEs
analisados.

Os dados do perfil quimico foram analisados quantitativa e qualitativamente
por PCA (Figura 28). Trés componentes principais foram escolhidos seguindo o
critério de Kaiser (1960); o primeiro, segundo e terceiro componentes principais (PC1,
PC2 e PC3) explicaram 80,014%, 15,174% e 1,956% da variancia total da matriz de
covariancias, respectivamente. Assim, os componentes principais explicaram
97,144% da variancia total. Neste caso, a variavel explicada n&o atingiu 100% devido

ao percentual dos compostos identificados nas amostras de OE.

Figura 28 - Grafico da andlise de componentes principais
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Nota: (PCA1=80,01, PCA2=15,17% e PCA3=1,96) de 24 amostras de OE de seis espécies de
Eucalyptus em diferentes épocas obtidas por GC-MS com a correlacdo de todos os
componentes quimicos identificados na andlise. E. badjensis ( Ebd ), E. benthamii ( Ebt ), E.
dunnii ( Ebn ), E. grandis (Erg), E. globulus ( Egl ) e E. saligna ( Esg ) na primavera, verao,
outono e inverno.
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Trés grupos de variaveis foram identificados pelo gréafico bidimensional,
Componente 1 e Componente 2. O primeiro grupo de variaveis incluiu 1,8-cineol, e o
segundo teve a-pineno, aloaromadendreno e globulol, que estdo fortemente
correlacionados com o componente 1. O terceiro grupo de variaveis que se
correlacionou fortemente com o componente 2 incluiu o-cimeno, criptona,

espatulenol, éxido de cariofileno e 2-metil-3-fenil-propanal.

5.6 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DE ALTA EFICIENCIA

Os OEs de E. badjensis (faixas 5-8) sob luz UV a 366 nm exibiram uma
impressao digital especifica, composta por uma zona laranja em Rr 0,47, 1,8-cineol
em Rr 0,39, e uma zona acastanhada em Rr 0,21 com uma faixa dupla logo abaixo
(Figura 29). Sob luz branca, zonas semelhantes, mas com cores diferentes, foram
observadas. Avaliando essas impressodes digitais por inspecao visual, € possivel notar
que a concentracdo desses metabdlitos varia nas diferentes estagdes do ano,
conforme detalhado na andlise por GC-MS (Tabela 3).

A descoberta de 1,8-cineol nos OEs de E. badjensis concorda com oS
resultados da analise por GC-MS. As impressées digitais dos OEs de E. benthamii
(faixas 9-12) mostraram trés zonas laranja principais sob UV 366 nm em Rf 0,34, 0,25
e 0,17, com algumas zonas mais fracas entre Rr 0,40 e 0,55. As principais zonas
descritas foram mais fracas nos OEs da primavera em comparagdo com as outras
estacdes. As impressdes digitais de verao, outono e inverno pareciam consistentes, e
o 1,8-cineol ndo foi detectado em nenhum OE desta espécie, conforme também
observado por GC-MS.

As impressbes digitais dos OEs de E. dunnii (faixas 13-16) foram muito
semelhantes as descritas para E. benthamii. No entanto, uma diferenca notavel foi a
ocorréncia de 1,8-cineol, claramente observada nas impressodes digitais dos OEs da
primavera e do verdo, mas nao observada no outono e no inverno. Os dados de GC-
MS revelaram a presencga de 1,8-cineol nas quatro estagdes, mas o rendimento deste
metabdlito no outono e inverno foi menor do que nas outras estagées. A menor
concentracdo de 1,8- cineol no outono e inverno detectados por GC-MS apareceu
como zonas laranja intensas em Rr 0,35 nas impressoes digitais de OEs do outono e
inverno, podendo ser devida a auséncia desse metabdlito nessas impressoes digitais.
O OE de E. globulus (faixas 17-20) mostraram duas zonas principais laranja-
acastanhadas sob UV 366 nm em Rf 0,43 e 0,25 e algumas mais fracas sob a zona



87

mais retida para o verao e outono. O 1,8-cineol foi o principal composto observado na
primavera e no inverno, mas também foi claramente detectado no verdo e no outono.
As impressoes digitais dos OEs de E. grandis (faixas 21-24) extraidas na primavera,
verdo e outono mostraram caracteristicas semelhantes as observadas para E.
benthamii, incluindo a auséncia de 1,8-cineol. A impressao digital do OE do inverno
exibiu um resultado ndo observado em nenhuma outra estagdo ou espécie. As
impressbes digitais dos OEs de E. saligna (faixas 25-28) revelaram impressoes
digitais especificas com duas zonas principais laranja e acastanhadas em RF 0,4 e
0,24 com pequenas diferengas entre as estag¢des, e nenhum 1,8-cineol foi detectado.

Além disso, a analise HPTLC revelou que a maioria das espécies de Eucalyptus
apresentam composigbes quimicas diferentes, demonstrando a utilidade das
“impressdes digitais quimicas” na autenticagdo de espécies. A sazonalidade também
foi identificada como um fator que interferiu no perfil quimico de todos os OEs
analisados, indicando que as caracteristicas quimicas dos OEs podem variar ao longo
do ano.

Figura 29 - Comparacao de impressoes digitais HPTLC sob UV 366 nm (A) e luz branca RT (B) apés
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Fonte: A autora

Nota: As faixas 1-4 sdo os padrdes de 1,8-cineol, a-bisabolol, borneol e 6xido de bisabolol,
respectivamente. As faixas 5 a 28 sdo impressoes digitais de OEs de Eucalyptus em diferentes
estac¢des (primavera, verdo, outono e inverno). E. badjensis (5-8), E. benthamii (9-12), E. dunnii
(13-16), E. globulus (17-20), E. grandis (21-24) e E. saligna (25-28).

Estes resultados sugerem que a analise HPTLC de OEs de Eucalyptus, tanto
sob luz branca quanto apés derivatizagdo com anisaldeido, pode ser um método
simples, barato e rapido para autenticar a maioria das espécies e estudar a influéncia
da sazonalidade na composi¢do quimica destes OEs.
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5.6.1 Atividade Antioxidante

Este estudo avaliou a atividade antioxidante de OEs utilizando trés métodos
diferentes: DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), ABTS (acido 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) e acido linoleico.

Através da aplicacdo de diferentes métodos para avaliar a atividade
antioxidante, obtém-se uma visdo mais precisa dos mecanismos de acao dos OEs,
identificando sua capacidade de sequestrar radicais livres, prevenir a peroxidagcao
lipidica e outros possiveis mecanismos antioxidantes.

Ao analisar os dados da Tabela 4, pode-se observar que o método ABTS foi
mais eficiente na avaliagdo da atividade antioxidante. Uma comparacao dos dados de
ICs0 obtidos (Tabela 4) indicou atividade potente para todos os OEs com valores de
ICs0 de 0,007-0,009 mg/mL, comparavel ao antioxidante comercial BHT. Os outros
métodos nado apresentaram efeitos inibitérios sobre radicais livres ou efeitos
antioxidantes, o que pode ser justificado pelo elevado niumero de monoterpenos,
especialmente os oxigenados (Déll-Boscadin et al., 2010).

Tabela 4 - Atividade antioxidante de OEs de eucalipto pelos ensaios DPPH, ABTS e 8 -caroteno/acido
linoléico

Amostras IC 50 mg. mL-1 B-caroteno/linoleico acido
DPPH ABTS % oxidacgao inibicdo
E. badjensis 1.904 a 0,007 a 2.02
E. benthamii 1.748 a 0,008 a NE
E. dunnii 1.041¢c _ 0,008 a NE
E. globulus 1.307b 0,007 a 1,28
E. grandis 0,668d _ 0,008 a NE
E. saligna 0,742d _ 0,009 a 3h40
BHT 0,009 0,005 46,74

Fonte: A autora
Nota: Dentro de cada coluna, os valores médios com a mesma letra ndo diferem por Tukey.

O método DPPH é comumente utilizado para determinar a capacidade dos
compostos antioxidantes de eliminar radicais livres. Um radical livre estavel, DPPH,
pode ser medido espectrofotometricamente pela sua mudanga de cor de roxo para
amarelo quando é reduzido por um antioxidante. Quanto maior a capacidade do OE
em sequestrar o DPPH, maior serd sua atividade antioxidante. Outro método para
avaliar a capacidade de eliminacao de radicais livres é o ensaio ABTS, que envolve a
utilizacao do radical ABTS gerado pela reacéo entre ABTS e persulfato de potassio.
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A medida que os radicais ABTS sao reduzidos pelos antioxidantes, eles mudam
de cor para verde, o que também pode ser medido espectrofotometricamente. O
método do acido linoleico é empregado para avaliar a capacidade dos OEs em inibir
a peroxidacao lipidica. Neste ensaio, o acido linoleico sofre oxidacédo na presenca de
oxigénio, levando a geracao de produtos de peroxidacgao lipidica. Porém, a presenca
de um antioxidante pode impedir ou retardar a formacao desses produtos, indicando

sua capacidade antioxidante (Kaur; Geetha, 2006).
5.6.2 Atividade Inseticida Contra Cimex Lectularius L.

Os OEs das seis espécies de Eucalyptus foram expostos a testes de toxicidade
contra duas cepas de percevejos (C. lectularius), uma resistente (Bayonne) e outra
suscetivel (Ft. Dix) a inseticidas piretroides (deltametrina). A dose utilizada foi de 125
ug/inseto. Dois métodos de aplicagdo foram utilizados no experimento do inseticida:
tépico e fumigacao. Estes, demonstraram diferencas significativas nos resultados,
com taxa de mortalidade superior a 50% (Tabela 5).

Tabela 5 - Toxicidade topica e por vapor induzida por 6leos essenciais de Eucalyptus contra Cimex
lectularius

Toxicidade topica média % de mortalidade+SE Toxicidade por vapor média %

Espécie de mortalidade +SE
(Ft. Dix) * (Bayonne)** Bayonne
E. badjensis 83,348,82 86,716,67 13,316,67
E. benthamii 93,3+3,33 93,3+3,33 66,7+13,33
E. dunnii 73,316,67 66,716,67 40,0+20,00
E. globulus 50,0+0,00 50,045,77 0,00+0,00
E. grandis 53,3+8,82 23,3+3,33 13,316,67
E. saligna 56,7+3,33 93,346,67 33,346,67

Fonte: A autora
Nota: *cepa suscetivel (Ft. Dix); ** cepa resistente a piretroides (Bayonne); SE= Erro Padrao

De acordo com os dados médios de mortalidade mostrados na Tabela 5, E.
benthamii foi o mais tdxico para percevejos (C. lectularius) no bioensaio de toxicidade
tépica (93,3%) em cepas resistentes e suscetiveis, enquanto induziu toxicidade
moderada por vapor (66,7%) na cepa Bayonne.

Foi seguido por E. badjensis, induzindo 83,3 e 86,7% de mortalidade em cepas
suscetiveis e resistentes, respectivamente, enquanto foi menos eficaz na toxicidade
por vapor. Os beneficios dos inseticidas naturais sdo numerosos, especialmente
aqueles obtidos a partir de OEs e seus constituintes, como as propriedades sinérgicas
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de seus compostos, produtos mais acessiveis economicamente e o uso de compostos
ecologicamente corretos para controle de insetos (Yunes et al., 2001).

Portanto, as espécies de Eucalyptus sao fontes promissoras para esse fim,
uma vez que os OEs apresentam baixo custo (Cimanga et al., 2002; Salvatori et al.,
2023), fator crucial para o controle de pragas principalmente quando se trata de
problemas de saude publica em diversos paises, como é o caso de C. lectularius
(Machado et al., 2019; Afshar et al., 2023). A maioria dos inseticidas e repelentes a
base de plantas sdo derivados de plantas que contém OE. Além disso, os receptores
que respondem ao DEET (N, N-dietil-3-metilbenzamida) também podem responder
aos terpenos volateis (Budel et al., 2018).

Budel et al. (2018), utilizando a mesma metodologia, afirmaram que Baccharis
sphenophylla Dusen ex Malme EO atingiu 66,67% de mortalidade contra a cepa
resistente a inseticidas 'Bayonne’, enquanto apresentou 83,33% de mortalidade sobre
a cepa suscetivel 'Ft. Dix' 24 horas apés o tratamento.

Da mesma forma, Schinus molle L. EO apresentou mortalidade de 100,0% (Ft.
Dix) e 90,0% (Bayonne) 24 horas apés o tratamento (Machado et al., 2019). O OE de
Ocotea porosa também foi testado e nenhuma mortalidade foi observada em ambas
as cepas (Brustulim et al., 2020).

A natureza noturna de C. lectularius torna seu controle dificil, especialmente
para atingir o alvo (fase adulta) (Gaire et al., 2020). Durante o dia ele se esconde em
fendas de moveis de madeira ou outros locais (Ghauri, 1973). Nas ultimas décadas,
este inseto ressurgiu e se tornou uma grande preocupacao nos EUA e em outros
paises devido a sua comprovada resisténcia ao inseticida deltametrina, um piretroide
comumente usados para controlar o inseto (Koganemaru; Miller, 2013; Cambronero-
Heinrichs et al., 2020).

A proliferagdo deste inseto tem sido amplamente considerada como um
importante problema de saude publica. A resisténcia aos piretroides tem constituido
um grande obstaculo, limitando significativamente o controlo efetivo de C. lectularius.
Conforme afirmado por Afshar et al. (2023), OEs e compostos volateis como
carvacrol, linalol e timol foram testados em diferentes paises para encontrar um
inseticida ecoldgico contra percevejos.

Além disso, os OEs de espécies de Eucalyptus tém comprovada atividade
inseticida. Por exemplo, E. benthamii tem acao contra Pediculus humanus capitis
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(piolhos do couro cabeludo) (Déll -Boscardin et al., 2015) e E. saligna tem atividades
contra Aedes aegypti (Lucia et al., 2007), Acanthoscelides obtectus, Atta sexdens
rubropilosa, Sitophilus zeamais, Sitotroga cerealella, Thyrinteina arnobia e Tribolium
castaneum (Bett et al., 2017).

5.7 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

5.7.1 Edema, Hiperalgesia Mecéanica e ao Frio Induzidos por Carragenina em Pata de
Camundongos

Na inflamacdo da pata induzida pela carragenina foram analisados trés
parametros: edema, hiperalgesia mecéanica (Von Frey) e alodinia. No modelo de
edema, o tratamento oral com dose Unica de OE de Eucalyptus (10 mg/kg) inibiu
significativamente a formacédo de edema em comparagcao ao grupo controle (solucao
salina) as 0,5, 1, 2 e 4 horas apds a indugao de carragenina (Figura 30). Apenas E.
badjensis as 0,5 h nao diferiu significativamente, como mostrado na Figura 30a.

Em 1 h, apenas E. grandis apresentou diminuicdo na formacéo de edema, com
inibicdo maxima de 67 + 5% (Figura 30b). Durante o experimento, E. benthamii, E.
dunnii e E. grandis apresentaram diminui¢do significativa do edema em comparagéo
ao grupo controle com inibicdes de 63 + 4%, 60 £ 3% e 74 + 2%, apos 2 h,
respectivamente e 67 £ 4%, 70 + 5% e 71 + 4%, apés 4 h (Figura 30c, Figura 30d).

O positivo controle (DEXA - Dexametasona) apresentou reducéao significativa
em todos os tempos pontos, com inibicdo de 81 £ 5% em 0,5 h, 74 £ 5% em 1 h, 77
+ 5% as 2 horas e 81 £ 4% as 4 horas (Figura 30).

Supde-se que a resposta anti-inflamatéria dos OEs no tratamento seja devida
ao efeito sinérgico dos compostos dos OEs, incluindo terpenos, principalmente
sesquiterpenos. Varios estudos relataram que os sesquiterpenos tém atividades anti-
inflamatédrias (Recio et al., 2000; Feltenstein et al., 2004; Valério et al., 2007; Fonseca
et al., 2010; Mckinnon et al., 2014; Butturini et al., 2014; Butturini et al., 2014; Turk et
al., 2019).

Em todos os momentos de avaliacdo, os OEs de E. grandis inibiram a
inflamacéo. Essa espécie possui a-pineno e o-cimeno como compostos principais,
sugerindo que essa atividade € modulada pelos efeitos sinérgicos destes

constituintes.
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Figura 30 - Efeito da administracdo oral de 6leos essenciais de Eucalyptus no edema de pata induzido
por carragenina em camundongos
30 min

1h

Paw edema (mL)

4h

Paw edema (mL)

2 h atther carrageenan (300 pg/pawv) 4 h afther carrageenan (300 pg/paw)

Fonte: A autora

Nota: Os animais receberam o 6leo essencial de cada espécie (10 mg/kg, vo) ou o controle (veiculo)
ou dexametasona (DEXA, 1 mg/kg, sc). E apos 1 hora, foi administrada uma inje¢cdo de
carragenina (300 ug/pata). Cada barra representa a média + SEM de n = 6 animais/grupo. * p
< 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001 quando comparado ao grupo controle. ANOVA unilateral
seguida do teste de Newman-Keuls.

A importéancia do sinergismo entre varias moléculas dentro de um OE, em
contraste com a agdo de um ou dois componentes principais, pode levantar questdes.
No entanto, vale ressaltar que a atividade dos componentes primarios pode ser
influenciada por outras moléculas presentes em pequenas concentracoes (Hoet et al.,
2006). As propriedades anti-inflamatérias sistémicas dos OEs de Eucalyptus na
inflamacao aguda foram avaliadas usando um modelo de edema de pata induzido por
carragenina. As medigdes foram feitas 0,5, 1, 2 e 4 horas ap6s a administragéo de
carragenina. Este € um teste padrdo usado para analisar a primeira fase da reacao
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inflamatoria, onde mdultiplos mediadores atuam sequencialmente para produzir uma

resposta inflamatoria.

Figura 31 - Efeito de 6leos essenciais de E. badjensis, E. benthamii, E. dunnii, E. grandis, E. globulus
e E. saligna (10 mg/kg, vo)
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Fonte: A autora

Nota: Veiculo (soro fisioldgico) e dexametasona (1 mg/kg, via subcutanea, controle positivo). Modelo
de administragdo em hiperalgesia mecénica. As medigbes foram realizadas trés e quatro horas
apds a gavagem. Cada barra representa a média + SEM de n = 6 animais/grupo. * p < 0,05. **
p < 0,01. *** p < 0,001 quando comparado ao grupo controle. ANOVA unilateral seguida do
teste de Newman-Keuls.

Os OEs de E. tereticornis e E. globulus produziram efeitos anti-inflamatérios,
conforme demonstrado pelo teste de inibicdo do edema da pata de camundongos
induzido por carragenina. (Silva et al., 2003). Os mecanismos das propriedades anti-
inflamatérias dos OEs de Eucalyptus nao estdo totalmente definidos. No entanto,
estudos relataram que os monoterpenos presentes OEs de Eucalyptus, como o 1,8-
cineol, sdo potentes inibidores de mediadores de citocinas inflamatorias (Juergens et
al., 1998).

Os OEs das seis espécies de Eucalyptus (10 mg/kg) exibiu propriedades anti-
hiperalgésicas, inibindo a hiperalgesia mecénica (Figura 31a, Figura 31b) e a
sensibilidade ao frio (Figura 31a, Figura 31b). Tratamento com E. badjensis e E.
grandis apresentaram efeitos anti-hiperalgésicos significativos, com reducao de 67 +
5% e 65 + 6%, respectivamente, as 3h (Figura 31a).

As 4 h apés o tratamento com carragenina, todos os OEs investigados foram
capazes de reduzir a hiperalgesia mecanica induzida pela carragenina variando de 61
a 73% (Figura 31b). A dexametasona (DEXA) resultou em reducao da sensibilidade
mecanica em 82 + 2% ap6s 3 h (Figura 31a) e em 96 + 2% apés 4 h (Figura 31b). Os
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OEs foram eficazes na inibicdo do comportamento nociceptivo induzido por
inflamacédo aguda (causada por carragenina), avaliada por estimulo mecanico (Von
Frey).

Tsai et al. (2011) demonstraram atividade anti-inflamatéria de E. bridgesiana R.
T.Baker nos modelos experimentais semelhantes aos utilizados no presente estudo.
Através da analise de extratos de E. globulus, esses autores observaram efeitos anti-
inflamatérios, demonstrados por uma reducéo na circunferéncia da pata inflamada em
modelos de camundongos ap6s o tratamento (Tsai et al., 2011).

Administracdo de E. badjensis, E. benthamii, E. dunnii, E. grandis, E. globulus
e E. saligna OEs demonstraram uma redugéo potencial na sensibilidade ao estimulo
frio da acetona, com redugdes variando de 83% a 70% avaliadas em 3 h (Figura 32a)
e 74% a 88% em 4 h (Figura 32b). DEXA na dose de 1 mg/kg exibiu alta inibigdo de
90% quando avaliada em 3 e 4 horas (Figura 32a, Figura 32b).

Figura 32 - Efeitos de 6leos essenciais de Eucalyptus (10 mg/kg, po), veiculo (solugdo salina) e
dexametasona (1 mg/kg por via subcutanea, controle positivo) em modelo de carragenina induzido por

acetona
3h 4h

Cold sensitivy (s)
Cold sensitivy (s)

A ) 3 h afther carrageenan (300 pg/paw) _ B ) 4 h afther carrageenan (300 ug/paw)

Fonte: A autora

Nota: Cada coluna representa uma média de 6 animais. Os asteriscos indicam niveis de significAncia
em comparagao com os dados do grupo tratado com veiculo (Controle) *** p < 0,001 As
diferengas entre os grupos foram observadas por ANOVA unidirecional seguida pelo teste de

Newman-Keuls.

No geral, na dor induzida pela carragenina, os OEs inibiram efetivamente a
hiperalgesia mecanica e a resposta ao frio, demonstrando potencial para o
desenvolvimento de novos medicamentos para doengas inflamatérias ou analgésicas.
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5.7.2 Migracao de Células Pleurais e Exsudagéo de Proteinas

O efeito anti-inflamatério dos OEs foi confirmado usando outro marcador
inflamatério, a migracdo de leucocitos e proteina total induzida por carragenina. O
tratamento de animais com o OE de E. badjensis, E. benthamii, E. dunnii, E. grandis,
E. globulus e E. saligna em doses (10 mg/kg, po) evidenciou reducgéo significativa (p
<0,001) a migracao de leucdcitos induzida pela carragenina no exsudado pleural
(Figura 33).

Figura 33 - Efeitos dos 6leos essenciais de Eucalyptus (10 mg/kg vo), controle (solugao salina) e

dexametasona (1 mg/kg, por via subcutanea), na migracao leucocitaria (cel /mL)
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Fonte: A autora

Nota: Cada coluna representa a média de 6 animais. Os asteriscos indicam niveis de significancia
comparados com os dados do grupo controle. ** p < 0,01, *** p < 0,001 em comparagédo com
os dados do grupo tratado com veiculo (Controle). As diferencas entre os grupos foram
analisadas por ANOVA unidirecional, seguida pelo teste de Newman-Keuls.

Em relagédo aos resultados das proteinas totais (Figura 34), observou-se que a
administracdo de carragenina no espaco pleural dos camundongos também induziu
aumento no extravasamento de proteinas no grupo controle. Tratamento com E.
grandis na dose de 10mg/kg resultou em uma diminuigao significativa no vazamento
total de proteinas (61 = 3%), reduzindo assim o exsudato e demonstrando a atividade
anti-inflamatéria do OE. Esses achados sugerem que os efeitos observados podem
ser atribuidos a inibicdo da formacéo de exsudato pleural e da migracao de leucocitos
pelos OEs, confirmando sua atividade anti-inflamatéria.
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Estudos demonstraram que a inibicdo do recrutamento de leucdcitos pode
mitigar as alteragées associadas a condigdes inflamatodrias (Kelly; Hwang; Kubes,
2007). Portanto, substancias que podem interferir no processo quimiotatico séo
promissoras no tratamento de doencas inflamatérias.

Portanto, os resultados experimentais, particularmente aqueles envolvendo os
OEs de E. benthamii, E. dunnii e E. grandis, mostram-se promissores no
desenvolvimento de medicamentos com potencial anti-inflamatério. Mais pesquisas
sa0 necessarias para avaliar a toxicidade e a resposta a dose do OE de E. grandis.
Figura 34 - Efeitos dos 6leos essenciais de Eucalyptus (10 mg/kg, vo), controle (soro fisiolégico) e

dexametasona (1 mg/kg, via subcutanea) no nimero de proteinas totais expressas por mg/mL (cada
coluna representa a média de 6 animais)
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Fonte: A autora

Nota: Os asteriscos indicam niveis de significancia comparados com os dados do grupo controle. ** p
< 0,01, ™ p < 0,001 em comparacao com os dados do grupo tratado com veiculo (Controle).
As diferencas entre os grupos foram analisadas por ANOVA unidirecional seguida pelo teste
de Newman-Keuls.

Pesquisas anteriores relataram que o OE de E. globulus contendo o-cimeno,
embora ndo seja o componente principal, também foi capaz de estimular a resposta
fagocitica dos macréfagos através da inibicao dos leucécitos. Foi demonstrado que o
monoterpeno o-cimeno afeta o comportamento quimiotatico dos leucécitos ao inibir os
leucécitos rolantes e aderentes, um processo modulado por citocinas responsaveis
pela regulacao desses efeitos (Serafino et al., 2008).

Santos e Rao (2000) examinaram o potencial do 1,8-cineol como agente anti-
inflamatério e antinociceptivo. Eles demonstraram que o 1,8-cineol era eficaz apés
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administragao oral e era substancialmente mais potente na dose de 400 mg/kg. Nao
apenas inibiu o edema de carragenina e aumentou a permeabilidade capilar, mas
também inibiu a formagcdo de granuloma. Com estas pesquisas portanto, pode se
relacionar as atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria aos monoterpenos, que € a
classe de terpenos predominante nos OEs de E. badjensis, E. benthamii, E. dunnii, E.
grandis, E. globulus e E. saligna, podendo ser uma justificativa aos resultados
significativos do presente trabalho.
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6 CONCLUSAO

Até onde sabemos, este € o primeiro trabalho a analisar e comparar a
composicao quimica de 6leos essenciais de Eucalyptus com padronizagao de cultivo
e idade fenoldgica das plantas, além de realizar uma analise minuciosa dos peciolos.
A morfoanatomia dos peciolos revelou diferengas entre as espécies em termos de
tamanho e formato em sec¢éo transversal, tamanho de cavidade, disposi¢cao e numero
de feixes vasculares, além dos morfotipos cristalinos.

Os resultados do estudo indicam que a composi¢ao quimica e a quantidade de
Oleos essenciais (OEs) em diferentes espécies de Eucalyptus podem variar
significativamente e sao influenciadas por fatores genéticos e pela estacdo do ano.
Todas as seis espécies analisadas apresentaram variacées no teor, constituicao
quimica volatil e nas concentragdes de OEs ao longo das diferentes estacoes do ano.

De acordo com nossos resultados, 86 substéncias foram identificadas nos
6leos essenciais das seis espécies de Eucalyptus. E. globulus, E. badjensis e E. dunnii
apresentaram maiores propor¢cdes de 1,8-cineol (eucaliptol) enquanto esse composto
nao foi encontrado majoritariamente em E. benthamii, E. grandis e E. saligna. Essa
variacdo na presenca do 1,8-cineol entre as espécies de Eucalyptus ressalta a
importadncia de se determinar o perfil quimico de cada espécie para definir sua
aplicagdo comercial: industrial ou terapéutica.

O CCDAE foi utilizado com sucesso como uma técnica rapida para monitorar a
composicao quimica de 6leos essenciais em Eucalyptus durante a sazonalidade. As
analises por CG-EM e CCDAE mostraram que diferentes espécies de Eucalyptus
apresentaram composicées quimicas unicas em seus 6leos essenciais. Este achado
foi demonstrado no cluster de componentes principais.

Entre as espécies estudadas, E. badjensis, E. dunnii e E. globulus destacam-
se como fontes promissoras para a exploracdo comercial de terpenos bioativos no
Parana, Brasil, principalmente devido ao seu alto teor de 1,8-cineol presente em seus
OEs.

Eucalyptus badjensis, especificamente no Parana, Brasil, tem um potencial
significativo para a exploracdo comercial de OEs. Esta espécie estd bem adaptada as
condicoes de geada, apresenta rapido crescimento da madeira — seu principal objetivo
de cultivo — e possui um alto rendimento de OE, com mais de 80% de 1,8-cineol.



99

O OE de Eucalyptus benthamii mostrou a maior atividade contra Cimex
lectularius (percevejos da cama). Além disso, os OEs das seis espécies
demonstraram atividade antioxidante no modelo ABTS. Especificamente, os OEs de
E. benthamii, E. grandis e E. dunnii exibiram notavel atividade anti-inflamatéria nos
modelos experimentais testados.

As atividades biologicas observadas podem ser atribuidas a efeitos sinérgicos
entre os compostos presentes nos OEs. Mais estudos sao necessarios para a melhor
compreensao de como esses compostos bioativos contribuem para os efeitos
comprovados.

Adicionalmente, este estudo estabelece as bases para a utilizacao da biomassa
de folhas de Eucalyptus como um recurso inovador para as industrias farmacéutica,
nutracéutica, cosmética e inseticida. Esta abordagem de reaproveitamento enfatiza
uma estratégia de biofarmécia sustentavel, promovendo um futuro mais sustentavel e
aprimorado para a comunidade global, em alinhamento com os objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) 9, (Industria, Inovacédo e Infraestrutura), 12
(Consumo e Producéao Responsaveis) e 15 (Vida Terrestre), conforme recomendado
pelas Nagdes Unidas.

E importante enfatizar que esse estudo evidencia caracteristicas microscopicas
e cromatograficas importantes de seis espécies de Eucalyptus, fornecendo dados
botanicos e quimicos para o controle da qualidade da droga vegetal. Além disso, as
caracteristicas morfoanatémicas sao Uteis na taxonomia do género Eucalyptus e da

familia Myrtaceae.
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Abstract

Aim gf sudfy: The aim of this stady was to varify the differences in VIS/NIE spectra and leaf color parameters of leaves of Eucahpms
Dbagienriz, E. bertfamit, E. dunnii, E. grandis, E. globuins and E_ safipnag, at four ages, and their infheence on species disorinmnation.

Arew gf study: Sdo Mateus do Sul, Parana, Brazil

Mangrinls and methods: Seadlings of the six speciss, with four replicates for each, were acclimatized in the sama eoironment, in Oc-
tober 2015, in an entirely randomized desipn. Leaf samples were collected from plants that were &, 8, 10 and 13 months ofd. Three keaves
from each of four plants at each age were analyred Five paramaters were recorded refeming to the adaxial surface of each leaf with a fofal
of 15 reconds from repetitions and G0 per species at each aze. The svabastion was perfiemed in the specimal mnges fom 3450-740 mm (VIS)
and 1000-250) mm (IR}, Principal compoenent anatysis and linsar discriminant analysis were perfommed.

Mdizin resuizs; The influence of age differed within each species In color data, the parametsr with most variation smong all samplas was
chromatic coordinate b*. In reflectance spectra (WIS}, aze of 12 months provided the best discrimination of species. Second denivative NIE.
spectra pro<duced the best results of extemal prediction of Linsar Discrimimant Analyzis models based on leaves of 1 1-month-ald mees.

Research Kghiiphts: Observation of color parameters and VIS/NIF. speciroscopy have potential wility for discrimination of Encalypias

species based on their preen leaves.

coordinates

Abbreviations nsed: LIV (linear dizrriminant anabysis); MIR (mid-infrared spectra); MIE. {near infrared specimay; PCA (principal com-
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Introduction

The presence of over 800 species from gemys Excalyp-
ms L Her,, Myrzceze famly, 15 registered, most of them
mative to Aunstralia Tt several species are culivated
worldwide for commersial puopeses. Eucalypns wood
15 msed m cmvil construchon, the pulp and paper industry,
and o produce charcoal for steelmalone winle the lea-
ves are wed to extract essenhial pils. In Braml Fucalyphes
plantations occupy 6.97 million hectares and are located

mamly m the states of Mmas Gerars, 550 Panlo and Mato
Grosso do Sul (TBA_ 2024).

The taxononty of Encahpne 15 problematic due to mor-
pholomical somilanities amone different species (Steane ot al,
2011; Bayly o al, 2013). Visible (VIS) and near mirared
mmm&hﬁﬁhﬁmm
with adequate results, as a supplementary technique fior spe-
cies identefication Fucafyps (Castllo atal, 2008; Abasolo
gt al, 2013}, a= well as some Ameeoman tree spemes (Tho-
g=nte of al, 2013; Lang of al, 2015), among other=.
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Abstract

This study focuses on sin Escalyplas species, namely E. bodjesas, E benthamii, E dunnii, . grandiz, E. globubiz, and
E saligna siming & 2 sustzinable use of their green biomass. These species were grown al the same location and stage of
development. Leaf essential oils were extracted by hydrodistillation using a Clevenger apparatus during the foor seasons.
Gas chromatograply—mass spectrometry (GC-MS) and high-performance thin-layer chromatography (HPT LC) techniques
wene used to analyze the chemical composilion. E. bedjensis consistently exhibited a dominant composition, with 1,8-cineole
being the predominant component. Notably, the proportion of |8-cinecle in E badjensis was T77.35% i spring (5P}, 69.46%
in summer (SU}, 95.30% in sutumn (AL, and 89.30% in winter (WI). E glodulus also exhibited 1, 8-cinecke as its primary
constituent, with proportions fluctuating slightly actoss seasons at 84 7%, T9.94%, 81%. and B5.8E%. respectively. The
proportions and constituents of varions species differed significantly. HFTLC was successfully nsed as a swift technigoe to
manitor the chemical composition of essential oils (BE0s) in various Eucalypras species doring the seasonality. GC-MS and
HPTLC analysis showed that different Eucalypius species displayed unigue chemical compositions. while both the chemical
profile and productivity of all enalyzed EQs weme affected by seasonality. This finding was demonstrated in the principal
componenis cluster. The analysis of six species has revealed that the EOQ of E. benthamii is the most potent in thwarting the
infestation of Cimer Lecfuloriur. Additionalty. all siv BOs demonstrated antionidant activity in the ABTS model. EOs of E.
Benrhomii, E. dunnii, and E. grandis showed significant anti-inflammatory activities in experimental models.

Highlights

» E badjensis, E. domnii, and E. globulns are promising sources for the commercial exploiaiion of 1 8-cineode

» E. benthamii, E. prandis, and E. dunni presented aoti-inflammatory setivity

= The essential oils of six species showed anticocd ant sctivily.

» E. benthamii EQ presented a potent insectic ide against Cimer lecinlarins sdulis.

* Encalypius leaf biomess 85 3 novel resource Tor the pharm acewutical, mtraceutical, and insecticidal industries

Exiended mmthor information svailable on the last page of the articke
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ANEXO A - COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS



MINISTERID DA EDUCACAD

FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS
PRO-REITORIA DE ENSING DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

Dourados-MS, 17 de novembro de 2017,

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Estudo fitoquimico e avaliacio
da atividade farmacoldogica de espécies vegetais"”, protocolo n® 07/2017,
sob responsabilidade de Anelise Samara Nazari Formagio — que envolve a
producdo, manutencdo efou utifizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesguisa cientifica
{ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 08 de
outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(CONCEA), e foi aprovado pela ComissSo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFGD) da Universidade Federal da Grande Dourados, em reuniao de 02
de outubro de 2017.

Vigenda do Projeto 200112017 - 20/11/2022
N Mus musculus [ Swiss
Espécie/linhagem Rattus norvegicus | Wistar
NO de animai 256 Mus musculus [ Swiss
AT 50 Rattus norvegicus | Wistar
Mus sp. 25-30g /45 dias
Pesofidade Rattus sp 200-300g / 60 dias
SeNo Machos e Femeas
Origem Camundongos Swiss & Ratos Wistar — Bioterio da
Faculdade Ciéncias da Salde/FCS-UFGD
: T i
il "#“?r‘"ﬂ fklg“**{'“clﬁx
Melissa Negrao Sepulvida
Coordenadora CEUA
ComissSo de Brica no U Ens Joao Fosa Goes, 1761 — Vil Progresse.
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