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RESUMO

As esséncias de Eucalyptus spp. consideradas farmacologicamente ativas apresentam
como composto majoritario o 1,8-cineol. O Eucalyptus globulus Labill. subespécie
bicostata (Maiden et al.) J. B. Kirkpat. ainda € pouco cultivado no Brasil e os estudos
relacionados a ele indicam o seu potencial como produtor de 6leo essencial. Nesse
contexto, o objetivo desta pesquisa foi investigar a morfoanatomia, a fitoquimica e as
atividades biologicas de folhas jovens dessa subespécie de E. globulus. Para isso,
foram coletadas amostras sazonais, sendo que as extragdes dos Oleos essenciais
foram realizadas com as folhas secas e frescas de todas as coletas. As esséncias
foram submetidas a analises fisico-quimicas e a CG/EM. Adicionalmente, foram obtidos
os extratos para o estudo fitoquimico. A morfoanatomia revelou as caracteristicas
usuais do género Eucalyptus. O extrato metandlico, em funcdo da presenga de
compostos fendlicos, apresentou uma elevada atividade antioxidante na reducgao do
radical DPPH, diferentemente do resultado obtido para o éleo essencial. No método do
fosfomolibdénio, o extrato etandlico e o 6leo essencial ndo apresentaram uma
capacidade antioxidante consideravel, quando comparado ao padrdo de acido
ascorbico. O oleo essencial das folhas secas e frescas forneceu um rendimento
elevado, sendo que o principal composto de todas as amostras, o 1,8-cineol,
apresentou concentragdo acima de 50%. Na atividade antifungica, por meio do
procedimento de difusdo em agar utilizando discos, o éleo inibiu as 13 cepas testadas,
pertencentes aos géneros Candida, Malassezia, Trichosporon, Cryptococcus e
Rhodotorula. Considerando as variaveis: folhas frescas/ secas e sazonalidade, testadas
para o 6leo essencial, os resultados encontrados revelaram que o material botanico
pode ser coletado em qualquer periodo do ano, a partir dos dados de rendimento e de
composicdo quimica da esséncia. As folhas jovens do E. globulus ssp. bicostata
demonstraram atividade biolégica relevante. A continuidade do estudo é recomendada,
para o aproveitamento desse produto natural pela industria farmacéutica.

Palavras-chave: 6leo essencial, 1,8-cineol, eucaliptol, antioxidante, antifungico.



ABSTRACT

In Eucalyptus species considered actives pharmacologically the main compound of the
essential oil is 1,8- cineole. Eucalyptus globulus Labill. subspecies bicostata (Maiden et
al.) J. B. Kirkpat. is not intensively cultivated in Brazil, and the few studies with it show its
potential as essential oil producer. In this context, the objective of this research was
investigate the morpho-anatomy, the phytochemistry and the biological activities of the
E. globulus subspecies bicostata young leaves. For this, seasonal leaves samples were
collected, and the essential oil extractions were realized with dried and fresh leaves of
all collections. The essences were submitted to physical-chemical and GC-MS analysis.
Additionally, the extracts were also obtained for phytochemical studies. The morpho-
anatomy showed the common characteristics of Eucalyptus genus. The methanolic
extract, due to phenolic compounds content, exhibited high antioxidant capacity in the
reduction of DPPH radical, differently of the result for the essential oil. In
phosphomolibdenium method, neither the ethanolic extract nor the essential oil showed
considerable antioxidant activity, when compared to standard of ascorbic acid. The
essential oil of dried and fresh leaves provided a high yield, and the major compound in
all the samples, the 1,8-cineole, showed concentration over 50%. In the antifungal test,
applying the agar diffusion technique with discs, there was inhibition by the oil of the 13
strains tested, belonging to Candida, Malassezia, Trichosporon, Cryptococcus and
Rhodotorula genus. According with the variables dried and fresh leaves and seasonality,
tested for the essential oil, the results found demonstrated that the leaves can be
collected in any period of the year, from the data of the yield and the chemical
composition of the essence. E. globulus subsp. bicostata young leaves showed
important biological activity. Further studies are recommended for the use of this natural
product by the pharmaceutical industry.

Key words: essential oil, 1,8-cineole, eucalyptol, antioxidant, antifungal.
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1 INTRODUGAO

As plantas proporcionam ao homem inumeros beneficios, como vestuario,
alimentagdo, cosmeéticos, aromas e, tdo importante quanto todos esses, os
medicamentos, chamados fitoterapicos.

Os primeiros registros do uso medicinal das plantas sdao da Mesopotamia,
aproximadamente em 2600 a. C. Com o passar do tempo, os fitoterapicos formaram
a base para varios sistemas médicos, como o Ayurvédico, o Unani e o Chinés
(GURIB-FAKIM, 2006).

No Brasil, quando os europeus chegaram, depararam-se com inumeras tribos
indigenas que utilizavam espécies vegetais com propriedades curativas. Este
contato com a flora medicinal brasileira fez com que os colonizadores testassem
usos semelhantes para as espécies nativas da Europa. Os escravos africanos
também conheciam os poderes das plantas e trouxeram para o Brasil varias
espécies, que além de serem farmacologicamente ativas, eram usadas em rituais
religiosos. Com esse intercambio de informagdes, formou-se no nosso pais a base
para a tradicdo no uso de fitoterapicos (LORENZI; MATOS, 2002).

Ha incentivos para a pesquisa na area de plantas medicinais, como o
interesse pelos produtos naturais (OLEOS, 2003) e o aumento significativo na
incidéncia de microrganismos resistentes a antibiéticos (FINCH, 1998).

A consequéncia desse interesse pode ser observada nos dados referentes
aos produtos naturais e seus derivados, pois representam um nuamero significativo
perante todos os medicamentos de uso clinico no mundo e, nos ultimos 40 anos, no
minimo uma duzia de farmacos potentes derivaram de angiospermas. Um quarto de
todas as prescricdes médicas sao formulagdes baseadas em substancias derivadas
de vegetais ou analogos sintéticos de derivados de plantas (GURIB-FAKIM, 2006).
Este fato demonstra que as espécies botanicas nado devem ser consideradas apenas
matéria-prima para a descoberta de novas moléculas, mas também recurso natural
potencialmente ativo na forma de fitoterapico padronizado e eficaz (DI STASI, 1996).

A maioria dos principios ativos vegetais sao substancias procedentes do
metabolismo secundario (GURIB-FAKIM, 2006). Antigamente, esses compostos
foram denominados subprodutos, sem importancia, do metabolismo primario. Mas,
por meio de estudos que avaliaram as rotas biossintéticas elaboradas, foi possivel

afirmar que os metabdlitos secundarios s&o essenciais para a sobrevivéncia e para a
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preservacao da planta, além de alguns deles serem farmacologicamente ativos
(POSER; MENTZ, 2007).

O carater medicinal de espécies do género Eucalyptus esta principalmente
ligado a presenca majoritaria de um componente do éleo essencial, o eucaliptol (1,8-
cineol). No Brasil, a principal espécie cultivada que apresenta esse composto em
altas concentracgdes € o Eucalyptus globulus Labill., (VITTI; BRITO, 2003).

Segundo BOLAND, BROPHY e HOUSE' apud VITTI e BRITO (2003),
existem quatro subespécies de E. globulus produtoras de 6leo essencial, e uma
delas é o Eucalyptus globulus Labill. subespécie bicostata (Maiden et al.) J. B.
Kirkpat. Deste eucalipto utiliza-se a madeira e o teor de 1,8-cineol pode chegar a
80% do total de dleo.

Devido a escassa literatura sobre o E. globulus ssp. bicostata no Brasil, existe
a necessidade de se aprofundar os conhecimentos fitoquimicos e das possiveis
atividades bioldégicas dessa subespécie, visando o uso como um fitoterapico.

Esse estudo pode ser considerado promissor, porque uma grande area do
territério brasileiro € ocupada por reflorestamentos com eucaliptos. Além disso, ha a
perspectiva de que ocorra ainda mais o crescimento dessa cultura. Por esse motivo,
0s Oleos essenciais passam a ter um interesse econdmico crescente, uma vez que
as folhas do eucalipto correspondem a um bioproduto do corte das arvores e o seu
UsSO como recurso para a biomassa é considerado um tema importante para a
pesquisa (TAKAHASHI; KOKUBO; SAKAINO, 2004).

Da mesma maneira, com os resultados obtidos, essa subespécie pode ser
apontada para possiveis estudos de hibridizagdo com outras espécies de eucalipto,

buscando otimizar a qualidade do 6leo e o aperfeicoamento da madeira.

! BOLAND, D. J.; BROPHY, J. J.; HOUSE, A. P. N. Eucalyptus leaf oils: use, chemistry, distillation and marketing.
Melbourne: ACIAR/CSIRO, 1991.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a morfoanatomia, a fitoquimica e as atividades biolégicas de folhas
de Eucalyptus globulus Labill. ssp. bicostata (Maiden et al.) J. B. Kirkpat.
(Myrtaceae).

2.2 Objetivos especificos

Realizar quatro coletas sazonais (primavera, verédo, outono e inverno) de folhas de
E. globulus ssp. bicostata na Embrapa Florestas (Colombo-PR);

Caracterizar morfoanatomicamente os elementos estruturais constituintes das folhas;
Preparar o extrato aquoso e o extrato hidroalcodlico a partir das folhas secas;
Determinar os grupos de metabdlitos vegetais presentes nos extratos;

Extrair o 6leo essencial de folhas frescas e secas provenientes de cada coleta;
Identificar a composi¢ao quimica do 6leo essencial;

Determinar as caracteristicas fisico-quimicas do 6leo essencial;

Verificar a atividade antioxidante in vitro do dleo essencial e de extratos das folhas;
Avaliar a atividade antifungica in vitro do 6leo essencial;

Analisar e comparar os resultados dos testes realizados com o 6leo essencial,
visando identificar a variagdo do rendimento e da composicdo quimica frente a
época da colheita;

Comparar os resultados da pesquisa do E. globulus ssp. bicostata com os dados da

literatura referentes ao E. globulus, oficializado na Farmacopéia Brasileira.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 FAMILIA MYRTACEAE

A familia Myrtaceae Juss. apresenta cerca de 100 géneros com
aproximadamente trés mil espécies distribuindo-se em todo o mundo, mas com dois
grandes centros de dispers&o: as Américas e a Australia (JOLY, 1998).

As espécies sdo cultivadas com finalidade ornamental, pelos frutos
comestiveis, para madeira e lenha ou como fonte de esséncias de valor comercial
(SIANI et al., 2000).

As Myrtaceae quase sempre apresentam proantocianinas e, usualmente,
possuem &cidos galico e elagico. As vezes, produzem saponinas e raramente
compostos cianogénicos (CRONQUIST, 1981). Os dleos volateis encontrados
podem ser formados por monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, outros
terpendides e polifendis. Esses metabodlitos estdo presentes em abundéncia,
dispersos e em cavidades secretoras, que ocorrem na maioria ou em todos tecidos
sem lignina. Também estdo presentes células contendo compostos fendlicos, de
modo disperso, e cristais de oxalato de calcio encontrados na forma solitaria ou
agrupados nas células dos tecidos parenquimatosos (CRONQUIST, 1981).

No Brasil, os representantes da familia caracteristicamente apresentam o
tronco de casca lisa, separando-se todo o ano o ritidoma, que se renova com cada
estacdo de crescimento (JOLY, 1998). No pais sao frequentes muitos
representantes, como a goiaba (Psidium guajava L.), o araga (Psidium cattleianum
S.), a jabuticaba (Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg), a pitanga (Eugenia uniflora L.),
a uvaia (Eugenia uvalha C.), a grumixama (Eugenia brasiliensis Lam.), a cereja-
nacional (Eugenia cerasiflora Miq.) e o eucalipto (Eucalyptus L’Hér.) (JOLY, 1998).

Um dos maiores géneros da familia Myrtaceae € o Eucalyptus (CRONQUIST,
1981).

3.2 GENERO Eucalyptus

O Eucalyptus L’Hér. é originario da Australia e corresponde ao género mais

importante das florestas desse pais, constituindo cerca de % da vegetagao
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continental (BRAGA, 19712 apud FABROWSKI, 2002). E representado por mais de
700 espécies distribuidas em todo o mundo (BATISH et al., 2008). O eucalipto é
usado desde os aborigines australianos, que, além de utilizar a madeira,
desfrutavam das folhas, das raizes e de outras partes do vegetal para a cicatrizagéo
de feridas e em infec¢des microbianas (TAKAHASHI; KOKUBO; SAKAINO, 2004).

O género foi denominado por L’ Héritier de Brutelle em 1788, quando publicou
Eucalyptus obliqua L’'Hér., que se distribuia amplamente em regides alagadas do
leste-sul do continente australiano, Tasmania e Ilha Canguru. Essa espécie foi
determinada a partir de um espécime coletado por um botanico no sul da llha Bruny,
na Tasmania, na terceira expedicdo maritima do capitdo James Cook em 1777
(BROOKER et al., 2002). O nome Eucalyptus deriva do grego eu (=bem) e kalypto
(=eu cubro), em alusdo ao opérculo que reveste as sementes totalmente
desenvolvidas (PENFOLD; WILLIS, 1961).

E uma das arvores mais altas do mundo e apresenta raizes profundas, quase
sempre ectomicorrizas (associagdes mutualisticas entre fungos e raizes), que
buscam agua em lengdis d’agua subterraneos (LAVABRE, 2001; RAVEN; EVERT;
EICHHORN, 2001).

Os Eucalyptus spp., em geral, apresentam fruto seco, capsular e folhas
alternas, sendo que no Brasil a floragdo € no inicio da primavera (JOLY, 1998). As
folhas possuem cheiro forte (aromatico), balsamico e proprio; o sabor € amargo,
resinoso, primeiramente quente e depois com sensagao de frescor (COSTA, 1975).

Outra caracteristica dos eucaliptos € a presenca de um lignotubérculo, que
corresponde a pequenas protuberancias nas axilas dos cotilédones da plantula ou
nos primeiros pares de folhas. E um 6rgdo protetor subterraneo que permite que a
planta emita novos brotos, caso alguma parte aérea tenha sido destruida. As
protuberancias se fundem ao redor do caule, muito proximo da raiz, e podem ficar

parcialmente ou totalmente enterradas (FAO, 1981).
3.2.1 Introducgao do eucalipto no Brasil

No Brasil, ndo se sabe ao certo definir quando houve a introdugcdo do

eucalipto. Ha registros de que as primeiras arvores, das espécies Eucalyptus

2 BRAGA, H. C. Os 6leos essenciais do Brasil, estudo econdmico. Rio de Janeiro: Instituto de Oleos, 1971.
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globulus Labill., Eucalyptus amygdalina Labill. e Eucalyptus polyanthemos Schauer,
foram plantadas no Rio Grande do Sul em 1868 por Frederico de Albuquerque.
Nesse mesmo ano, o Primeiro Tenente da Marinha, Pereira da Cunha, teria plantado
alguns exemplares na Quinta do Boa Vista, no Rio de Janeiro (SAMPAIO, 1975).

Em 1909, em um artigo publicado no Correio da Manha, Osoério Duque
Estrada afirmou que na chacara de seu progenitor, na Gavea (RJ), havia varios
exemplares de E. globulus, que pelo porte deviam ter sido plantados em 1855. J.
Barbosa Rodrigues, em 1894, publicou no seu Hortus Fluminensis que frei Leandro
do Sacramento, diretor do Jardim Botanico (RJ), havia plantado dois exemplares de
Eucalyptus gigantea Desf., durante sua regéncia nos anos de 1824 a 1829. Essas
arvores constam no catalogo de plantas cultivadas do Jardim Botanico (SAMPAIO,
1975).

O inicio da cultura econbmica dos eucaliptos ocorreu pela Companhia
Paulista de Estradas de Ferro, mediante o trabalho do silvicultor Edmundo Navarro
de Andrade. Ele, por meio de pesquisas entre 1904 e 1909, no Horto de Jundiai,
percebeu que os eucaliptos se destacavam frente a outras espécies e, entao,
comecgou o plantio em larga escala. Navarro importou sementes de 144 diferentes
especies da arvore e selecionava as regides ecologicamente parecidas com as da
Australia para o seu plantio (SAMPAIO, 1975).

3.2.2 Distribuicao e importancia do Eucalyptus spp.

A distribuicdo do eucalipto € ampla, ocorrendo em varias partes do mundo,
em fungdo de ser uma arvore de facil cultivo, crescimento rapido e boa
adaptabilidade. Estas caracteristicas foram obtidas ao longo de sua evolugao, que
também permitiu ao eucalipto suportar condicbes de estresse hidrico, de
temperatura e de caréncia nutricional (FILHO; SANTOS; FERREIRA, 2006). Hoje,
esse cultivo é de grande importancia para muitos paises, como a Africa do Sul, a
China, a india e o Brasil (BROOKER et al., 2002).

Dados recentes apontam que o setor florestal brasileiro possui 477,7 milhdes
de hectares (ha) de florestas nativas, sendo 5,74 milhdes ha de florestas plantadas

e, desse total, 3,55 milhdes ha séo plantagdes com eucaliptos (SBS, 2007).
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Segundo SILVA® apud FABROWSKI (2002), os eucaliptos mais utilizados no
Brasil sao: Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden (55%), Eucalyptus saligna Sm.
(17%) e Eucalyptus urophylla S. T. Blake (9%).

O género Eucalyptus, além de se destacar economicamente pela madeira de
reflorestamento, apresenta espécies com varias propriedades, como: antifungica,
antisséptica, adstringente, antiinflamatoria, antibactericida, repelente, cicatrizante e
desinfetante (ESTANISLAU et al., 2001). Também é usado como expectorante
pulmonar e como descongestionante nasal e da garganta, sob a forma de inalagdes
(COSTA, 1975).

As folhas de eucalipto ja foram aprovadas como aditivos para alimentos, e os
extratos também tém sido utilizados em formulagdes cosmeéticas (TAKAHASHI,
KOKUBO; SAKAINO, 2004). O dleo essencial de eucalipto foi considerado seguro e
nao-téxico pela Food and Drug Authority nos Estados Unidos. Na Europa, também
foi aprovado o uso de esséncias de eucalipto como aromatizantes em alimentos
(BATISH et al., 2008). No Japéo, o extrato de folhas de eucalipto esta na Lista de
Aditivos Alimentares Existentes, como antioxidante (AMAKURA et al., 2002).

3.3 GRUPOS FENOLICOS

Grande parte dos grupos fendlicos sdo metabdlitos secundarios, os quais
doze mil foram isolados, sendo que este € um numero estimado, abaixo dos 10% do
total (COWAN, 1999).

Os grupos fendlicos sdo compostos quimicos caracterizados por, no minimo,
um anel aromatico (C6) com um ou mais grupos hidroxilas (Figura 1). Muitos
ocorrem como derivados formados por reacbes de condensacdo ou de adigao

(HARBORNE; DEY, 1997).
OH

FIGURA 1 — ESTRUTURA BASICA DE UM COMPOSTO FENOLICO

3 SILVA, J. C. Eucalipto: a madeira do futuro. Revista da Madeira. Curitiba, setembro, n.59, 114p, 2001.
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Esses componentes sdo encontrados nos vegetais e nos microrganismos, e
também participam do metabolismo animal (CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL,
2007). Nas plantas, possuem diversas fungdes, como: defesa contra predadores
(microrganismos, insetos e herbivoros) e caracterizadores do odor, da pigmentagéo
e do sabor dos vegetais (COWAN, 1999). Os compostos fendlicos compdem ainda,
uma parte das estruturas das paredes celulares, principalmente em componentes
poliméricos, como a lignina e a suberina, para o suporte mecanico e como barreira
contra invasdes microbianas. Além disso, sdo responsaveis pelo processo de
alelopatia, como ocorre no eucalipto, por exemplo, evitando que outros vegetais
crescam ao seu redor (HARBORNE; DEY, 1997). Os fendis também protegem a
planta contra a fotodestruicdo, absorvendo e/ou dissipando a energia solar e
mantendo a integridade dos tecidos mais internos. Certos flavondides, por exemplo,
sdo acumulados, principalmente, nos tecidos superficiais, e os vegetais os utilizam
como filtros UV, pois esses metabdlitos absorvem a radiagdo UV-B sem influenciar
na radiagao fotossinteticamente ativa (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Pode-se considerar ainda, o fato de que muitos metabdlitos secundarios
estimulam a degradagao microbiana de xenobidticos (poluentes) do solo, ampliando
ainda mais o espectro de atividades desses compostos (SINGER; CROWLEY;
THOMPSON, 2003).

Para os seres humanos, os grupos fendlicos sdo muito importantes, pois sao
utilizados na medicina, na alimentacdo e em vinhos e chas, devido ao sabor
adstringente (HARBORNE; DEY, 1997).

Os fendis compreendem muitos compostos, sendo que esses ja foram

detectados no género Eucalyptus.

3.3.1 Flavonodides

Os flavondides representam um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural (ZUANAZZI, 2007).

Mais de cinco mil flavondides sdo conhecidos. Aqueles de origem natural
apresentam-se, normalmente, oxigenados e um grande numero ocorre conjugado
com acgucares (ZUANAZZI, 2007). O esqueleto aglicona de C15 (Figura 2), dividido
nos anéis A, B e C, aparece em varias classes estruturais, de acordo com o estado

de oxidagao e substituicdo no anel central C de pirano, enquanto os compostos
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individuais, dentro da mesma classe, diferem na substituicdo dos anéis A e B
(PIETTA, 2000). Eles podem ser: 1,3-diaril-propanos (flavonodides), 1,2-diaril-
propanos (isoflavondides) e 1,1-diaril-propanos (neoflavondides) (ZUANAZZI, 2007).

O
FIGURA 2 — NUCLEO FUNDAMENTAL DOS FLAVONOIDES

Esses metabdlitos secundarios, especialmente as antocianinas, junto com os
flavondis e as flavonas, sdo os pigmentos responsaveis pela coloragdo de muitas
flores e de alguns frutos, caracteristica fundamental no processo de polinizagao e de
dispersdo de sementes. Além disso, os flavondides protegem a planta contra
predadores, controlam a agdo de horménios vegetais, agem no processo de
alelopatia e na inibicdo de enzimas (ZUANAZZI, 2007). Sdo amplamente
encontrados em angiospermas, nas quais sua variedade estrutural € maxima.
Ocorrem, particularmente, no mesofilo e na epiderme das folhas, e nos frutos estao
presentes na cuticula epidérmica (BRUNETON, 1991; HARBORNE; DEY, 1997).

Em relacdo ao interesse econdmico, o0s pigmentos originados pelos
flavondides sao importantes no tingimento de couros, na manufatura do cacau e
contribuem na nutricdo e no sabor dos alimentos, como frutos e vegetais
(ZUANAZZI, 2007). Nas bebidas os flavonoides estdo presentes nos vinhos,
principalmente tintos, nos chas e, em menor quantidade, nas cervejas, sendo que o
vinho e o cha apresentam uma concentragdo de aproximadamente 200 mg/copo de
fendis totais (PIETTA, 2000). Na industria farmacéutica, sao utilizados pelas agdes
anticarcinogénica, antiinflamatoria, antialérgica, antiulcerogénica e antiviral
(ZUANAZZI, 2007).

Trés flavondides isolados do Eucalyptus maculata Hook. inibiram bactérias
Gram-positivas e o fungo Trichophyton mentagrophytes, responsaveis por
intoxicagdes alimentares, acnhe e pé-de-atleta (TAKAHASHI; KOKUBO; SAKAINO,
2004).
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As catequinas formas mais reduzidas dos grupos flavonoicos, sdo muito
estudadas, havendo trabalhos que verificaram sua atividade antimicrobiana contra
Vibrio cholerae, Streptococcus mutans e Shigella sp. (COWAN, 1999).

Muitos flavondides e compostos relacionados sédo, também, conhecidos por
possuirem propriedades antioxidantes. Em sua maioria, sdo agentes removedores
dos radicais livres, por meio de propriedades, como a inibicdo das enzimas
responsaveis pela producdo do anion superoxido e pela formagao de quelatos com
os metais (PIETTA, 2000; MIYAKE; SHIBAMOTO, 1997). Essa atividade dos
flavondides esta relacionada a presenca de grupamentos hidroxilas, sendo que a
maior capacidade € encontrada em polifendis. A posicao do segundo e do terceiro
grupamento hidroxila influencia, pois na posi¢céo orto ou para, o poder antioxidante é
maior do que em meta (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). A
presenca do grupo catecol no anel B também aumenta a capacidade antioxidante,
pois este apresenta uma das melhores propriedades em liberagdo de elétrons
(PIETTA, 2000).

O flavondide quercetina apresenta acdo redutora, mesmo em baixas
concentracodes, pois € um flavonol com cinco hidroxilas fendlicas reativas, sendo que
duas delas estdo ligadas ao anel B, que € o anel que possui maior atividade
redutora. A rutina, também conhecida pelo potencial antioxidante, possui estrutura
semelhante a quercetina, mas tem uma substituicdo glicosidica em uma das
hidroxilas, por isso pode apresentar menor atividade (DUARTE-ALMEIDA et al.,
2006).

3.3.2 Taninos

Os taninos representam uma denominagdo geral para um grupo de
substancias fendlicas capazes de curtir o couro pelo seu poder de complexacdo com
proteinas, e formar complexos insoluveis em agua com alcaldides, gelatina e outras
proteinas, uma propriedade conhecida como adstringéncia (SANTOS; MELLO,
2007). Apresentam peso molecular entre 500 e 3000 Dalton (BRUNETON, 1991).
Sao encontrados em quase todas as partes vegetais: caule, folhas, frutos e raizes.
Os taninos podem ser formados por condensagdes de derivados de flavanos ou por
polimerizagao de unidades de quinona, dividindo-os em hidrolisaveis e condensados
(COWAN, 1999).
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Os hidrolisaveis sado caracterizados por um poliol central, geralmente (-D-
glucose, cujas fungdes hidroxilas sado esterificadas com o acido galico (Figura 3). Os
condensados, também denominados proantocianidinas, devido aos taninos
produzirem pigmentos avermelhados da classe das antocianidinas, sado oligbmeros e
polimeros formados pela policondensacdo de duas ou mais unidades flavan-3-ol e
flavan-3,4-diol (Figura 3). Podem ser divididos em dois tipos, de acordo com a
presenga ou a auséncia de hidroxila na posi¢gdo C5 do anel A (SANTOS; MELLO,
2007).

R2
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FIGURA 3 — TANINO HIDROLISAVEL ACIDO GALICO (1) E MONOMERO BASICO DE TANINO
CONDENSADO (2)

Nas plantas, os taninos estdo envolvidos na defesa quimica contra o ataque
de herbivoros e microrganismos patogénicos, pois diminuem a palatabilidade pelo
seu sabor adstringente, dificultam a digestdo pela complexagdo com enzimas
digestivas e proteinas do vegetal e formam produtos tdéxicos no trato digestivo, a
partir de sua hidrélise (SANTOS; MELLO, 2007).

O interesse por esses compostos aumentou quando foi sugerido que a
ingestdo de bebidas contendo taninos, como cha-verde e vinhos tintos, podem curar
ou prevenir doencas. Também foi estudado que essas substancias possuem
atividade de estimulagdo de células fagociticas, atividade tumoral hospedeiro-
mediador e agdes antiinfecciosas (COWAN, 1999). Plantas ricas em taninos sao
amplamente empregadas na medicina tradicional para diversos disturbios funcionais,
como diarréia, hipertensao arterial, reumatismo, hemorragias, problemas estomacais
e alteracdes renais. E, ainda, sdo antioxidantes, sequestradores de radicais livres e

interceptam o oxigénio ativo formando radicais estaveis (SANTOS; MELLO, 2007).
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3.4 OLEO ESSENCIAL

Os 6leos essenciais, também denominados oleos etéreos (pela solubilidade
em solventes organicos apolares) ou esséncias (pelo aroma agradavel e intenso),
sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas,
liguidas e com densidade menor do que a da agua, formados pelo metabolismo
secundario de plantas aromaticas. Os constituintes dos 6leos podem ser baseados
em uma estrutura tedrica denominada de isopreno (COWAN, 1999), e variam desde
hidrocarbonetos terpénicos (principalmente monoterpenos e sesquiterpenos),
terpenos oxigenados (alcodis simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis,
esteres, éteres, oxidos, peroxidos, furanos, acidos organicos, lactonas e cumarinas),
até compostos com enxofre e nitrogénio (SIMOES; SPITZER, 2007).

Estima-se que trés mil Oleos essenciais sejam conhecidos, sendo que
aproximadamente 300 desses produtos volateis sdo comercialmente importantes,
destinados para a industria de fragrancias e de aromas (BURT, 2004).

Os 6leos sao misturas de 20 a 60 componentes, com concentragdes variadas,
caracterizados por dois ou trés compostos principais de concentracdo entre 20 a
70% e outros elementos, em menor porcentagem, chamados trago (BAKKALI et al.,
2008).

Essas substancias quase sempre possuem poder rotatério e apresentam
indice de refracao elevado. A extracdo normalmente é feita por arraste por vapor
d’agua (BRUNETON, 1991).

Os oOleos sdo abundantemente encontrados nas angiospermas, como a
familia Myrtaceae. A distribuicdo desses metabdlitos ocorre em diversas partes do
vegetal e eles agem como inibidores da germinagéao, protetores contra predadores,
atratores de polinizadores e protetores contra a perda de agua e contra o aumento
da temperatura (SIMOES; SPITZER, 2007).

As plantas aromaticas e seus 0Oleos essenciais tém sido utilizados desde a
antiguidade, como temperos, fragrancias, e como agentes antimicrobianos na
medicina. Também sao aplicados em plantagcbes no controle de pragas e de
espécies daninhas, ja que sdo biodegradaveis e apresentam pouca ou nenhuma
toxicidade aos vertebrados (BATISH et al., 2008).

No Brasil, a producao de dleo essencial iniciou-se em meados de 1920, com o

extrativismo de esséncias naturais. Mas, foi durante a segunda Guerra Mundial que
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0 pais se organizou nessa atividade, incluindo, além de outras espécies, o cultivo do
eucalipto (OLEOS, 2003).

Atualmente, o Brasil encontra-se entre os quatro principais paises
responsaveis pela producdo de éleo essencial, ao lado da india, da China e da
Indonésia. Essa colocacado esta relacionada aos 6leos de frutos citricos, que sao
subprodutos da industria de sucos, principalmente das laranjas (BIZZO; HOVELL;
REZENDE, 2009).

3.4.1 Oleo essencial de eucalipto

S&o conhecidas cerca de 400 espécies de Eucalyptus que apresentam oleos
volateis de composi¢des bastante diversificadas (SIMOES; SPITZER, 2007). Dentre
os principais constituintes do 6leo essencial de Eucalyptus spp., dois deles séo
muito frequentes, o 1,8-cineol (eucaliptol) e o a-pineno (LAWRENCE, 1997 apud
BALACS, 1997).

A esséncia de eucalipto € um liquido incolor ou amarelado, as vezes castanho
ou esverdeado, fluido, de odor forte e aromatico proprio, e de sabor picante, primeiro
quente e, em seguida, fresco (COSTA, 1975). Segundo DORAN e BROPHY® apud
VITTIl e BRITO (2003), os dleos volateis desse género ocorrem, principalmente, nas
folhas, nas quais sdo produzidos em pequenas cavidades globulares, denominadas
glandulas. Esses metabdlitos secundarios sdo formados por uma mistura complexa
de componentes, envolvendo de 50 a 100, ou até mais, compostos organicos
volateis, como os hidrocarbonetos, alcodis, aldeidos, cetonas, acidos e ésteres.

Os 6leos essenciais de espécies de eucaliptos estdao entre os 18 produtos
volateis mais comercializados no mundo (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009). A
esséncia de Eucalyptus citriodora Hooker, agora com denominagao Corymbia
citriodora (Hooker) K.D. Hill & L.A.S. Johnson (GRIN, 2002), € uma das principais em

termos de circulagdo comercial, por apresentar o componente citronelal. O 6leo de

4 LAWRENCE, B. M. Progress in essential oils. Perfumer and Flavorist, v.22, p.49-51, 1997.

® DORAN, J. C.; BROPHY, J. J. Commercial sources, uses, formation, and biology. In: BOLAND, D. J.; BROPHY, J. J;
HOUSE, A. P. N. Eucalyptus leaf oils: use, chemistry, distillation and marketing. Melbourne: Inkata, 1991. p.11-28.
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E. globulus é visado pela presenga do composto medicinal 1,8-cineol em altas
concentracdes (GREEN, 2002° apud BATISH et al., 2008).

As trés formas de uso do Oleo essencial de eucalipto sdo na industria
alimenticia (doces e gomas de mascar), na perfumaria (perfumes, cosméticos,
domissanitarios e higiene pessoal) e na medicina (PENFOLD; WILLIS, 1961).

Na perfumaria, a principal espécie explorada, desde a segunda Guerra
Mundial, € a C. citriodora. O principal componente do 6leo volatil € o citronelal, um
aldeido monoterpénico, usado na composigao de produtos de limpeza, como sabbes
e desinfetantes e, também, como repelente de insetos. O d6leo de Eucalyptus
staigeriana F. Muell. ex F.M. Bailey, que tem como composto principal o citral,
também é explorado para essa fungdo, mas em menor escala (VITTI; BRITO, 2003).
O Eucalyptus dives Schauer apresenta como componente principal do seu 6leo o
felandreno, usado na fabricacdo de desinfetantes e desodorizantes, e a piperitona,
da qual é produzido o timol e o mentol (VITTI; BRITO, 2003).

Em relacdo ao uso medicinal, no Brasil, as espécies cultivadas sdo o E.
globulus e o Eucalyptus smithii F. Muell. ex R.T. Baker. O fator que determina a
propriedade curativa do o6leo é a composicdo majoritaria (acima de 70%) de
eucaliptol (1,8-cineol), um monoterpeno com funcao éter (VITTI; BRITO, 2003). O
oleo volatil de E. globulus € empregado por suas agdes expectorante, antisséptica e
flavorizante (SIMOES; SPITZER, 2007). Segundo LORENZI e MATTOS (2002),
ensaios de avaliacdo de sua atividade farmacoldégica demonstraram que essa
esséncia é ativa contra microrganismos. BALACS (1997) sugere alguns usos
terapéuticos do 6leo essencial de eucalipto. Na pele, para o tratamento de pé-de-
atleta, queimaduras e ulceragdes; no trato respiratorio, para resfriados, bronquites,
faringite e sinusite; no sistema digestério, para sindrome da irritabilidade intestinal;
no sistema urinario, para litiase renal e cistite, e também, para disturbios de memaria
e desconcentragao.

As esséncias de eucalipto também sao utilizadas em saunas e banhos, como
refrescantes de odores e para aliviar dores musculares, por meio de compressas
quentes (BUSBY OILS, 2009).

6 GREEN, C. Export development of essential oils and spices by Cambodia. Kent: C. L. Green Consultancy Services,
2002.
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No Brasil, existem outras espécies cultivadas que podem revelar potencial
para a extragao do 6leo essencial, como o Eucalyptus microcorys F. Muell., cultivado
em Goias, que apresentou um elevado teor de 1,8-cineol (86,72%) (ESTANISLAU et
al., 2001). SILVA, BRITO e JUNIOR (2006) estudaram nove espécies de eucalipto
gue nao sdao empregadas comercialmente. O resultado demonstrou que, analisando-
se o0 rendimento e os teores dos componentes principais de cada esséncia, o
Eucalyptus viminalis Labill. possui condigdes de cultivo para uso o medicinal.

Os representantes hibridos, originados do cruzamento de diferentes espécies
de eucalipto, também sao cultivados para a exploracdo do 6leo essencial, pois com
esse procedimento € possivel aumentar a qualidade e a quantidade da esséncia,
como aquelas ricas em 1,8-cineol. Nesse contexto, o Brasil € um dos principais
paises em cultivo de hibridos (TOLOZA et al., 2008).

3.5 ATIVIDADES BIOLOGICAS DO GENERO Eucalyptus

Existe um grande interesse pela atividade biolégica proveniente de espécies
vegetais. O estudo referente a esse tema € necessario para que seja ampliado o
entendimento da flora medicinal e seu real valor.

A maioria das pessoas utiliza as plantas em suas necessidades de cuidado
diario com a saude, cerca de 80% da populacdo mundial confia nessa forma de
tratamento segundo a WHO (World Health Organization), e o0 conhecimento sobre a
forma de uso €&, quase sempre, passado de uma geracgéao para outra (GURIB-FAKIM,
2006). Portanto, o estudo das atividades biolégicas das plantas é de extrema
relevancia, pois ha uma utilizacao indiscriminada de plantas que ainda nao foram
cientificamente comprovadas como seguras.

Ha muitas atividades biologicas atribuidas a certas espécies de eucaliptos. Os
Oleos essenciais das espécies E. citriodora, E. globulus e E. staigeriana
apresentaram efeito acaricida contra o carrapato de bovinos, Boophilus microplus,
nas concentragdes médias de 17,5%, 15% e 12,5%, respectivamente (CHAGAS et
al., 2002).

O efeito repelente/inseticida também é conhecido. YANG et al. (2004)
verificaram a acgao piolhicida do 6leo de E. globulus contra a espécie de piolho

humano, Pediculus humanus capitis. As folhas de E. citriodora queimadas em
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ambientes internos preveniram a entrada de mosquitos, agindo como repelente
(SEYOUM et al., 2003).

A nebulizagdo do oOleo essencial das espécies Eucalyptus tereticornis Sm. e
E. citriodora, em plantagdes, provocou a diminuicdo da germinagao de espécies
daninhas, como da espécie Parthenium hysterophorus L., demonstrando a agéao
herbicida dos 6leos essenciais de eucalipto (KOHLI; BATISH; SINGH, 1998).

O extrato aquoso de E. globulus tem demonstrado um efeito hipoglicemiante
quando incorporado na dieta, particularmente util no tratamento do Diabetes. Um
dos efeitos € decorrente da estimulagdo da secrecdo de insulina, provavelmente
causada por mais de um componente ativo do extrato, além do eucaliptol (RIOS;
RECIO, 2005). Os compostos globulusina A e eucaglobulina, isolados do extrato
aquoso quente dessa mesma espécie, apresentaram atividade antioxidante e
antiinflamatéria (HASEGAWA et al., 2008).

Os dleos essenciais de E. citriodora, E. globulus e Eucalyptus tereticornis
Sm., em concentragdes variando de 0,1 a 100 mg/kg, testados em ratos, inibiram
reacoes inflamatdrias neutrofilo-dependentes e independentes. As atividades
variaram de acordo com a composicao especifica do 6leo volatil de cada eucalipto
(SILVA et al., 2003).

3.5.1 Atividade antimicrobiana

Com o numero crescente de individuos imunocomprometidos, como o0s
pacientes portadores do virus HIV, de leucemia, de linfoma e de Diabetes mellitus, o
numero de microrganismos oportunistas infecciosos também aumentou
drasticamente em todo o mundo (JOHANN et al., 2007). Um dos motivos € a
administragao continua de um unico antibiético, que pode levar a selecéo das cepas
mais resistentes, como é o caso no uso do fluconazol e anfotericina B em pacientes
com cancer (MAERTENS; BOOGAERTS, 2000). A tecnologia médica esta cada vez
mais avangcada e os individuos estenderam as chances de sobrevivéncia, em
contrapartida ficaram mais debilitados e susceptiveis as infecgdes (SCORZONI et
al., 2007).

A estatistica revela que dois a trés antibioticos derivados de microrganismos
sao langados no mercado a cada ano, provando que ha um limite na vida util desses
medicamentos (COWAN, 1999).
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Existem muitos farmacos de sintese organica aplicados no tratamento de
infeccoes micoticas, como os antissépticos tintura de iodo, violeta de genciana,
acido salicilico e benzdico, corantes, quinonas, derivados sulfamidicos e antifungicos
poliénicos. Dentre os antifungicos modernos utilizados encontram-se os azois
(cetoconazol, econazol, sulconazol, miconazol, clotrimazol, feuconazol),
hidroxipiridona, morfolina, compostos de selenium, anfotericina B lipossbmica e
alilaminas (naftina, terbinafina) (LIMA et al., 2006).

Com excegcdo do 5-fluorocitosina, todos os agentes antifungicos agem
interferindo na estrutura ou na integridade funcional da membrana plasmatica do
fungo, sendo esta acao fisica ou por bloqueio da biossintese dos esterdides da
membrana, como o ergosterol. Os azois sao responsaveis por este tipo de atividade
e atuam apenas limitando o crescimento do microrganismo, sendo, portanto,
fungistaticos e com uso restrito a poucas espécies (MAERTENS; BOOGAERTS,
2000). Os polienos constituem a anfotericina B e a nistatina e atuam como
fungicidas. Ligam-se ao ergosterol, mas podem se ligar ao colesterol da membrana
das células dos mamiferos, provocando efeitos adversos, como febre, hipertensao
arterial e vomitos (MARTINEZ, 2006).

Mesmo com inumeras opgdes os fungos continuam adquirindo resisténcia, ou
seja, continuam selecionando as cepas mais resistentes existentes no meio de uma
populagcdo. No caso de infecgdo com Cryptococcus neoformans, a maioria das
evolugdes dos casos a meningite, verificado em pacientes com AIDS, é devido a
resisténcia do fungo ao tratamento continuo com fluconazol (ALVES et al., 2001).

A resisténcia dos microrganismos pode ser natural, quando corresponde a
uma caracteristica da espécie, ou adquirida, quando somente uma parte das
amostras é resistente. A aquisicdo dessa condi¢cao € devido a alteragées genéticas
que se expressam bioquimicamente. Dentre elas, podem-se citar mutacdes
cromossOmicas (normalmente atinge um antibidtico) e aquisicdo de plasmidios de
resisténcia (o microrganismo resiste a dois ou mais antimicrobianos). Ainda, é
possivel a associacdo dessas duas alteracdes, verificadas comumente em espécies
isoladas em hospitais, nos quais ha intenso uso de antibiéticos (TRABULSI,
ALTERTHUM, 2005).

Por isso, centenas de estudos sao feitos sobre a atividade antimicrobiana dos

vegetais, esperando que os compostos das plantas atuem sobre sitios diferentes no
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microrganismo. E ainda, a populacédo esta mais atenta aos riscos do uso abusivo de
antibidticos tradicionais (COWAN, 1999).

Consideragdes sobre alguns géneros mais comumente encontrados:

Género Candida: fungo mais comum em infecgdes humanas, com a possivel
excegcao dos dermatdfitos. Pode atingir varios tecidos e € comum em individuos
imunocomprometidos, como pacientes portadores de linfoma, leucemia, diabetes
mellitus e do virus HIV. As espécies C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis estao
presentes nas areas mucocutdneas normais da cavidade oral, gastrointestinal e
vaginal (BOEKHOUT; GUEHO, 2003), mas podem se tornar patogénicas de acordo
com a condicdo imune do hospedeiro. A levedura C. albicans pode afetar a pele, as
unhas, o esbfago, entre outras areas do organismo. Na pele, a candidiase forma
placas esbranquicadas a amarelas ou cinzas, com areas de ulceracao demarcadas
por inflamacgao de intensidade variavel e é causada nao s6 pela C. albicans, mas
também pela C. guilliermondii, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis (HIRSH; ZEE,
2003).

Género Cryptococcus: junto com o género Candida representam mais que
90% das infecgbes por leveduras em humanos. As manifestagbes clinicas podem
abranger da formacéao assintomatica de colénias no trato respiratério a disseminagao
sistémica, dependendo do estado imune do individuo. O sistema nervoso é
comumente atingindo na disseminagdo (SCORZONI et al., 2007). Esta levedura
pode causar meningite, em pacientes imunodeprimidos. Além da meningite, esse
fungo pode causar outros disturbios, mais notavelmente pulmonares e infecgdes
cutaneas (raras, decorrentes da disseminacgéo sistémica da infeccdo) (BOEKHOUT;
GUEHO, 2003). A espécie Cryptococcus neoformans é causadora da criptococose.
E agente de micoses sistémicas ou profundas, cuja infeccdo é principalmente
causada por inalagao (HIRSH; ZEE, 2003).

Género Trichosporon: esta levedura € encontrada na pele, nas unhas e na
boca de individuos saudaveis. As infecgées por este fungo sdo raras, mas podem
ocorrer associadas com outras manifestagées clinicas (SILVA et al.,, 2008). As
espécies patogénicas podem ser agentes de doencgas superficiais, como piedra
branca (cutédnea) e duas delas, como o T. asahii, podem causar infeccoes
disseminadas em pacientes debilitados (BOEKHOUT; GUEHO, 2003).

Género Rhodotorula: possui espécies sem ou com pouca patogenicidade,

mas quando atingem regides estéreis do corpo humano podem se tornar agentes
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causadores de fungemia (fungos no sangue) em pacientes imunodeprimidos como,
por exemplo, aqueles com cateteres venosos. A espécie Rhodotorula rubra ja foi
isolada de pulmdes, unhas, pele e linfonodos (BOEKHOUT; GUEHO, 2003).

Género Malassezia: causador de pitiriase versicolor, vulgarmente conhecida
como micose de praia ou pano branco. Espécies desse género também podem
causar foliculites e dermatites. A espécie Malassezia pachydermatis € a Unica
lipofilica do género habil para crescer sem suplementagcdo de acidos gordos de
longa cadeia ou seus ésteres. As colbnias crescem bem em 37 °C e algumas
colbnias primarias apresentam certa dependéncia lipidica. Portanto, para
sobrevivéncias epidemiologicas da espécie, em animais € humanos, € possivel que
utilizem algum suplemento lipidico. Essa espécie é rara em humanos, mas é
conhecida como habitante normal da pele de mamiferos. Dermatites seborréicas e
otites sdo doengas causadas por este patdogeno oportunista, principalmente em caes
(BOEKHOUT; GUEHO, 2003).

Tem-se estabelecido cientificamente que aproximadamente 60% dos dleos
essenciais apresentam atividade antifungica e 35% propriedades antibacterianas
(BHAVANANI; BALLOW, 1992). As esséncias ainda podem apresentar atividade
superior aos antifungicos sintéticos comercializados (AGARWAL; LAL; PRUTHI,
2008; HEYDER; SILVA, 2004).

As pesquisas realizadas com as plantas, como alternativa no combate aos
fungos patogénicos, tém revelado o potencial dos vegetais e seus principios ativos.
O estudo de produtos naturais ativos contra Candida spp. € um exemplo. Nos
ultimos dez anos aproximadamente 258 espécies de plantas foram investigadas
(DUARTE et al., 2005) e muitas delas apresentaram alguma atividade anti-Candida,
como contra Candida albicans, Candida krusei, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis, Candida glabrata e Candida guilliermondii (GAZIM et al., 2008; CHAIEB
et al., 2007; JOHANN et al., 2007; ALVES et al., 2006; DUARTE et al., 2005;
FRANCO et al., 2005; HEYDER; SILVA, 2004).

Muitos estudos ja foram realizados com os eucaliptos, revelando o seu
potencial antimicrobiano.

O extrato aquoso de E. globulus foi eficaz, inibindo o crescimento de todas as
dez bactérias testadas por SRINIVASAN et al. (2001). As bactérias Gram-positivas
estudadas foram Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus, e as Gram-negativas

investigadas foram Chromobacterium violaceum, Escherichia coli, Enterobacter
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faecalis, Klebsiella pneumonia, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella paratyphi e Salmonella typhi.

CIMANGA et al. (2002) testaram a agao antibacteriana do oleo essencial de
varias espécies de ocorréncia no Congo, e dentre elas, varias espécies de eucalipto.
Eucalyptus camadulensis Dehnh. e E. tereticornis apresentaram os melhores
resultados, inibindo 20 e 21 bactérias, respectivamente, das 22 cepas testadas,
inclusive Pseudomonas aeruginosa, que € um microrganismo clinico muito
resistente. Eucalyptus robusta Sm., Eucalyptus alba Reinw. ex Blume, E. citriodora,
Eucalyptus deglupta Blume, Eucalyptus globulus e Eucalyptus saligna Sm., também
revelaram atividade antimicrobiana, inibindo o crescimento de 13 a 19 bactérias. Os
Oleos essenciais de Eucalyptus propinqua H. Deane & Maiden e Eucalyptus
urophylla foram os menos ativos, inibindo menos de dez bactérias.

O d6leo essencial de Eucalyptus cinerea F. Mull. ex Benth., investigado por
FRANCO et al. (2005), demonstrou o potencial antimicrobiano contra as bactérias
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis e
Pseudomonas aeruginosa e contra o fungo Candida albicans, pelo método da
difusdo em agar.

O dleo essencial de E. globulus inibiu o crescimento de Aspergillus fumigatus
e Aspergillus niger, fungos oportunistas que se instalam nos pulmdes de pacientes
imunocomprometidos, como aqueles com tuberculose (BANSOD; RAI, 2008). Esse
mesmo Oleo também apresentou um potencial antifungico contra outras espécies do
mesmo género, Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus (VILELA et al., 2009).

O Odleo volatil de E. camaldulensis apresentou eficacia contra o crescimento
de dermatofitos, como Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton
rubrum e Trichophyton mentagrophytes (FALAHATI; TABRIZIB; JHANIANI, 2005).

A acdo biolégica do eucalipto também € relevante para o uso no solo,
combatendo doencgas vegetais. O E. citriodora apresentou forte atividade antifungica
contra Rhizoctonia solani, causador do apodrecimento da raiz, contra Alternaria
solani, fungo responsavel pelo efeito de geada precoce nas plantas (RAMEZANI et
al., 2002), e contra outros fungos fitopatogénicos, como Phytophthora sp., Alternaria
alternata e Colletotrichum sublineolu (BONALDO et al., 2007).
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3.5.2 Atividade antioxidante

Os radicais livres sao um produto natural do metabolismo aerdbico, sendo
que 2 a 3% do oxigénio consumido pela célula sdo convertidos em radicais livres,
que contém um ou mais elétrons livres em sua 6rbita. A quebra do oxigénio no
metabolismo celular produz esses agentes reativos que podem levar danos aos
tecidos bioldgicos. A principal formagéo de radicais livres é nas mitocondrias, onde o
oxigénio é reduzido em varias etapas até a formacdo da agua. Os principais
produtos intermediarios dessas reagdes sdo o anion superéxido ("O;), o perdxido de
hidrogénio (H20,) e o radical hidroxila (HO®) (WICKENS, 2001), chamados de
espécies reativas do oxigénio (ROS), mas também existem as espécies reativas do
nitrogénio (RNS), como o 6xido nitrico (NO®) e o anion peroxinitrito (ONOO’). O
superoxido € formado quando quatro elétrons sdo transportados pela membrana
mitocondrial para a formagao de duas moléculas de agua, e cerca de 1 a 2% desses
elétrons se perdem no transporte, originando esses agentes reativos (PODDA,
GRUNDMANN-KOLLMANN, 2001).

O processo de envelhecimento celular esta fortemente ligado aos radicais
livres, e envolve fatores genéticos e ambientais, como a luz ultravioleta (UV), a
radiac&o ionizada, os pesticidas, a fumaga do tabaco e os poluentes (SINGH et al.,
2009; PODDA; GRUNDMANN-KOLLMANN, 2001). As ROS atacam as cadeias de
acidos graxos poliinsaturados dos fosfolipidios e do colesterol, abstraindo um
hidrogénio do grupo metileno bis-alilico, iniciando assim o processo de formacao de
peroxidos lipidicos nas membranas celulares. Estes peroxidos podem causar
alteracbes na fluidez e na elasticidade da membrana, e podem levar ao rompimento
da célula, principalmente naquelas de vida-longa, como os neurdnios (SOUSA et al.,
2007). YAMAMOTO (2001) observou em modelo experimental murino, durante
irradiacdo UV, a formacao de peroxidos lipidicos e o decréscimo nos niveis dos
antioxidantes a-tocoferol, acido ascorbico, ubiquinol-10 e glutationa na pele,
indicando a ocorréncia da oxidagao dos radicais livres frente a este fator. O DNA
também pode ser afetado, e as lesbes causadas acumulam-se com o passar do
tempo e devem contribuir para o envelhecimento (WICKENS, 2001) e para o
desenvolvimento de arteriosclerose, catarata, cancer, disturbios cardiovasculares e
doengas neurodegenerativas (MOSQUERA; CORRERA; NINO, 2009).
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Mas a célula é protegida por antioxidantes nao-enzimaticos, como a vitamina
C (acido ascorbico), a vitamina E (tocoferol), a cisteina, o acido urico, o p-caroteno e
o a-tocoferol, e por fatores enzimaticos, como a catalase, o superoxido dismutase e
a glutationa peroxidase/redutase (QIAN; NIHORIMBERE, 2004). Na epiderme
humana sao encontrados 31 nmol/g- tecido de a-tocoferol e 3 800 nmol/g- tecido de
acido ascorbico (YAMAMOTO, 2001). Entretanto, ao longo do tempo a
disponibilidade desses componentes diminui, € € por isso que se recomenda uma
dieta rica em frutos e vegetais, ou entdo a administragcdo toépica ou oral de
antioxidantes, para que estes se acumulem no organismo (PODDA; GRUNDMANN-
KOLLMANN, 2001).

Os antioxidantes naturais sdo substancias que aumentam a resisténcia frente
a oxidagdes prejudiciais no organismo, causando um impacto benéfico na saude
humana (DIMITRIOS, 2006). Essas substancias podem atrasar ou inibir o inicio ou a
propagacao de uma reagao oxidativa em cadeia e, entdo, prevenir ou reparar os
danos causados pelo oxigénio as células do organismo (LI et al., 2009).

Muitos estudos revelam que os extratos e as substancias isoladas de
espécies vegetais apresentam atividade antioxidante, principalmente pela agdo dos
compostos fendlicos e, também, pelo efeito dos 6leos essenciais (LI et al., 2009;
RAMALAKSHMI; KUBRA; RAO, 2008; OZKAN; SIMSEK; KULEASAN, 2007; IHA et
al., 2008; BAYDAR; OZKAN; YASAR, 2007). Nesse aspecto, algumas espécies de
eucaliptos ja demonstraram poder antioxidante.

Os taninos e os flavondides, como glicosideos acilados, todos com grupos
galoila, presentes no extrato de folhas de Eucalyptus rostrata Cav., apresentaram
alta atividade antioxidante, maior que o farmaco sintético usado como controle
(OKAMURA et al., 1993).

O componente volatil timol, presente no extrato de Eucalyptus polyanthemos
Schauer, exibiu atividade antioxidante, do tipo dose-dependente, quando comparado
ao antioxidante sintético usado no controle a-tocoferol (vitamina E), por meio da
técnica de conversao aldeido/acido carboxilico. Este método baseia-se na auto-
oxidacao de aldeidos ao acido carboxilico correspondente, por meio de um oxigénio
ativo, como um radical hidroxila, durante o periodo de 30 dias. Outros componentes
dos extratos, como o 1,8-cineol (eucaliptol), o alcool benzilico e o terpineno-4-ol,
também contribuiram para o potencial antioxidante da planta (LEE; SHIBAMOTO,
2001).
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OSAWA e NAMIKI (1985) verificaram a acao antioxidante de uma S-dicetona
obtida da cera de folhas de E. globulus. Nessa mesma espécie, foi verificada a
capacidade antioxidante nos extratos das cascas (VAZQUEZ et al., 2008), no extrato
aquoso das folhas (ALMEIDA et al., 2009) e no extrato acetato de etila, obtido apdos
a hidrélise acida da madeira (CRUZ; DOMINGUEZ; PARAJO, 2005).

O extrato cloroférmico e os compostos isolados, obtidos da resina proveniente
do caule de Eucalyptus maculata Hook., revelaram potencial antioxidante, pois
mantiveram o nivel de acido ascorbico no sangue de ratos testados (MOHAMED et
al., 2005).

3.6 ENQUADRAMENTO TAXONOMICO DE Eucalyptus globulus LABILL. ssp.
bicostata (MAIDEN et al.) J. B. KIRKPAT.

O enquadramento taxonémico de E. globulus ssp. bicostata esta apresentado

no Quadro 1.

QUADRO 1 - TAXONOMIA DE Eucalyptus globulus LABILL. ssp. bicostata (MAIDEN et al.) J. B.
KIRKPAT.

ENGLER (1964)

CRONQUIST (1981)

APG Il (2003)

Divisdo Angiospermae
Classe Dicotyledoneae
Subclasse Archichlamydeae
Ordem Myrtiflorae

Familia Myrtaceae

Género Eucalyptus

Espécie Eucalyptus globulus

Subespécie Eucalyptus globulus

ssp. bicostata

Divisdo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Subclasse Rosidae
Ordem Myrtales
Familia Myrtaceae
Género Eucalyptus

Espécie Eucalyptus globulus

Subespécie Eucalyptus globulus

ssp. bicostata

Angiospermas
Eudicotileddneas
Eudicotileddneas Nucleares
Rosideas

Ordem Myrtales

Familia Myrtaceae

Género Eucalyptus

Espécie Eucalyptus globulus

Subespécie Eucalyptus globulus

ssp. bicostata

FONTE: ENGLER, 1964" apud JOLY, 1998; CRONQUIST, 1981° apud UNITED, 2009; APG I, 2003.

7 ENGLER, A. Syllabus der pflanzenfamilien. Berlin: Gebruder, 1964.

8 CRONQUIST, A. An integrated system of classification of flowering plants. New York: Columbia University Press, 1981.
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3.7 Eucalyptus globulus LABILL. ssp. bicostata (MAIDEN et al.) J. B. KIRKPAT.

Uma das espécies de eucalipto com maior distribuicio mundial € a E.
globulus, sendo que uma grande parcela das arvores corresponde a seus hibridos
ou subespécies (JIROVETZ et al., 2007).

Segundo BOLAND, BROPHY e HOUSE® apud VITTI e BRITO (2003), a
subespécie bicostata, em sua area nativa na Austrdlia, ocorre em regides
montanhosas dos estados de Nova Gales do Sul e Vitdria. Antigamente foi
denominada de Eucalyptus bicostata Maiden, Blakely & Simmonds ou Eucalyptus
stiohnii F. Muell. ex R.T. Baker. Em 1974, Kirkpatrick a enquadrou como uma
subespécie, por possuir semelhancas quanto a botanica e a silvicultura do E.
globulus (FAO, 1981).

A latitude em que se encontra esta entre 31 a 40 °S, e a altitude varia desde o
nivel do mar até 1 200 m. A subespécie ocorre em regides com estagdes uniformes
de chuva, sendo a precipitacdo entre 750 a 1 250 mm. A temperatura tolerante
maxima, em meses quentes, em média, é de 21 a 27 °C, e nos meses mais frios,
pode tolerar até -9 °C. O numero de dias que suporta com temperaturas negativas
varia de 25 a 40 por ano (FAO, 1981).

E uma arvore de médio a grande porte, com cerca de 40 m. As folhas jovens
sao opostas, sésseis, ovaladas a lanceoladas, glaucas, apresentam cor palida na
superficie abaxial e o ramo quadrangular (Figura 4). As folhas adultas sdo de
coloracédo verde-escura, alternas, pecioladas, geralmente curvas e lanceoladas. A
casca apresenta coloracdo azul-acinzentada a cinza-esbranquicada, com pequena
quantidade persistente na base da arvore. A madeira é forte € moderadamente
duravel, sendo muito parecida com a do E. globulus e do Eucalyptus globulus Labill.
ssp. maidenii (F. Muell.) J. B. Kirkpat. As sementes viaveis por grama s&o, em
média, 106. Frequentemente, o E. globulus ssp. bicostata € cultivado como
ornamental em areas da Australia, principalmente em Camberra, para sombra e
abrigo e, também, pela beleza das folhas, que s&o largas e diferem na coloragéo
entre jovens e adultas (FAO, 1981; PENFOLD; WILLIS, 1961).

° BOLAND, D. J.; BROPHY, J. J.; HOUSE, A. P. N. Eucalyptus leaf oils: use, chemistry, distillation and marketing.
Melbourne: ACIAR/CSIRO, 1991.
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[

FIGURA 4 - RAMO DE FOLHAS JOVENS E DETALHE DO CAULE DE Eucalyptus globulus ssp.
bicostata. Fonte: o autor

Apresenta inflorescéncia axilar, com trés flores do tipo umbela. O pedunculo é
longo. Os botdes sdo glaucos ou, ocasionalmente, verdes, sésseis ou pedicelados.
O opérculo é pontudo ou rostrado. Os frutos sdo ovoides a campanulados ou
cbnicos, glaucos e estao em pedicelos curtos ou quase sésseis (PENFOLD; WILLIS,
1961).

As gemas e os frutos podem ser observados na Figura 5.

FIGURA 5 - GEMAS E FRUTOS DO E. globulus ssp. bicostata. Fonte: FAO, 1981

Segundo GUENTHER (1961), o rendimento do 6leo essencial da subespécie
bicostata varia de 1,14 a 2,4% (material seco), a densidade especifica 15 °/15° é de
0,9171 a 0,9336, a rotagao optica ap (100 mm) varia entre +6,4° e +20°, o indice de
refracdo a 20 °C corresponde entre 1,4657 e 1,4804, a solubilidade em alcool/agua
(alcool 70%) é de 1,1 a 1,5 vol. e os principais constituintes sdo o 1,8-cineol (38 a
65%), o D-a-pineno e o eudesmol.

Possivelmente, essa subespécie € mais adaptada que o E. globulus em
regides mais frias e mais secas (FAO, 1981), apesar das caracteristicas do E.
globulus ssp. bicostata assemelharem-se as do E. globulus e do E. globulus ssp.
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maidenii (PENFOLD; WILLIS, 1961). As diferengas podem ser notadas nos frutos,
enquanto o E. globulus apresenta um unico fruto, a subespécie bicostata apresenta
de dois a trés, e ainda as folhas jovens da segunda sdo mais orbiculares (FAO,
1981; FAO, 1955).

PENFOLD e WILLIS (1961) observaram que, avaliando a altura das arvores,
o hibrido entre E. globulus ssp. maidenii e E. globulus ssp. bicostata obteve um
crescimento 12% melhor do que o cruzamento entre apenas representantes da
subespécie maidenii € 20% melhor do que entre apenas exemplares da subespécie

bicostata.

3.7.1 Eucalyptus globulus ssp. bicostata cultivado fora da area nativa

A subespécie é cultivada em paises da América Latina, como o Chile, o
Uruguai e a Argentina. E encontrada também na Espanha, na Turquia e no
Marrocos. O principal uso € a madeira, principalmente para a industria de papel e de
celulose. Porém, paises como a Argentina extraem o éleo essencial (FAO, 1981).

Alguns estudos sobre a composicdo do o6leo essencial das folhas dessa
subespécie ja foram realizados, revelando o 1,8-cineol como componente majoritario
(MANTERO et al., 2007; VITURRO; MOLINA; HEIT, 2003; HERNANDEZ et al.,
1988; DAYAL; AYYAR, 1986).

A associacdo das raizes de E. globulus ssp. bicostata com fungos
(ectomicorrizas) também foi explorada. DITENGOU, BEQUIRISTAIN e LAPEYRIE
(2000) verificaram que o crescimento da raiz da arvore é inibido pela hipaforina,

principal composto inddlico isolado do fungo Pisolithus tinctorius.

3.7.2 Eucalyptus globulus ssp. bicostata no Brasil

O E. globulus ssp. bicostata foi pouco investigado no Brasil. O estado do Rio
Grande do Sul é o mais representativo em pesquisas relacionadas ao eucalipto.

Em Butia (RS), SCHUMACHER (1998) estudou a biomassa e os nutrientes de
um povoamento da subespécie. O resultado revelou que a biomassa da casca e da
madeira soma 73%, enquanto os 27% restantes representam a copa. Entretanto, as
folhas possuem maior quantidade de nutrientes da concentragao total, sendo 60% N,
41,5% P, 32% K, 25% Ca e 36% Mg.
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4 MATERIAL E METODOS

4 .1 Material botanico

Para a realizacdo deste trabalho foi utilizado um mesmo exemplar de uma
parcela de 20 arvores de Eucalyptus globulus Labill. ssp. bicostata (Maiden et al.) J.
B. Kirkpat. cultivadas e localizadas no campo experimental da Embrapa Florestas
(Colombo-PR). As sementes sdo da procedéncia Temara (Australia) e foram
plantadas em 1984.

O local de coleta encontra-se na regiao bioclimatica 1 do Parana, localizada
no centro-sul do Estado, com altitudes entre 650 e 1 100 m. A vegetagédo € do tipo
floresta ombrofila (mista de araucaria e latifoliadas) e campos submontanos. A
temperatura apresenta média anual entre 15 e 19 °C e a minima absoluta, entre -5 e
-10 °C, com ocorréncia de 1 a 40 geadas por ano. A precipitacdo média anual varia
de 1 250 a 2 500 mm, com distribuigdo parcial ou totalmente uniforme e sem déficit
hidrico (EMBRAPA, 1986).

Foram feitas quatro coletas sazonais (primavera, verao, outono e inverno),
nos anos de 2008 e 2009, para avaliar se havia variacdo do rendimento e da
composi¢ao quimica do material durante as diferentes estagdes do ano.

Foram coletadas folhas jovens, as quais foram manualmente separadas dos
galhos. O material coletado foi dividido em duas amostras, uma foi mantida em
temperatura ambiente e a sombra para secar e outra foi utilizada fresca, ou seja,
recém-coletada. O tempo de espera para secagem e utilizagdo do material foi de
quinze dias.

A identificacdo da espécie foi realizada por meio de comparacdo com a
exsicata que se encontra sob o numero de registro 896 no Herbario da Embrapa
Florestas, Municipio de Colombo-PR. As coletas foram realizadas segundo o Quadro
2.
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QUADRO 2 — CONTROLE DAS COLETAS E DAS CONDICOES CLIMATICAS

ESTAGOES DATAS DA COLETA | HORA DA COLETA | TEMPERATURA MEDIA
PESQUISADAS DIARIA (°C)

PRIMAVERA 19/nov/2008 11h 21
28/nov/2008 10h45min 23
VERAO 15/mar/2008 10h30min 24
22/jan/2009 10h45min 25
OUTONO 20/jun/2008 11h40min 22
INVERNO 05/ago/2008 11h40min 19

4.2 Caracterizagdo morfoanatdbmica de Eucalyptus globulus ssp. bicostata

Para a analise das dimensdes do comprimento e da largura do limbo foliar
foram mensuradas dez folhas e obtida a média.

Os ramos jovens foram coletados e algumas laminas foliares foram
selecionadas a partir do quinto n6, do apice em direcdo a base do ramo. Com o
auxilio de uma lamina cortante, a mao livre, foram realizadas diferentes sec¢des nas
folhas, da porgdo mediana e da extremidade do limbo e da nervura mediana. Os
materiais foram imersos por dois dias para a fixagdo em uma solugao de F. A. A.
(acido acético glacial-formaldeido-alcool etilico 70%) (JOHANSEN, 1940) e, entao,
foram armazenados em alcool etilico 70%. Duas regides da folha foram
consideradas: o limbo e a nervura, uma vez que as folhas jovens sao sésseis.

Para a analise ultra-estrutural, em microscopio eletrénico de varredura (MEV),
as secgoes, em etanol 70%, passaram por uma desidratagao etandlica ascendente
(alcool etilico 90% e absoluto), sendo depois realizado o ponto critico e a
metalizagdo com ouro (SOUZA, 1998), para a observagcdo no microscopio. Foi feita,
também, a caracterizacdo com o material seco, que nesse caso passou apenas pela
metalizagdo com ouro. Os cortes preparados foram observados e fotografados em
microscopio eletrébnico de varredura Philips XL 30, com o detector Secondar

Eletrons.

4.2.1 Montagem das laminas semipermanentes

Foram preparadas laminas semipermanentes por meio de secgdes

paradérmicas (faces abaxial e adaxial) e transversais do material fresco, a méo livre
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com o uso de uma lamina cortante (BERLYN; MIKSCHE, 1976). O material foi
corado com azul de astra e fucsina basica (BRITO; ALQUINI, 1996). As laminas
foram montadas em solucéo de glicerina a 50% (v/v) em agua purificada e a lutagem
foi feita com esmalte de unha incolor. A partir do material fresco, foram efetuadas
seccgdes transversais para a realizagdo dos testes histoquimicos, com os seguintes
reativos: glicerina iodada para avaliar a presenca de amido (BERLYN; MIKSCHE,
1976), Sudam Ill para compostos lipidicos (SASS, 1951), floroglucina cloridrica para
lignina (FOSTER, 1949), acido sulfurico a 10% para verificar a origem do cristal
(OLIVEIRA; AKISUE, 1997) e cloreto férrico para compostos fendlicos (JOHANSEN,
1940).

As laminas foram analisadas em microscopio optico Olympus BX 40, e
fotografadas em microscopio éptico Olympus BX 50. As escalas micrométricas foram

fotografadas e ampliadas nas mesmas condi¢des Opticas.

4.2.2 Montagem das laminas permanentes

A montagem foi realizada por meio da técnica de inclusdo em glicol-
metacrilato (FEDER; O'BRIEN, 1968).

Para a preparacao das laminas permanentes, o material fixado e armazenado
em alcool etilico 70% foi desidratado em alcool etilico 95% por 30 minutos. De forma
sintética, as etapas para o preparo da amostra foram: parainfiltracéo, infiltracdo e
polimerizacao. A partir do material emblocado foram obtidas secg¢des transversais,
de 7 a 10 um de espessura, da regidao do limbo foliar e da nervura mediana. O
microtomo utilizado foi o Olympus CUT 4055 com navalha modelo C. As seccdes
foram hidratados, distendidos em Iaminas e secos em mesa térmica. A coloragao
aplicada foi o azul de toluidina (SAKAI, 1973) e a lutagem foi realizada com
Permount®.

As laminas foram analisadas e fotografadas em microscépio optico Olympus
BX 50. As escalas micrométricas foram fotografadas e ampliadas nas mesmas

condicdes Opticas.

4.3 Determinacédo do teor de umidade
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O teor de umidade foi determinado segundo WHO (1998). Uma aliquota das
folhas secas (3 g) foi colocada em uma placa de petri previamente dessecada e
pesada. A amostra permaneceu em estufa a 105 °C, continuamente até que a
massa das folhas fosse constante. Consideraram-se os 3 g como 100% da massa, e
a porcentagem de substancias volateis foi definida pela subtragdo do valor de 3 g
pelo valor de massa apds o peso constante. Como o 6leo essencial foi evaporado
nesse processo, juntamente com a agua, determinou-se a massa do 6leo através da
relacdo d=m/v, onde v= rendimento do 6leo obtido na extracdo e d=densidade do
O0leo e diminuiu-se o valor do total da porcentagem de substancias volateis
encontradas. Assim obteve-se apenas o valor da quantidade de agua evaporada. A
determinacgao foi realizada em triplicata e a média foi calculada entre os trés valores

de umidade encontrados.

4.4 Preparo do extrato hidroalcodlico a 20% (p/v)

Em 40 g de folhas secas, trituradas a p6 grosso (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 1988) em um fragmentador, foram acrescentados 200 ml de etanol
70% (v/v). Essa solugao permaneceu em maceragao a frio por dez dias. Apos esse
periodo, o material foi filtrado e completado o seu volume até 200 ml. Com o extrato
foram realizadas as determinagdes organolépticas: cor, odor, sabor e pH, além da
verificagdo do teor de residuo solido em porcentagem. Ao residuo foram
acrescentados mais 200 ml de etanol 70%, e o mesmo foi levado ao banho-maria
(60 °C) durante 2 horas. Ap0és filtragdo, foram acrescentados 200 ml de etanol 50%,
e o mesmo procedimento foi adotado (NAKASHIMA, 1993).

As fracbes, com diferentes concentracbes etandlicas, foram reduzidas no
rotaevaporador. Os volumes, entdo, foram reunidos para o inicio da extragao
liquido/liquido em funil de separagdo, com solventes de diferentes polaridades.
Foram efetuados quatro fracionamentos, sendo que o primeiro liquido extrator foi o
mais apolar, o éter de petréleo (F1). Foram realizadas dez extragdes com 0 mesmo
solvente, utilizando 20 ml em cada vez, totalizando 200 ml de fracdo éter de
petroleo. A cada etapa do fracionamento, apds a extracdo, o volume do extrato
restante foi levado ao banho-maria (60 °C) para que houvesse a evaporagéao total do

solvente extrator.
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O segundo fracionamento foi conduzido com o n-hexano (F2). O
procedimento foi o mesmo para F1. O préximo liquido extrator foi o cloroférmio (F3).
A partir do quarto fracionamento foram empregados solventes mais polares, como o
acetato de etila (F4). O ultimo fracionamento foi com etanol 70% (F5). Nessa etapa
final, apds a evaporagao completa do solvente F4, o extrato foi reconstituido com
etanol 70%, até completar o volume de 200 ml, para originar o F5 (NAKASHIMA,
1993). O fracionamento foi realizado porque pesquisas diretamente caracterizadas
no extrato bruto podem mascarar o resultado, e os testes realizados com as fragdes
possibilitam reacdes mais nitidas.

Com as fragcbes, devidamente armazenadas sob refrigeragcdo, foram

realizados os ensaios fitoquimicos.

4.5 Preparo do extrato aquoso a 20% (p/v)

Em 40 g de folhas secas, trituradas a p6 grosso (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 1988) em um triturador, foram acrescentados 200 ml de agua
destilada. A solugdo permaneceu em maceragdo no banho-maria (60 °C) durante 24
horas. Apds esse periodo, o extrato foi filtrado. Realizaram-se as determinacdes
organolépticas: cor, odor, sabor e pH, além da verificagdo do teor de residuo sdlido
em porcentagem. O extrato foi refrigerado para a investigacdo dos testes
fitoquimicos (NAKASHIMA, 1993).

4.6 Ensaios fitoquimicos das fragdes do extrato hidroalcodlico a 20%

Os ensaios realizados com as fragbes obtidas do extrato hidroalcodlico 20%
seguiram os métodos citados por NAKASHIMA (1993).

Os metabdlitos secundarios pesquisados qualitativamente foram os
glicosideos flavonicos (reagcdes de Shinoda, com zinco, oxalo-bérica e de Pacheco),
esterdides e/ou triterpendides (reagdes de Xantidrol, Baljet, Kedde, Keller-Killiani,
Legal e Tollens), leucoantocianidinas, alcaldides, glicosideos antraquindnicos
(reacdo de Borntrager), cumarinas, taninos, glicosideos saponinicos, glicosideos

antocianicos e aminoacidos.
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4.7 Ensaios fitoquimicos do extrato aquoso a 20%

Segundo os métodos descritos por NAKASHIMA (1993) foram efetuados os
ensaios com o extrato aquoso 20%.

Foram pesquisados qualitativamente taninos, por meio da utilizacdo dos
reagentes: cloreto férrico 1%, sulfato de ferro amoniacal 5%, cloridrato de emetina,
gelatina 2,5% a 0,9% em NacCl, cianeto de potassio, acido nitroso, dicromato de
potassio e formol-cloridrico.

A presencga de acidos fixos, aminogrupos e glicosideos cianogénicos também

foi pesquisada.

4.8 Determinacéao de fendlicos totais

Para a determinacao de fendlicos totais, 0 método utilizado foi o descrito por
WANG, LEE e PENG (1997), com modificagbes.

A técnica baseia-se na intensidade da cor azul, formada pela reducdo do
reagente fosfotungstico-fosfomolibdico (reativo Folin-Ciocalteau) em presenca de
alcali (carbonato de calcio). A reagao determina fendis pela ocorréncia de hidroxilas
fendlicas.

Uma amostra de 1 g de folhas secas cominuidas foi submetida a extragéo
com solugdo aquosa de acetona a 80% por 1 hora (3x), utilizando 30 ml do solvente
em cada etapa. A extracao foi realizada sob agitacdo no aparelho de ultrassom,
sendo que apds o tempo de 1 hora o volume foi filtrado com papel de filtro e
reservado. O volume final foi ajustado para 100 ml em um baldo volumétrico com o
mesmo solvente, originando o extrato fendlico na concentragdo de 1 g% (SM). A
partir da SM foi feita uma diluicdo para 300 ug/ml, a qual foi testada.

Para a reacéo foi empregado 1 ml do extrato, 1 ml do reagente de Folin-
Ciocalteau, 5 ml do reagente de carbonato de sddio a 20% (aquoso) e g.s.p. 10 ml
de agua destilada. Apos 20 minutos da adicdo do ultimo reagente foi feita a leitura
no espectrofotdbmetro UV-VIS Shimadzu 1601 em 735 nm. Como branco foi usada
agua destilada. O procedimento foi feito em triplicata.

Nesse método, a acédo do reativo forma um complexo instavel com os fendis,

por isso a leitura das amostras foi realizada no tempo pré-determinado (20 minutos).
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O padrao utilizado foi o acido galico, o qual foi submetido ao mesmo
tratamento, nas concentragdes de 10 a 100 ug/ml.

Considerando a curva analitica do padrdo, substituiu-se o valor de y da
equacao da reta pelo valor da absorvancia da amostra. O resultado da quantificagao
de fendlicos totais foi expresso em mg em equivalentes de acido galico/g de

amostra.

4.9 Extragao do 6leo essencial

Foram realizadas extragdes das folhas frescas e secas de todas as coletas
sazonais de um exemplar de Eucalyptus globulus ssp. bicostata. A extragao foi
efetuada pelo método de destilagdo por arraste com vapor d'agua, utilizando o
aparelho de Clevenger modificado por WASICKY ' apud FABROWSKI (2002) em
aparelho de destilacido baseado na FARMACOPEIA Brasileira (1988).

Cem gramas de folhas fragmentadas com tesoura, com tamanho de
aproximadamente 1 cm, foram pesadas e colocadas em um baldo volumétrico,
juntamente com pedagos de porcelana para regularizar a ebulicdo. Acrescentou-se
agua destilada, até 15 vezes o volume das folhas frescas e 20 vezes para as folhas
secas. O bal&o foi acoplado ao aparelho de Clevenger e mantido sobre uma manta
térmica a 95 °C, aproximadamente. Assim que a primeira gota de 6leo foi visualizada
no tubo com escala graduada, foi marcado o tempo de aproximadamente 6 horas de
extragdo. Ao final, o rendimento do 6leo foi determinado em % v/m, isto &, volume
(ml) de 6leo essencial por massa (g) de material vegetal (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 1988). Entdo, o 6leo foi armazenado em uma proveta com rolha

esmerilhada e levado ao congelador para os testes posteriores.

4.10 Analises fisico-quimicas do 6leo essencial

As determinagdes desenvolvidas com as amostras de 6leo essencial extraido
foram baseadas nas principais constantes fisico-quimicas, e seguiram a metodologia
da FARMACOPEIA Brasileira (1988). Apenas a determinagdo da solubilidade em
etanol foi conduzida conforme o método da PHARMACOPEA Helvetica (1993).

' WASICKY, R. Uma modificagdo do aparelho de Clevenger para extragcdo de 6leos essenciais. Revista da Faculdade de
Farmacia e Bioquimica da Universidade de Sao Paulo, v. 1, n. 1, p. 1-112, 1963.
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4.10.1 Determinacao da densidade relativa

A densidade relativa foi determinada por picnometria. O quociente entre a
massa da amostra liquida e a massa da agua, ambas a mesma temperatura e com o

mesmo volume, resultou no valor da densidade relativa.

4.10.2 Determinacao do indice de refracao

Essa determinacéo foi realizada em refratometro ABBE da marca ausJENA. A

temperatura permaneceu ajustada e mantida constante (24 °C).

4.10.3 Determinagéo da solubilidade em etanol

A solubilidade foi determinada em etanol a 70%, a 80%, a 90% e em etanol
absoluto. Em um tubo de ensaio com 0,1 ml de 6leo essencial, utilizando uma bureta
de 25 ml, o etanol foi gotejado lentamente no 6leo até que houvesse a solubilizagéo
total da amostra. Entéo, a leitura do volume de etanol gasto na bureta foi feita para

se obter a propor¢ao de solubilidade.

4.11 Analises estatisticas do rendimento do 6leo essencial

As analises estatisticas foram efetuadas pelo teste ANOVA e DMS (diferenca
minima significativa). No DMS, as médias foram comparadas, sendo um teste
adicional de significancia aplicado apés a analise de variancia (KOEHLER, 1996).

Para resultados significativamente diferentes considerou-se p = 0,01.

Essas analises foram conduzidas para a avaliacdo do rendimento do dleo
essencial extraido frente a sazonalidade, tanto no grupo das folhas frescas como no

grupo das folhas secas.

4.12 Analises cromatograficas

As cromatografias foram realizadas com o O6leo essencial, segundo o
preconizado WAGNER, BLADT e ZGAINSKI (1983) e STAHL (1969).
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A analise quantitativa e a identificacdo dos constituintes volateis do 6leo
essencial foram investigadas por meio do cromatégrafo gasoso GC-17A SHIMADZU
equipado com o detector seletivo de massas GCMS-QP5050; coluna ZB - 1 ms;
série 106383; coluna de capilaridade (60 m x 0,25 mm x 1 um). Press&o da coluna
Inlet 68,4 kPa; fluxo da coluna 0,5 ml/min; velocidade linear 18,8 cm/s; razao de split
de 96 e com o fluxo total de 52,8 ml/min. A temperatura do injetor foi de 250 °C,
sendo a da coluna de 50 °C, com rampa de aquecimento de 3 °C/min, temperatura
maxima de 360 °C e temperatura do auxiliar de 250 °C. O hélio foi usado como gas
de arraste, a 1 ml/min. As amostras de 6leo essencial, extraidas de folhas frescas e
secas, referentes as coletas da primavera, verdo, outono e inverno, foram
solubilizadas em n-hexano para as analises. O volume injetado foi de 1,0 ul. Os
componentes dos 6leos essenciais foram identificados por comparacdo com o0s
espectros da biblioteca NIST107.LIB.

Paralelamente, foi realizada a analise qualitativa do 6leo volatil para verificar a
presenga de 1,8-cineol, por meio da cromatografia em camada delgada (CCD). A
fase fixa utilizada foi a silica gel GF254 e a fase movel foi hexano: éter etilico:
acetato de etila (80: 20: 0,5). Foram aplicados, separadamente, na cromatoplaca 10
ul da amostra e o0 mesmo volume do padrao-referéncia 1,8-cineol. O cromatograma
foi desenvolvido em um percurso de 15 cm. Os solventes foram evaporados ao ar e
a placa foi nebulizada com vanilina sulfurica e aquecida em estufa por 10 minutos
para a revelacdo dos compostos (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1996).

4 13 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi estudada pelo método fosfomolibdénico e pelo
ensaio do DPPH, testando-se o 6leo essencial das folhas frescas coletadas no

inverno e o extrato etandlico e metandlico de folhas secas.

4.13.1 Método fosfomolibdénico

Este método corresponde na redugcdo do Mo (molibdénio) VI em Mo V, e na
formagao de um complexo verde-fosfato/Mo V em pH acido, por meio de um agente
redutor. Por esse procedimento foi verificada a capacidade antioxidante total da
amostra (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999).
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Apés os extratos etanol absoluto e etanol 70% terem sido preparados, foi feita
a diluicao para 200 pg/ml. O mesmo procedimento foi realizado com o 6leo essencial
bruto, que foi diluido a esta mesma concentragdo em etanol.

Para o preparo dos extratos, 100 g de folhas trituradas foram divididos em
dois cartuchos de papel de filtro (50 g em cada) com algodédo nas extremidades.
Cada cartucho foi colocado em um aparelho de Soxhlet, sob refluxo, e acoplado a
um baldo de vidro sob aquecimento em manta térmica. O primeiro liquido extrator
utilizado foi o n-hexano, para que houvesse o desengorduramento da amostra, ou
seja, a extragdo dos Oleos e dos lipideos. As folhas permaneceram em extragéao
continua até que o extrato se tornasse limpido. Apds essa fase, os cartuchos foram
retirados e secos em temperatura ambiente e, entdo, 0 mesmo processo foi repetido
com etanol absoluto. Quando o liquido se tornou parcialmente limpido, este foi
retirado do baléo e filtrado com funil e algodéo, e foi acrescentado mais solvente no
baldo. Esse procedimento foi realizado para evitar a saturacédo do solvente e foi
repetido até que ocorresse o esgotamento total dos metabdlitos desejados. Ao fim
da extracao, as fracdes reunidas foram concentradas a secura no rotaevaporador. O
material seco foi ressuspendido em um volume conhecido do mesmo solvente e a
concentracao da amostra foi determinada. Em seguida, foi utilizado o solvente etanol
70% e o mesmo processo foi adotado, totalizando dois extratos (etanol absoluto e
etanol 70%) para a realizagdo da atividade antioxidante.

Foi testada a concentracédo 200 pg/ml, tanto para os extratos etandlicos
quanto para o 6leo essencial, sendo que este ultimo foi diluido com etanol, a partir
do oleo bruto. Em 0,3 ml de cada uma das amostras foram acrescentados 3 ml do
reativo, contendo molibdato de aménio 4 mmol/l, fosfato de sédio 28 mmol/l e acido
sulfurico 0,6 mol/l (1:1:1), todos preparados em agua destilada. Os tubos de ensaio,
hermeticamente fechados, foram mantidos no banho-maria a 95 °C durante 90
minutos. Em seguida, apds o resfriamento, foi feita a leitura das solugbes em
espectrofotometro UV-VIS Shimadzu 1601 a 695 nm. O branco correspondeu a 0,3
ml do solvente + 3 ml do reativo, sendo que o aparelho foi zerado com o solvente.
Como padrodes, foram utilizados o acido ascoérbico (diluido em agua destilada) e a
rutina (diluida em metanol), ambos a 200 yg/ml, sendo que o acido ascoérbico foi
considerado 100% da atividade antioxidante para fins de calculo. Os testes foram

realizados em triplicata.
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Calculo da atividade antioxidante: % de atividade antioxidante = absorvancia
da amostra — absorvancia do branco x 100/ absorvancia do &cido ascoérbico —
absorvéncia do branco.

O método € somente quantitativo quando a atividade antioxidante é expressa
como 0 numero em equivalentes do padrdo (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999).
Neste estudo foi realizada apenas uma comparagao da atividade das amostras com
a atividade dos padrbes, estando ambos nas mesmas concentragdes, por isso foi

uma determinagao qualitativa.

4.13.2 Método do DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil)

O método foi baseado em BLOIS (1958), modificado por BRAND-WILLIAMS,
CUVELIER e BERSET (1995), considerando a redugdo do radical livre estavel
DPPH a partir da doagdo de um hidrogénio ou de um elétron da amostra, com a
descoloragdo do meio rosa para amarelo, devido ao pareamento gradativo dos

elétrons de DPPH disponiveis (Figura 6).
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FIGURA 6 — MOLECULA DE DPPH, ANTES E DEPOIS DE RECEBER UM ELETRON.

Apesar da reagcdao com o DPPH ser normalmente rapida, como o acido
ascorbico que age em menos de um minuto, algumas substancias antioxidantes
apresentam cinética diferenciada. O BHT (butil-hidroxitolueno) e o BHA (butil-
hidroxianisol) podem levar algumas horas para reagir. Ja a vitamina E reage em
posicao intermediaria (5 a 30 minutos). A resposta para essa diferenga pode ser pelo
impedimento estérico do DPPH e também pela presenca e pelo numero de
hidroxilas (quanto mais hidroxilas maior a atividade) existentes nas moléculas
antioxidantes, que doam o hidrogénio para a estabilizagdo do radical livre (BRAND-
WILLIAMS et al., 1995).
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Foi testada a atividade do 6leo essencial em concentragbes de 0,6 a 6 mg/ml
em etanol, partindo-se de uma concentracédo de 10 mg/ml.

Para o teste com o extrato das folhas, partiu-se do material liofilizado,
ressuspendido em metanol absoluto, o qual proporcionou uma melhor solubilidade
da amostra, e diluido a partir da concentragdao 10 ug/ml para as concentragdes de 5,
4,3,2e1 ug/mi.

Para o preparo do extrato, 100 g de folhas permaneceram em maceragao em
agua destilada por 5 horas no banho-maria a 60 °C. O volume foi filtrado em papel
de filtro, distribuido em recipientes para posterior congelamento e submetido a
liofilizagdo. O material liofilizado foi mantido sob temperatura de -10 °C.

Inicialmente foi avaliada a cinética da reac&o. Para o 6leo essencial utilizou-se
a concentragcdo de 6 mg/ml e para o extrato metandlico, 5 yg/ml. Em 3 ml dessas
amostras foi adicionado 0,1 ml de DPPH a 1 mmol/l. A amostra foi homogeneizada
rapidamente e a leitura no espectrofotbmetro UV-VIS Shimadzu 1601, zerado com o
solvente etanol (na amostra de dleo essencial) ou com metanol (na amostra do
extrato metandlico), foi realizada em 517 nm a cada 15 minutos (éleo essencial), e a
cada 5 minutos (extrato), até a estabilizagc&do do resultado, ou seja, até que o valor da
absorvancia permanecesse constante.

Para a determinacdo do ECs, 3 ml das amostras, nas diversas
concentragdes, foram acrescentados de 0,1 ml de DPPH a 1 mmol/l e agitados
rapidamente. O branco correspondeu a 3 ml da amostra e 0,1 ml de etanol ou
metanol. O controle negativo foi feito com 3 ml do solvente e 0,1 ml de DPPH a
1mmol/l. Apds 5 horas (6leo volatil), e 45 minutos (extrato metandlico), tempos
definidos pela cinética reacional, foi efetuada a leitura no espectrofotdmetro UV-VIS
Shimadzu 1601 em 517 nm. O aparelho foi zerado com o solvente. Os testes foram
feitos em triplicata.

O ECsp dos padrbes de acido ascorbico (vitamina C) e de rutina foram
determinados da mesma maneira que para as amostras. A concentragcao do acido
ascorbico testada foi entre 0,078 e 5 uyg/ml, e da rutina entre 0,625 e 5 ug/ml, ambos
diluidos em etanol.

Calculo da atividade antioxidante: % da atividade antioxidante = 100 —
(absorvancia da amostra ou padrdo — absorvancia do branco) x 100/ absorvancia do

controle.
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4.14 Atividade antifungica

A atividade antifungica foi realizada com o oleo essencial bruto, obtido das
folhas secas coletadas no periodo do verédo, e com as diluicdes de 75 e de 50%. A
metodologia aplicada foi a de difusdo em agar utilizando discos de papel de filtro
(BAUER et al., 1966).

As diluicbes foram preparadas com o emulsificador Tween 80, na
concentragéo de 10% em solugdo com o oOleo volatil, para que nao haja interferéncia
no resultado (NASCIMENTO et al., 2007).

Para a concentracédo de 75%, foram adicionados em um tubo estéril 2,25 ml
de dleo essencial, 0,3 ml de Tween 80 e q.s.p. 3 ml de agua destilada, sendo o meio
liguido homogeneizado em banho-maria. Para a concentragdo de 50%, apenas o
volume do 6leo essencial foi alterado para 1,5 ml (ALLEGRINI et al., 1973).

Foram utilizadas as cepas de Candida parapsilosis, Candida pelliculosa,
Candida tropicalis, Candida albicans, Candida famata, Candida krusei, Candida
glabrata, Candida gquilliermondii, Trichosporon beigelii, Trichosporon asahii,
Cryptococcus neoformans e Rhodotorula sp. As doze leveduras foram obtidas no
Laboratério de Micologia do Hospital de Clinicas (Curitiba-PR), e sdo comumente
isoladas de pacientes, principalmente aqueles imunocomprometidos. Também foi
testada a levedura Malassezia pachydermatis, isolada do ouvido de caes, nos quais
causa otite. As cepas foram repicadas em tubos contendo Agar Potato Dextrose
(APD) e mantidas em estufa a 28 °C até o seu desenvolvimento. Apds, os tubos
foram mantidos hermeticamente fechados e em temperatura ambiente.

A concentracdo dos indculos fungicos foi de aproximadamente 1,3 x 108
ufc/ml, determinada por meio do teste de sensibilidade utilizando a cepa de C.
albicans como referéncia. O padrao de turbidade ficou préximo do tubo 0,5 da escala
de McFarland. Para a diluigdo das colbnias foi utilizada uma solugdo de cloreto de
sodio a 0,9%. As cepas foram mantidas em APD, sendo utilizados para os testes os
repiques de 48 horas em APD, incubados a 28 °C.

Em placas de petri descartaveis contendo APD, as leveduras foram
semeadas superficialmente, utilizando um swab estéril. Discos de 10 mm de
didmetro foram dispostos na placa, nos quais foram impregnados 40 ul do dleo
essencial bruto ou de cada solugdo ajustada a concentragdo previamente

estabelecida. Esse didmetro do disco foi definido em estudos prévios, para
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comportar um volume maior de amostra, evitando o extravasamento e aumentando
a difusédo do 6leo essencial.

As placas permaneceram em repouso por 24 horas, em temperatura
ambiente, para a difusédo correta do 6leo, sendo, entdo, incubadas em estufa a 28 °C
por 48 horas. Apos a incubacgao, foi mensurado, em milimetros, o didmetro do halo
de inibicdo e a regiao de inibicao entre a borda do disco e o crescimento fungico,
sendo esta ultima medida realizada s6 com os discos impregnados com o 6leo bruto.
O ensaio foi feito em triplicata.

Como controle negativo, foram usados discos impregnados com Tween 80 a
10%. E, como controle positivo, foi empregado um antifungico padréo, a nistatina.
Foram utilizados discos de 6 mm com concentragdo de 100 U.l. (ou 20 ug/disco),
obtidos do CECON, repetindo a mesma metodologia. Apdés a incubagédo foi
mensurado o didmetro do halo de inibicdo e a regido de inibigdo entre a borda do
disco e o crescimento fungico. Esses dois tipos de medi¢des foram realizados para
desconsiderar os diametros diferentes dos discos de nistatina (6 mm) e daqueles
incorporados com o 6leo (10 mm).

Os testes estatisticos aplicados para os resultados foram ANOVA, DMS e
teste T, utilizando o programa MSTATC (KOEHLER, 1996).

A acado fungicida/fungistatica também foi analisada. Foi utilizado o Caldo
Sabouraud Dextrose. Em tubos contendo 9 ml do meio estéril foram acrescentados,
com alca de platina, amostras das leveduras desenvolvidas nas placas, para
verificar a viabilidade das cepas. Em outros tubos, foram acrescentados os discos de
papel de filtro impregnados com o 6leo essencial bruto e que inibiram as leveduras.
Os tubos foram incubados na estufa a 28 °C por 48 horas. Apds esse tempo, a
turbidade do meio revelou se houve ou nédo o crescimento dos fungos. O meio néo
turvo indicou a acgao fungicida (morte do fungo) da esséncia. A verificacdo de
turbidade demonstrou uma agao fungistatica (inibicdo da levedura). Ainda, para a
comprovacao desses resultados, com um swab estéril, amostras do caldo com os
discos foram repicadas para placas de petri contendo APD e incubadas na estufa a
28 °C por 48 horas. O crescimento das cepas confirmou a atividade fungistatica e a

auséncia de crescimento afirmou a agao fungicida. O teste foi realizado em triplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo morfoanatémica do Eucalyptus globulus ssp. bicostata

A analise morfolégica caracterizou a folha jovem de E. globulus ssp. bicostata
como ovalado-oblonga, com apice mucronado, margem e superficie lisas, limbo
integro, nervagéo peninérvia, nervura da face abaxial saliente, consisténcia coriacea,
discolor (face adaxial verde escuro e face abaxial esbranqui¢cada pela presenga de
cera), séssil e oposta. As descrigcdes conferem com as citadas por PENFOLD e
WILLIS (1961). O comprimento foliar variou entre 7 a 14,5 cm e a largura variou
entre 2 a 6,5 cm (MALINOWSKI; NAKASHIMA; ALQUINI, 2009). Essas
caracteristicas se assemelham com as das folhas jovens de E. globulus (JOHNSON,
1926; COSTA, 1975; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1996). As folhas adultas
apresentam morfologia diferente das folhas jovens e como consequéncia a anatomia
também nZo é a mesma (JOHNSON, 1926; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1996).

5.1.1 Laminas semipermanentes

Estdbmatos se fazem presentes apenas na face abaxial, sendo a folha,
portanto, hipoestomatica (Figuras 7A e 7B) (MALINOWSKI; NAKASHIMA; ALQUINI,
2009). Esta caracteristica confere com a descrita na literatura para eucaliptos em
geral (BONA; BOEGER; SANTOS, 2004) e para folhas jovens de E. globulus
(JOHNSON, 1926) e E. globulus ssp. globulus (JAMES; SMITH; VOGELMANN,
1999). Os estdbmatos sdo do tipo anomocitico, igualmente aos encontrados no E.
globulus (ndo ha mengao do estagio da folha) (OLIVEIRA; AKISUE; AKISUE, 1991),
ou seja, ndao apresentam células subsidiarias (Figura 7B). Esta caracteristica é
mencionada para este género (TUFFI SANTOS et al., 2008b), mas no E.
camaldulensis, os estdmatos variam entre anomociticos e anisociticos (TANTAWY,
2004). Estbmatos em ambas as faces da folha foram descritos no Eucalyptus
grandis (TUFFI SANTOS et al., 2008a), no E. smithii (FABROWSKI, 2002), nas
folhas adultas de E. globulus ssp. globulus (JAMES; SMITH; VOGELMANN, 1999),
no E. globulus (JOHNSON, 1926) e no E. camaldulensis (TANTAWAY, 2004).

As células epidérmicas sao de formato poliédrico a levemente arredondadas
(Figuras 7A e 7B).
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FIGURA 7 - SECCAO PARADERMAICA DA FOLHA: A- FACE ADAXIAL. B- FACE ABAXIAL
REVELANDO PRESENCA DE ESTOMATOS DO TIPO ANOMOCITICO. EP: EPIDERME, EST:
ESTOMATO

5.1.2 Laminas permanentes

A epiderme € unisseriada, em ambas as faces, com a presenca de cuticula
nas epidermes abaxial e adaxial (Figura 8A), assim como registrado nas folhas de E.
globulus (OLIVEIRA; AKISUE; AKISUE, 1991; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1996).
Na face adaxial a cuticula é mais espessada. O mesofilo é heterogéneo e
assimétrico com o parénquima paligadico voltado para a face adaxial, sendo
formado por duas camadas, e o lacunoso para a face abaxial (Figura 8A)
(MALINOWSKI; NAKASHIMA; ALQUINI, 2009). Este mesmo tipo foi encontrado na
maioria das espécies de eucalipto estudadas (TUFFI SANTOS et al., 2008a),
principalmente em folhas jovens (JOHNSON, 1926; JAMES; SMITH; VOGELMANN,
1999; TUFFI SANTOS et al., 2008b). Nas folhas de E. smithii, nas folhas de E.
camaldulensis e nas folhas adultas de E. globulus ssp. globulus e E. globulus, o
mesofilo encontrado foi do tipo heterogéneo simétrico, ou seja, com parénquima
palicadico em ambas as faces da epiderme (JOHNSON, 1926; JAMES; SMITH,;
VOGELMANN, 1999; FABROWSKI, 2002; TANTAWAY, 2004).

As cavidades secretoras de 6leo essencial encontram-se abaixo da epiderme
nas duas faces da folha e ao longo de todo o mesofilo (Figura 8B) (MALINOWSKI;
NAKASHIMA; ALQUINI, 2009). COSTA (1975) e a FARMACOPEIA Brasileira (1996)
caracterizam as bolsas secretoras de origem esquizdgena, para E. globulus.

No mesofilo, foram observados idioblastos contendo cristais de oxalato de

calcio em formato de drusas, agrupados ou solitarios (Figura 8B), muito comum em
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representantes da familia Myrtaceae (METCALFE; CHALK, 1965; COSTA, 1975;
OLIVEIRA; AKISUE; AKISUE, 1991; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1996).

DETALHE DA CUTICULA ESPESSA E MESOFILO DORSIVENTRAL. B- DETALHE DA CAVIDADE
SECRETORA DE OLEO ESSENCIAL. EAD: EPIDERME ADAXIAL, EAB: EPIDERME ABAXIAL,
CUT: CUTICULA, PP: PARENQUIMA PALICADICO, PL: PARENQUIMA LACUNOSO, COL:
COLENQUIMA, I: IDIOBLASTO, CS: CAVIDADE SECRETORA, D: IDIOBLASTO COM DRUSA

Os feixes vasculares do limbo, em sua maioria, sdo bicolaterais, mas o floema
adaxial nem sempre esta claramente evidenciado (Figura 9A) (METCALFE; CHALK,
1965). Os feixes de menor porte tendem a ser colaterais (Figura 9B).

Ao redor dos feixes, formando uma bainha parenquimatica, ocorrem
idioblastos contendo compostos fendlicos (Figuras 9A e 9B), em especial, taninos,
segundo dados da literatura (METCALFE; CHALK, 1965; TUFFI SANTOS et al.
2008b). A presencga de fendlicos também foi citada para o E. smithii (FABROWSKI,
2002). Esses componentes, além de serem frequentes em todo mesofilo, sdo mais
abundantes no parénquima, envolvendo os feixes vasculares, e no floema (BONA,;
BOEGER; SANTOS, 2004).

Também foram observadas células colenquimaticas subepidérmicas nos
feixes vasculares, e também, em alguns feixes, células esclerenquimaticas (Figuras
9A e 9B), o que confere com dados da literatura para E. globulus (COSTA, 1975;
OLIVEIRA; AKISUE; AKISUE, 1991).
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FIGURA 9 - SECGCAO TRANSVERSAL DA LAMINA FOLIAR: A- DETALHE DE UM FEIXE
VASCULAR DE MEDIO PORTE COM ORGANIZAGAO BICOLATERAL. B- DETALHE DE UM FEIXE
VASCULAR DE PEQUENO PORTE COLATERAL. EAD: EPIDERME ADAXIAL, EAB: EPIDERME
ABAXIAL, COL: COLENQUIMA, ESC: ESCLERENQUIMA, FL: FLOEMA, X: XILEMA, I: IDIOBLASTO

A nervura central € composta por um feixe vascular de maior porte voltado
para a face abaxial e por dois feixes de menor porte voltados para a face adaxial
(Figuras 10A e 10B) (MALINOWSKI; NAKASHIMA; ALQUINI, 2009). Mesma
organizagdo é citada na literatura para eucaliptos em geral (BONA; BOEGER,;
SANTOS, 2004). Na nervura mediana encontram-se ceélulas colenquimaticas
subepidérmicas (Figura 10A), também presentes em E. globulus (COSTA, 1975;
OLIVEIRA; AKISUE; AKISUE, 1991; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1996).



59

’ = = ( 5 4

FIGURA 10 - SECCAO DA NERVURA CENTRAL DA FOLHA: A- DETALHE DA
DISTRIBUICAO DOS FEIXES, 1 FEIXE DE MAIOR PORTE VOLTADO PARA A FACE ABAXIAL E 2
FEIXES DE MENOR PORTE VOLTADO PARA A FACE ADAXIAL; CELULAS COLENQUIMATICAS
SUBEPIDERMICAS:; PARENQUIMA FUNDAMENTAL. B- DETALHE DO FEIXE DE MAIOR PORTE
DE ORGANIZACAO BICOLATERAL. EAD: EPIDERME ADAXIAL, EAB: EPIDERME ABAXIAL, COL:
COLENQUIMA, PAR: PARENQUIMA FUNDAMENTAL, PP: PARENQUIMA PALICADICO, FV: FEIXE
VASCULAR, ESC: ESCLERENQUIMA, FL: FLOEMA SECUNDARIO, X: XILEMA SECUNDARIO, I:
IDIOBLASTO, FC: FAIXA CAMBIAL, R: RAIO PARENQUIMATICO

5.1.3 Analise ultra-estrutural

Na analise ultra-estrutural foi evidenciada a organizagdo da cera epicuticular.
Esta cera pode apresentar diferentes formas. Em algumas espécies ela é lisa e em

outras € coberta por particulas chamadas de cristaldides (ENSIKAT et al., 2006 ).
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Em espécies de eucaliptos sdo comuns ceras do tipo cristaldide (BARTHLOTT et al.,
1998).

Na subespécie em questdo foram observadas diferencas entre as ceras da
face abaxial e adaxial. Na face adaxial foi observada cera epicuticular cristaléide do
tipo filamentosa (Figura 11A), que sao longos e finos cristaldides. Na face abaxial
ocorre cera cristaldide do tipo tubulo (Figura 11B), cuja caracteristica € o aspecto
cilindrico com a extremidade aberta (MALINOWSKI; NAKASHIMA; ALQUINI, 2009).
Para o E. globulus, segundo a composi¢gao quimica, o tubulo é classificado como di-
cetonas, cujo principal constituinte sdao as B-dicetonas (C33) (HORN; KRANZ;
LAMBERTON, 1964; BARTHLOTT et al., 1998; ENSIKAT et al., 2006). Como a
subespécie bicostata trata-se de uma derivacdo do E. globulus, supbe-se que a
origem quimica seja a mesma, mas testes quimicos n&o foram realizados para a
comprovacao.

As folhas jovens apresentam mais cera epicuticular do que as folhas adultas,
e a concentracdo desta cera é maior na face abaxial, assim como foi constatado no
E. globulus ssp. pseudoglobulus (STEINBAUER; SCHIESTL; DAVIES, 2004).

Para certos insetos, a presenca de cera € um indicador do local correto para a
deposicao dos ovos. Como as folhas jovens apresentam menor peso especifico,

elas sdo ingeridas mais facilmente, entdo representantes de mariposas reconhecem

essas folhas pela presenca expressiva de cera na face abaxial e entdo depositam os
ovos (STEINBAUER; SCHIESTL; DAVIES, 2004).
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FIGURA 11 — FACES DA FOLHA POR MEV: A- DETALHE DA FACE ADAXIAL COM PRESENCA
DE CERA EPICUTICULAR EM FORMA DE FILAMENTO. B- DETALHE DA FACE ABAXIAL COM
PRESENCA DE CERA EPICUTICULAR EM FORMA DE TUBULO
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5.2 Teor de umidade

O teor de umidade encontrado nas folhas secas utilizadas para a extragao do
6leo essencial foi de 7,8 £ 0,413%, valor este aproximado para as quatro coletas
sazonais. Esta porcentagem encontrada esta entre o teor maximo estabelecido nas
diferentes farmacopéias (entre 8% e 14%) (FARIAS, 2007).

5.3 Ensaios fitoquimicos

No Quadro 3 estdo apresentados os resultados encontrados para as
pesquisas de metabdlitos secundarios realizadas com as fragdes do extrato
hidroalcodlico a 20%, bem como as caracteristicas organolépticas e o teor de

residuo solido.
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QUADRO 3 — PESQUISA DE METABOLITOS SECUNDARIOS NAS FRAQOES DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO A 20% E CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

EXTRATO HIDROALCOOLICO A 20% RESULTADOS
F1 | F2 | F3 ‘ F4 ‘ F5

Metabdlitos secundarios
Glicosideos flavonicos

- Reagao de Shinoda — — — + +

- Reacéo de Zinco -— — + + +

- Reacgao Oxalo-bdrica + + + + +

- Reacao de Pacheco + + + + +
Esterdides e/ou Triterpendides

- Reacdo de Xantidrol - — — X

- Reacgéo de Baljet - --- - + X

- Reacgéo de Kedde - -— X

- Reacao de Keller-Killiani + + + — X

- Reacéo de Legal - -— — X

- Reacao de Tollens + + + + X
Leucoantocianidinas - — —
Alcaldides - — — — —
Glicosideos antraquindnicos - - + + —
Cumarinas - — — — X
Taninos X X X X +
Glicosideos saponinicos X X X + +
Glicosideos antocianicos X X X + +
Aminoacidos + + + + +
Caracteristicas organolépticas

Cor Verde escuro
Odor Aromatico, caracteristico de eucalipto
Sabor Picante e refrescante
pH 5,0a6,0

Teor de residuo sélido 18,6859%

---: negativo; +: positivo; x: a pesquisa nao foi realizada

Os grupos encontrados nas fragdes do extrato hidroalcodlico a 20% foram os
glicosideos flavonicos, esterdides e/ou triterpendides, glicosideos antraquindnicos,
taninos, glicosideos saponinicos, glicosideos antocianicos e aminoacidos. A
auséncia de alcaldides € comum a partir da Ordem Myrtales, da qual pertence esta
subespécie (CRONQUIST, 1981). A presenca de glicosideos flavénicos foi
constatada em varias espécies de eucaliptos (EGWAIKHIDE et al., 2009; FRANCO,
2005; FABROWSKI, 2002; COSTA, 1975). Os esteroides e triterpendides e os
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glicosideos saponinicos também foram encontrados em espécies de E. cinerea
(FRANCO, 2005) e E. smithii (FABROWSKI, 2002).
O extrato do E. globulus ssp. bicostata pode apresentar valor comercial

devido aos seus metabdlitos encontrados. Os glicosideos saponinicos e o0s

glicosideos flavénicos sao altamente empregados em preparagdes farmacéuticas e

industriais, como na industria de alimentos e de curtimento de couros (COSTA,

1975).

Os resultados referentes aos ensaios efetuados com o extrato aquoso a 20%

encontram-se no Quadro 4.

QUADRO 4 — PESQUISA DE METABOLITOS SECUNDARIOS NO EXTRATO AQUOSO A 20% E
CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

EXTRATO AQUOSO A 20%

RESULTADOS

Metabdlitos secundarios
Taninos
Reagentes:
Cloreto férrico 1%
Sulfato de ferro amoniacal 5%
Cloridrato de emetina
Gelatina 5%
Cianeto de potassio
Acido nitroso
Dicromato de potassio
Formol-cloridrico
Acidos fixos
Aminogrupos
Glicosideos cianogénicos
Caracteristicas organolépticas
Cor
Odor
Sabor
pH

Teor de residuo sélido

Castanho-avermelhado
Aromatico, caracteristico de eucalipto
Picante e levemente adocicado
4,0

10,4259%

---: negativo; +: positivo

No extrato aquoso a 20% foram

encontrados taninos, acidos fixos e

aminogrupos. Os taninos condensados e hidrolisaveis foram amplamente relatados
em eucaliptos (EGWAIKHIDE et al., 2009; FRANCO, 2005; FABROWSKI, 2002;
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COSTA, 1975). Os acidos fixos e os aminogrupos também foram registrados em E.
cinerea (FRANCO, 2005).

Um estudo demonstrou que quanto maior a disponibilidade de nitrogénio no
solo mais metabdlitos nitrogenados, como alcaldides e glicosideos cianogénicos,
eram produzidos pelo vegetal. Ao contrario dos compostos fendlicos, como os
taninos e os flavondides, que seriam sintetizados em menor quantidade em
abundancia deste nutriente (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Na pesquisa com o E.
globulus ssp. bicostata foram encontrados substancias fenodlicas, e alcaldides e
glicosideos cianogénicos foram ausentes. Este resultado pode ter relagdo com as
condi¢cdes do solo onde a arvore se encontra, ou seja, € possivel que haja pouca
disponibilidade de nitrogénio. Mas para confirmagéo desta hipotese sdo necessarios

estudos da composicao do solo.

5.4 Determinagao de fendlicos totais

Os compostos fendlicos compreendem os fendis simples, os acidos fendlicos
(derivados de acidos benzdico e cinamico), as cumarinas, os flavondides (flavonas,
flavanonas, isoflavonas, flavondis, flavanondis, flavan-3-6is e antocianidinas), os
estilbenos, os taninos condensados e hidrolisaveis, as lignanas e as ligninas, e
muitos deles apresentam atividades bioldgicas (SOUSA et al., 2007).

A equacéao da reta, obtida da curva analitica do padrao acido galico (Grafico
1), permitiu o calculo do teor de fendis totais, expresso em mg em equivalentes de

acido galico/g de amostra.
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GRAFICO 1 - CURVA ANALITICA DO ACIDO GALICO

Curva Analitica do Padrio Acido Galico
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O resultado encontrado para fenois totais foi de 118,35 + 8,65 mg em
equivalentes de acido galico/g de amostra.

ALMEIDA et al. (2009) encontraram 311 + 20 mg de fendlicos totais em
equivalentes de acido galico/g de amostra, para o extrato aquoso das folhas de
Eucalyptus globulus. Os autores identificaram quatro compostos: os acidos fendlicos
clorogénico e elagico e os polifendis flavdnicos rutina e quercitina. Estas substéancias
apresentam elevada atividade biolégica. Um extrato comercial de folhas de eucalipto
utilizado como aditivo em alimentos apresentou, na dosagem de polifendis, o total de
11,9 mg/g em equivalentes de acido galico, este resultado coincidiu com o peso
(12,1 mg/g) dos oito compostos isolados (acidos elagico e galico, eucaliptona e
macrocarpal A, B, C, D e E) (AMAKURA et al., 2002).

Entretanto, o extrato acetato de etila das cascas do E. globulus néao
apresentou elevada concentracdo de fendis, 10,4 mg em equivalentes de acido
galico/g de amostra (CRUZ; DOMINGUEZ; PARAJO, 2005). O extrato metandlico da
madeira da mesma espécie também nao demonstrou uma determinacgao alta, variou
entre 2,95 mg/g e 15,9 mg/g, em equivalentes de acido galico (VAZQUEZ et al.,
2008).

As diferencas de valores encontrados com os dados da literatura podem ter
relacdo com diversos fatores, como o proprio fato do E. globulus ssp. bicostata
apresentar caracteristicas diferentes da espécie da qual deriva, os métodos de

extragdo, condigdes e época da coleta das folhas, técnica de armazenamento,
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condigdes do solo, entre outros. Por isso existem dificuldades em relacionar
diretamente um estudo com o outro.

GOBBO-NETO e LOPES (2007) demonstraram que tecidos mais novos
normalmente apresentam maior taxa biossintética de metabdlitos secundarios, como
na sintese de acidos fendlicos e flavondides. Cabe-se lembrar que este estudo foi
realizado com as folhas jovens do eucalipto.

O resultado obtido para fendlicos totais, neste trabalho, indicou que ha uma
quantidade consideravel desses compostos nas folhas, e incentivou o estudo da

atividade bioldgica do extrato da subespécie.

5.5 Oleo essencial das folhas de E. globulus ssp. bicostata

5.5.1 Rendimento

A partir dos resultados obtidos, foi observado que o melhor rendimento do
oleo foi com a extragao de folhas secas, uma vez que ha pouca quantidade de agua
em comparacdo com as folhas frescas. Outra razdo para esta diferenca é a
presenca de cera epicuticular nas folhas frescas, ja que esta pelicula pode causar
uma incompleta hidrodifusao do 6leo presente nas glandulas (BABU; SINGH, 2009).
Para avaliar no grupo das folhas secas e no grupo das folhas frescas qual foi o
melhor rendimento frente a sazonalidade, foi realizado o teste estatistico ANOVA,
seguido do DMS (Tabela 1).

TABELA 1 — RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS DE Eucalyptus globulus ssp.

bicostata
RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL (ML/100 G)
AMOSTRAS FOLHAS SECAS FOLHAS FRESCAS @
PRIMAVERA 5,4+ 0,00%° 2,84 0,4243%°
VERAO 5,7+ 0,2828%° 2,5+ 0,00%?
OUTONO 5,75+ 0,0707%° 5+0,1414%"
INVERNO 5,05+ 0,0707% ° 2,85+ 0,9192%°

) Medias acompanhadas pela mesma letra na coluna néo diferem significativamente pelo teste de DMS (p = 0,01).
@ Medias acompanhadas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente pelo teste de DMS (p = 0,01).
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O melhor rendimento foi encontrado nas folhas secas das estagdes outono e
verdo. Comparando-se as épocas de verdao e outono, PENFOLD e WILLIS (1961)
verificaram que espécies de eucalipto tendem a apresentar maior concentragcéo de
O0leo essencial no verdo. O o6leo essencial das folhas frescas de E. globulus
apresentou a sua maior concentragdo no verao (1,29%), seguido do inverno
(1,16%), outono (1,06%) e primavera (0,77%) (SILVA; BRITO; JUNIOR, 2006). No E.
smithii, os melhores rendimentos foram constatados na primavera e no inverno
(FABROWSKI, 2002), o oposto do resultado verificado para a subespécie bicostata.
A sazonalidade foi fator de interferéncia nas emissées de monoterpenos das folhas
de E. globulus, sendo que a concentracdo maxima emitida foi no més de janeiro
(verdo) e a minima no més de julho (inverno). Essas disparidades de rendimento
frente a sazonalidade sao observadas por se tratarem de espécies e subespécies
diferentes de eucalipto.

O complexo fendmeno de variacdo sazonal na concentragao dos 6leos nas
folhas poderia ser explicado ao menos em termos de balango dinamico pela sintese
de terpenos, como o aumento das concentracdes e suas alteracoes e utilizacdes
pela planta, sendo relacionado com a atividade metabdlica do eucalipto (BOLAND;
BROPHY; HOUSE, 1991"" apud VITTI; BRITO, 2003).

Em relagéo as folhas secas, foi observado que nos meses de janeiro a maio
(verdo e outono) houve um ligeiro aumento do rendimento. No més de junho
(inverno) houve um decréscimo do rendimento, o menor de todos, e no més de
setembro (primavera) o rendimento aumentou. Portanto, as principais alteragdes
observadas foram do outono para o inverno (decréscimo do rendimento) e do
inverno para a primavera (aumento do rendimento), demonstrando que a estagao
mais fria correspondeu a uma faixa de transicdo na concentragdao da esséncia.
HERNANDEZ et al. (1988) também obtiveram um ligeiro aumento do rendimento do
Oleo, extraido da mesma subespécie desta pesquisa, nos meses de janeiro a maio.
Mas apesar dessas oscilagdes do rendimento do éleo essencial ao longo do ano,
estatisticamente ndo houve diferengas entre os resultados. A constancia dos valores
pode ter relagcdo com as temperaturas, pois os valores destas, nos dias das coletas,

nao estavam muito diferentes entre si (Quadro 2). Entretanto, o rendimento obtido

1 BOLAND, D. J.; BROPHY, J. J.; HOUSE, A. P. N. Eucalyptus leaf oils: use, chemistry, distillation and marketing.
Melbourne: ACIAR/CSIRO, 1991.
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das folhas frescas da coleta de outono, de 5%, foi significativamente diferente dos
outros valores para folhas frescas. Este resultado pode ter relagdo com o
metabolismo do vegetal ou com alguma variavel ambiental, mas o motivo deste
rendimento ter sido proximo ao das folhas secas nao foi investigado.

Durante as 6 horas de extragao observou-se que foi na primeira hora que se
obteve o maior rendimento, nas horas seguintes o volume de 6leo essencial obtido
foi consideravelmente menor. Este fato esta de acordo com os encontrados por
VITURRO, MOLINA e HEIT (2003) e HERNANDEZ et al. (1988). FRANCO (2005) e
FABROWSKI (2002) obtiveram na primeira hora 80% e 81%, respectivamente, do
volume total de dleo extraido.

Tracando-se um paralelo entre os rendimentos das folhas secas e frescas,
notou-se que enquanto nas folhas secas o menor rendimento foi no inverno, nas
frescas foi no verdo. Em ordem crescente de rendimento, nas duas amostras das
folhas a primavera esta localizada na segunda posig¢ao e o outono foi a estagao que
forneceu o melhor rendimento. A diferenca de rendimento entre o inverno e o verao
nas folhas secas e frescas pode ter relagdo com o processo de secagem, ou seja,
na coleta de inverno, nas folhas secas, pode ter havido maior volatilizacido do 6leo
essencial.

O rendimento encontrado, tanto para folhas secas quanto para folhas frescas,
foi comparado com outros dados da literatura para o E. globulus ssp. bicostata. Em
um estudo realizado na india, DAYAL e AYYAR (1986) obtiveram um rendimento de
6,58% para as folhas secas. Em Cuba, o maior rendimento encontrado por
HERNANDEZ et al. (1988) foi de 1,4% para folhas frescas. VITURRO, MOLINA e
HEIT (2003) também estudaram folhas jovens e frescas, obtendo o rendimento de
3,9% em 2 horas de extragdo. Em um estudo realizado no Uruguai, onde as
subespécies de E. globulus sao amplamente cultivadas, o E. globulus ssp. bicostata
apresentou rendimento de folhas frescas de 0,88%, e os melhores resultados foram
obtidos nas estagbes frias, entre os meses de maio e setembro (MANTERO et al.,
2007). Segundo BOLAND, BROPHY e HOUSE '? apud VITTI e BRITO (2003), o
rendimento do Oleo foliar do E. globulus ssp. bicostata varia de 1,7 a 2%.

Comparando-se os resultados com o E. globulus, espécie da qual a subespécie

12 BOLAND, D. J.; BROPHY, J. J.; HOUSE, A. P. N. Eucalyptus leaf oils: use, chemistry, distillation and marketing.

Melbourne: ACIAR/CSIRO, 1991.
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bicostata deriva, esta apresentou rendimento consideravelmente superior. Quanto as
folhas frescas de E. globulus, CIMANGA et al. (2002) obtiveram um rendimento de
1,87%. Em relagdo as folhas secas, BARTON, TJANDRA e NICHOLAS (1989)
obtiveram um rendimento entre 1 e 2%. A esséncia das folhas frescas de outra
subespécie de E. globulus, a ssp. globulus, rendeu entre 1,3 e 2,7% (SILVESTRE et
al., 1997). De acordo com estes estudos € possivel indicar que as subespécies,
deste eucalipto especificamente, apresentam maior rendimento de 6leo essencial.

Outras espécies de eucalipto também apresentaram bons resultados quanto
ao rendimento. ESTANISLAU et al. (2001) verificaram um rendimento alto, de 4%,
para as folhas secas de Eucalyptus citriodora, assim como SILOU et al. (2009) que
encontraram para folhas secas jovens e adultas da mesma espécie um rendimento
de 6,1 a 6,9%. FRANCO et al. (2005) obtiveram um rendimento de 6,07% de dleo
essencial das folhas secas de E. cinerea.

BOLAND, BROPHY e HOUSE ™ apud HE, MURRAY e LYONS (2000)
afirmaram que as variagdes do rendimento das esséncias nas folhas de eucaliptos
sdo atribuidas a trés fatores principais: genética, tipo e idade da folha, e ambiente.
Este ultimo fator pode ter tanto relagcdo com a temperatura, de acordo com a época
do ano, como também com a composicao do solo e seus nutrientes. CIMANGA et al.
(2002) também atribuiram as diferengas de rendimento, encontradas para a mesma
espécie ou subespécie, ao clima, ao solo, a idade da arvore, ao horario de coleta e
ao modo de extragao.

HE, MURRAY e LYONS (2000) estudaram a variagao sazonal de emissao de
monoterpenos das folhas de Eucalyptus globulus. As arvores jovens (um ano de
idade) emitiram sete vezes mais monoterpenos do que as arvores com sete anos de
idade. Relacionando essa informagdo com os dados obtidos, pode-se sugerir que
folhas jovens apresentam maior rendimento do 6leo do que folhas adultas, ja que o
resultado encontrado para as folhas jovens secas foi acima de 5% e para as folhas
frescas superior a 2,5%. SILVESTRE et al. (1997) verificaram, em E. globulus, que
folhas jovens tendem a possuir maior rendimento do que folhas mais velhas.
GOBBO-NETO e LOPES (2007) também concluiram que tecidos mais novos devem
apresentar maior quantidade de 6leos essenciais.

13 BOLAND, D. J.; BROPHY, J. J.; HOUSE, A. P. N. Eucalyptus leaf oils: use, chemistry, distillation and marketing.
Melbourne: ACIAR/CSIRO, 1991.
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Os elevados rendimentos das folhas secas do E. globulus ssp. bicostata e a
constancia entre os resultados durante as estagcbes do ano sdo requisitos
importantes a serem considerados na exploragdo deste Oleo essencial para uso
comercial, pois a falta de interferéncia significativa da sazonalidade na quantidade

de esséncia extraida torna possivel a coleta das folhas em qualquer periodo do ano.
5.5.2 Analises fisico-quimicas

Os resultados das analises de densidade relativa e do indice de refragao
estdo apresentados na Tabela 2. Os valores correspondem as médias obtidas de

repeticdes em triplicata acompanhadas do desvio padréo.

TABELA 2 — DENSIDADE RELATIVA E iINDICE DE REFRAGAO DO OLEO ESSENCIAL

DENSIDADE RELATIVA INDICE DE REFRAGAO
AMOSTRAS FOLHAS SECAS FOLHAS FOLHAS SECAS FOLHAS
FRESCAS FRESCAS
PRIMAVERA 0,913 0,00 0,9137 +0,0002 1,4621 + 0,00011 1,4622 +0,00
VERAO 0,9164 +0,00015 0,9114 +0,00015 1,4623 + 0,00015 1,4609 + 0,00011
OUTONO 0,9164 +0,00028 0,9183 £0,00019 1,4601 + 0,00011 1,4601 + 0,00011
INVERNO 0,9165 + 0,00015 0,9165 +0,00013 1,46 +0,00 1,46 +0,00

Nos dados da tabela foi verificada a densidade entre 0,9114 e 0,9183,
estando estes numeros dentro dos valores para 6leos essenciais medicinais (0,91-
0,93) (GUENTHER, 1961). HERNANDEZ et al. (1988) observaram valores entre
0,918 e 0,927 para esta mesma subespécie, e COSTA (1972) apontou valores entre
0,910 e 0,925 para 6leos de eucalipto. Os resultados também foram parecidos com
os definidos para o E. globulus, com densidade entre 0,904 e 0,924
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988). Segundo a International Standard
Organization (ISO) a densidade relativa para os Oleos de eucalipto ricos em
eucaliptol deve estar entre 0,906 e 0,925 (ISO 770-1980) ou entre 0,918 e 0,928
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(ISO 3065-1974) (BOLAND; BROPHY; HOUSE, 1991 apud VITTI; BRITO, 2003).
A variagao da densidade relativa encontrada esta dentro dessa faixa.

Para se determinar o indice de refragao foi utilizado o refratbmetro ABBE da
marca alema ausJENA. A leitura foi feita sob temperatura em torno de 24 °C. Todos
os valores encontrados foram muito préoximos entre si (1,46), variando apenas na
terceira casa decimal, e estdo dentro dos valores indicados para Oleos essenciais
medicinais (1,46-1,47) (GUENTHER, 1961). Também se aproximaram muito do
resultado revelado por HERNANDEZ et al. (1988), entre 1,4662-1,4664, e por
GUENTHER (1961), entre 1,4657-1,4804, para o E. globulus ssp. bicostata. DAYAL
e AYYAR (1985) apresentaram um valor distinto dos citados para esta subespécie,
1,4549. COSTA (1972) citou valores entre 1,459 a 1,467. Os valores determinados
para Eucalyptus globulus estdo entre 1,458 e 1,47 (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
1988). A ISO 770 (1980) definiu o valor entre 1,4590-1,4670 e a ISO 3065 (1974)
entre 1,4580-1,4650 para 6leos com composi¢gao majoritaria de 1,8-cineol (BOLAND;
BROPHY; HOUSE, 1991 apud VITTI; BRITO, 2003), correspondendo ao indice de
refracdo encontrado.

Na Tabela 3, encontram-se os dados referentes a solubilidade do 6leo em

diversas concentragdes de etanol.

TABELA 3 — SOLUBILIDADE* EM ETANOL DO OLEO ESSENCIAL

ETANOL 70% ETANOL 80%
(ml) (ml)

AMOSTRAS FOLHAS SECAS FOLHAS FOLHAS SECAS FOLHAS

FRESCAS FRESCAS
PRIMAVERA 1,75 + 0,3535 1,7 £ 0,5657 0,15+ 0,0707 0,15+ 0,0707

VERAO 2,15+ 0,2121 1,7+ 0,2828 0,32 +0,2475 0,1+ 0,00
OUTONO 1,25 + 0,3535 1,4 +£0,1414 0,2 +0,0707 0,25 + 0,0707
INVERNO 0,5+0,1414 0,95 + 0,3535 0,25 + 0,0707 0,25 + 0,0707

NOTA: * Solubilidade: volume de etanol para solubilizar 0,1 ml de dleo essencial (v/v).

¥ BOLAND, D. J.; BROPHY, J. J.; HOUSE, A. P. N. Eucalyptus leaf oils: use, chemistry, distillation and marketing.
Melbourne: ACIAR/CSIRO, 1991.

> BOLAND, D. J.; BROPHY, J. J.; HOUSE, A. P. N. Eucalyptus leaf oils: use, chemistry, distillation and marketing.
Melbourne: ACIAR/CSIRO, 1991.
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Para a concentragao 90% e etanol absoluto, todas as amostras do 6leo foram
misciveis em qualquer proporgcdo. Os valores de solubilidade encontrados para o
alcool 80% ficaram acima da proporgao 1:1. O 6leo das folhas secas do verao foi o
que mais precisou de volume para solubilizar, e a amostra das folhas frescas do
verao foi a que menos utilizou volume de etanol 80%, sendo a unica na proporgéao
1:1. As outras amostras variaram pouco ou foram iguais entre si, comparando as
folhas secas e frescas da mesma estagdo. No etanol 70%, o maior volume
necessario para solubilizagdo também foi o do 6leo das folhas secas do verdo, e a
que menos necessitou de alcool foi a esséncia das folhas secas do inverno. As
amostras do inverno foram as mais soluveis nesta concentragcdo de etanol, e as
menos soluveis foram as do verdo. Segundo GUENTHER (1961), para o E. globulus
ssp. bicostata, a solubilidade para o etanol 70% varia de 1,1 a 1,5 vol., e para os
Oleos essenciais medicinais a margem permanece entre 2,2-11 vol. 70%. Segundo a
FARMACOPEIA Brasileira (1988), para o Eucalyptus globulus, o 6leo deve ser
miscivel em qualquer propor¢do com alcool absoluto e com trés partes de alcool a
70%. Segundo a ISO 770 (1980) e a ISO 3065 (1974), a solubilidade em etanol 70%
€ de 1 vol. em 5 vols. e 1 vol. em 3 vols., respectivamente, para 6leos com elevada
concentracdo de 1,8-cineol (BOLAND, BROPHY e HOUSE, 1991'® apud VITTI e
BRITO, 2003).

5.5.3 Composicao quimica

A cromatografia em camada delgada (CCD) do 6leo essencial bruto foi
realizada para verificar qualitativamente a presenga do componente majoritario 1,8-
cineol, utilizando o padrao 1,8-cineol como referéncia.

Apos a revelacdo da cromatoplaca com vanilina sulfurica, o resultado
encontrado de 0,85 para o Rf (referéncia), tanto na amostra quanto no padrao-
referéncia, foi 0 mesmo preconizado pela FARMACOPEIA Brasileira (1996) para o

eucaliptol (Figura 12). Além desse componente foram revelados outros pontos na

16 BOLAND, D. J.; BROPHY, J. J.; HOUSE, A. P. N. Eucalyptus leaf oils: use, chemistry, distillation and marketing.
Melbourne: ACIAR/CSIRO, 1991.
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cromatoplaca, estes nao foram identificados por CCD, mas por cromatografia gasosa

acoplada a detector de massa (CG/EM).

FIGURA 12 — CROMATOPLACA, EVIDENCIANDO
A REVELAGAO DO 1,8-CINEOL NA AMOSTRA
(A) E NO PADRAO (B)

Os resultados das analises da cromatografia gasosa acoplada a detector de
massa dos 6leos das folhas frescas e secas podem ser observados nas tabelas 4 e
5. Esta analise foi importante para detectar os principais compostos da esséncia, e
para verificar se durante o processo de secagem das folhas houve perda
significativa, por volatilizagdo, da concentracdo de substaéncias relevantes. Os
compostos identificados serdo confirmados e os nao identificados serdo investigados
por meio de uma nova CG/EM. Os cromatogramas e os espectros de massa estao
localizados no Anexo.

Os principais compostos revelados no 6leo essencial das folhas frescas foram
o isovaleraldeido, o monoterpeno 1,8-cineol, o acetato de a-terpineol e os
sesquiterpenos cariofileno e trans-nerolidol, sendo que este foi verificado apenas no
O0leo do inverno. Outro componente, provavel monoterpeno, foi revelado com
elevada porcentagem, mas nao foi possivel identifica-lo pelo espectro de massas
(Tabela 4).

No 6leo das folhas secas foram identificadas as mesmas substancias, e ainda
os monoterpenos a-terpineol no éleo de outono e o cis-geraniol no déleo do inverno.

O sesquiterpeno a-bisaboleno foi identificado no éleo de outono e, assim como nas
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folhas frescas, o trans-nerolidol esteve presente apenas no 6leo do inverno (Tabela
5).

O monoterpeno 1,8-cineol foi o composto majoritario em todas as amostras
analisadas do 6leo essencial, como ja era previsto, sendo que nas folhas frescas a
sua concentragao variou entre 54,42 e 60,35%, e nas folhas secas variou entre
52,29 e 65,34%. O sesquiterpeno mais abundante foi o cariofileno, a sua
concentracdo permaneceu entre 3,39 a 7,92% nas folhas frescas e entre 5,26 a

6,85% nas folhas secas.

TABELA 4 - CG/EM DAS AMOSTRAS DO OLEO DE FOLHAS FRESCAS DE E. globulus ssp. bicostata

PRIMAVERA VERAO OUTONO INVERNO
COMPOSTO TR % TR % TR % TR %
Isovaleraldeido 9,350 1,19 | 9,358 1,29 | 9,358 2,02 | 9,325 1,37
N&o identificado 16,958 16,95 | 16,958 16,90 | 16,950 16,24 | 16,917 15,13
1,8-cineol 19,775 54,42 | 19,775 60,35 | 19,775 59,36 | 19,733 58,20
Acetato a-terpineol 25,433 19,52 | 25,425 18,06 | 25,417 18,74 | 25,375 18,13
Cariofileno 36,383 7,92 | 36,358 3,39 | 36,358 3,64 | 36,300 3,95
Trans-nerolidol o o o o o o 39,508 3,22

*** Composto ausente na amostra.
TR: tempo de retengdo em minutos.
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TABELA 5 - CG/EM DAS AMOSTRAS DO OLEO DE FOLHAS SECAS DE E. globulus ssp. bicostata

PRIMAVERA VERAO OUTONO INVERNO
COMPOSTO TR % TR % TR % TR %
Acetona P P 6.925 136 | > P P P
Isovaleraldeido 9,367 1,72 | 9,342 2,37 | 9,358 1,89 | 9,350 1,62
N&o identificado 16,967 17,39 | 16,950 16,76 | 16,958 14,37 | 16,942 15,80
1,8-cineol 19,783 54,31 | 19,767 54,35 | 19,800 65,34 | 19,758 52,29
a-terpineol . . . . 25.40 1506 | ** .
N&o identificado o o o i B o 25,417 18,58
Acetato a-terpineol 25,433 19,73 | 25,425 19,60 | *** ex ex ex
Cis-geraniol b o o o e o 26,925 2,17
Cariofileno 36,400 6,85 | 36,367 5,56 | *** o 36,367 5,26
a-bisaboleno o o o o 36,375 2,44 | ¥ o
Trans-nerolidol b o o o e o 39,583 4,27

*** Composto ausente na amostra.
TR: tempo de retengdo em minutos.

O 1,8-cineol (C1oH150) € um monoterpeno 6xido, estavel e muito comum nos
dleos essenciais. E praticamente insolivel em agua e miscivel em alcool,
cloroférmio, éter, acido acético glacial e éleos (MERCK INDEX, 1996). Apresenta
propriedades medicinais € pode ser utilizado interna ou externamente, sendo que
neste ultimo caso como anestésico e antisséptico (GUENTHER, 1957). O cineol é
recomendado, na forma de capsulas (100 mg/capsula; capacidade tolerada 600
mg/dia) e inalagdes, para o tratamento de bronquite crénica, sinusite e infeccdes
respiratorias, estimulando a expectoracdo, e também apresentou acao
antiinflamatoéria em pacientes com bronquite asmatica (JUERGENS et al., 2003).
Este componente majoritario do oOleo apresenta atividade antimicrobiana contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e contra fungos, sendo até mais potente
que o citronelal e o cariofileno (SAEED; SABIR, 1995). O 1,8-cineol tém acéao
repelente, e em um estudo foi verificada esta acdo acompanhada de atividade téxica
contra algumas espécies de besouros, pestes que atacam graos estocados, além de
ter inibido o desenvolvimento dos ovos e das larvas do inseto (OBENG-OFORI et al.,
1997).
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O cariofileno € um sesquiterpeno hidrocarboneto (CisH24) (GUENTHER,
1957). E também chamado de B-cariofileno ou trans-cariofileno, e ocorre na natureza
como uma mistura com isocariofileno e a-cariofileno (MERCK INDEX, 1996).

O fato do 1,8-cineol ter sido encontrado em uma concentracido abaixo de 70%
(porcentagem definida para que o 6leo tenha carater medicinal) em todas as
amostras pode ter relacdo com a idade das folhas. SILVESTRE et al. (1997)
argumentaram que folhas jovens tendem a possuir menor taxa de eucaliptol. Apesar
disto, em Jujuy (Argentina), encontrou-se 90,7% de eucaliptol no éleo de folhas
jovens e frescas de E. globulus ssp. bicostata, obtido na primeira hora de destilagao
(VITURRO; MOLINA; HEIT, 2003).

Segundo VITTI e BRITO (2003), o teor de eucaliptol das folhas do E. globulus
ssp. bicostata esta entre 33 a 80% do oleo. No Uruguai, MANTERO et al. (2007)
obtiveram a concentracdo de 87,33% de cineol em folhas frescas. No estudo feito
por DAYAL e AYYAR (1986), na india, a concentracdo de 1,8-cineol do 6leo de
folhas secas foi de 73%. Em Cuba, o valor apresentado para este componente
majoritario, identificado na esséncia das folhas frescas em uma pesquisa de
sazonalidade, permaneceu entre 85 e 90% durante o ano (HERNANDEZ et al.,
1988). E importante ressaltar que a acdo bioldgica do 6leo essencial ndo se deve
exclusivamente ao seu componente principal, pois na maioria dos estudos é
proposto um sinergismo entre os elementos da esséncia.

Os outros dois compostos principais encontrados na literatura para o E.
globulus ssp. bicostata foram os monoterpenos a-pineno e a-terpineol, nas
concentracdes de 4% e 0,7% (DAYAL e AYYAR, 1986), 2,5% e 2,3% (HERNANDEZ
et al., 1988) e 6,5% e 1,6% (VITURRO; MOLINA; HEIT, 2003), respectivamente.
Neste estudo o a-pineno nao foi encontrado, e o a-terpineol foi identificado apenas
na amostra do 6leo de folhas secas da coleta de outono, em concentragao elevada
de 15,96%.

Para outra subespécie do E. globulus, a ssp. globulus, a taxa de 1,8-cineol
encontrada no oOleo das folhas frescas foi de 63,8%, seguido dos constituintes a-
pineno (14%), limoneno (3,6%), terpineno-4-ol (3,1%), globulol (3%) e
aromadendreno (2%) (SILVESTRE et al., 1997).

Ha diversos fatores que podem influenciar na produgcdao e na qualidade do
Oleo essencial do eucalipto, como a variabilidade genética, a idade da folha, o

ambiente (solo e clima), os métodos de amostragem, a extragdo e a analise, e o
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manejo da cultura (VITTI; BRITO, 2003). As variagdes qualitativas na composicao do
O0leo s&o mais comuns entre as espécies, dentro das espécies a variabilidade é
tipicamente quantitativa (BOLAND, BROPHY e HOUSE, 1991" apud VITTI e
BRITO, 2003). ZUZARTE et al. (2009) atribuiram ao fator genética as diferencas
observadas na composicdo majoritaria do 6leo essencial da mesma espécie de
lavanda coletada em localidades proximas umas das outras. Na pesquisa com a
subespécie bicostata, as folhas jovens apresentaram pouco compostos quando
comparados aos dados da literatura. Os fatores que podem ter interferido nesse
resultado seriam a idade da folha, pois eram folhas novas e em desenvolvimento, e
também o método de extragdao. Ocasionalmete a agua pode nao ser capaz de extrair
todos os compostos presentes no 6leo, por isso talvez fosse necessario utilizar mais
um solvente, menos polar, para que houvesse maior esgotamento desses
componentes.

Ha muitas pesquisas com o 6leo essencial das folhas da espécie E. globulus,
da qual a subespécie bicostata pertence. Em um estudo com o 6leo comercial, 0os
principais compostos encontrados foram o 1,8-cineol (52,6%), a-felandreno (6,18%),
a-terpinilacetato (3,68%), globulol (1,22%) e terpineno (1,12%). A maioria dos
compostos identificados foi monoterpenos oxigenados (58,7%), e dentre os
sesquiterpenos, a maioria dos compostos encontrados foi do tipo hidrocarboneto
(7,02%) (SACCHETTI et al., 2005). Os componentes em maior concentragao obtidos
a partir do 6leo de folhas frescas e revelados por CIMANGA et al. (2002) foram: 1,8-
cineol (44,3%), canfeno (23,1%), a-pineno (9,3%), globulol (7,3%), limoneno (5,1%),
B-pineno (2,7%), p-cimeno (1,6%) e aromadendreno (1,3%). VILELA et al. (2009)
obtiveram uma das mais altas taxas de cineol para o 6leo de folhas frescas, 89,95%.
BARTON, TJANDRA e NICHOLAS (1989) identificaram o aromadendreno e o
globulol como os mais significativos sesquiterpenos desta espécie. Comparando
esses resultados com os obtidos para o E. globulus ssp. bicostata, o Unico composto
em comum encontrado foi o 1,8-cineol, e a concentragdo deste, nas folhas jovens,
foi superior a do E. globulus, exceto no estudo de VILELA et al. (2009).

Os compostos monoterpénicos sdo predominantes no E. globulus e em suas
subespécies (VILELA et al., 2009; VITURRO; MOLINA; HEIT, 2003; SILVESTRE et

v BOLAND, D. J.; BROPHY, J. J.; HOUSE, A. P. N. Eucalyptus leaf oils: use, chemistry, distillation and marketing.
Melbourne: ACIAR/CSIRO, 1991.
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al., 1997; NISHIMURA; CALVIN, 1979). E ainda, estes e o0s constituintes
oxigenados, como o cineol, sdo as substancias mais extraidas na primeira hora de
hidrodestilagdo. Apos este periodo o numero de componentes extraidos aumenta,
incluindo os sesquiterpénicos (BABU; SINGH, 2009; VILELA et al., 2009; FRANCO,
2005; VITURRO; MOLINA; HEIT, 2003).

O dleo das folhas frescas de E. cinerea apresentou uma taxa maior de cineol
(84,4%) do que o obtido das folhas secas por 24 horas (77,6%). Os pesquisadores
deduziram que esta diferenca pode estar relacionada ao processo de secagem, no
qual pode ocorrer a evaporacdo do eucaliptol, inerente das suas propriedades
termo-fisicas. Entretanto, os outros terpenos principais limoneno e a-terpineol foram
encontrados em menor concentragdo na folha fresca e em maior na folha seca
(BABU; SINGH, 2009). O mesmo foi observado no E. globulus ssp. bicostata, a
concentracdo do 1,8-cineol foi levemente superior em todas as estagdes das folhas
frescas, exceto no outono e o acetato de a-terpineol em maior concentragdo nas
folhas secas.

Analisando o composto majoritario 1,8-cineol, foi verificado que as diferengas
entre a sua concentragcdo ao longo do ano nao foram bruscas, principalmente nas
folhas frescas. Nestas a maior taxa de eucaliptol foi no verdo, seguido do outono,
inverno e primavera. Nas folhas secas, a estacdo que se destacou na concentragao
desta substancia foi o outono, depois o verdo, a primavera e o inverno. WILDY,
PATE e BARTLE (2000) pesquisaram nove espécies de eucalipto e concluiram que
a concentragao de cineol foi maior no inicio do verao, comparando com o inverno.
FABROWSKI (2002) verificou, no oleo de folhas adultas de E. smithii, que a maior
concentragdo de cineol foi observada no verdo (85,16%), seguido do outono
(82,34%), primavera (80,44%) e inverno (78,25%). O autor ainda sugere que a
época mais adequada para a coleta do material vegetal, para a exploracdo da
esséncia, € aquela que apresentar a taxa mais elevada do composto maijoritario,
nesse caso o cineol, corroborando com a idéia de GOBBO-NETO e LOPES (2007),
que afirmam que a época da coleta é importante, uma vez que a concentragao e, as
vezes, até mesmo a natureza dos constituintes ativos da planta é inconstante
durante o ano.

Neste estudo foi observado que a estacdo do outono representou o melhor
rendimento na extracdo do 6leo essencial, tanto nas folhas frescas quanto nas

secas, e também uma das mais altas concentra¢des do eucaliptol, 65,34% (folhas
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secas) e 59,35% (folhas frescas). Esta seria, portanto, uma época apropriada para a
coleta do material. Este fator é relevante quando se trata de um vegetal com
possiveis aplicagdes terapéuticas.

Os terpenos e os terpendides sao, muitas vezes, 0s responsaveis pelas
atividades bioldgicas das plantas. O mecanismo de agdo dos terpenos ndo esta
completamente elucidado, mas acredita-se que envolve o rompimento da membrana

do microrganismo através dos compostos lipofilicos (COWAN, 1999).
5.6 Atividade antioxidante
5.6.1 Método fosfomolibdénico

O Grafico 2, esta representado em porcentagem, a atividade antioxidante das
amostras em relacdo a rutina e ao acido ascorbico (considerado 100% de

capacidade de redugéo), em um analise qualitativa.

GRAFICO 2 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS AMOSTRAS EM REALAC,AO AO ACIDO
ASCORBICO E A RUTINA PELO METODO FOSFOMOLIBDENICO
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Neste grafico observa-se que nenhuma das amostras apresentou capacidade
antioxidante superior ou proxima ao acido ascoérbico (100% de atividade). Os
extratos etandlico, etandlico 70% e o 6leo representaram, respectivamente, 23,27%
1 0,44%, 24,17% £ 0,69% e 25,72% £ 0,38% de atividade.
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Quanto a rutina, este flavondide representou a mais baixa capacidade
antioxidante em relagdo ao acido ascorbico, 21,77% £ 0,44%. As amostras
apresentaram resultados superiores a essa substancia padrao-referéncia.

Os resultados das amostras foram significativamente diferentes do padréo de
comparagao, ou seja, o 6leo essencial e os extratos apresentaram capacidade
antioxidante, mas baixa, quando comparados ao acido ascorbico.

No método do fosfomolibdénio é observada a capacidade antioxidante total da
amostra, ou seja, a habilidade tanto em doar um par de elétrons (mecanismo redox),
que depende da presenga de compostos na amostra que possuam anéis fendlicos
com duplas ligagbes, quanto em doar apenas um elétron ou um hidrogénio
(mecanismo radicalar), que depende da presenga de componentes com hidroxilas
disponiveis. O resultado obtido nas amostras esta relacionado a um ou a unido
desses dois mecanismos de reducao.

Em relacdo aos extratos, o solvente utilizado e o procedimento de extragao
podem ter influenciado na resposta, uma vez que a determinagao de fendlicos totais,
que sao compostos responsaveis pela atividade antioxidante em muitos vegetais,
apresentou valor elevado. O processo de desengorduramento pelo qual o extrato
passou pode também ter contribuido para a baixa atividade encontrada, pois
provaveis substancias antioxidantes podem ter sido extraidas nesta fase, diminuindo
assim a sua capacidade redutora final. Em relacdo ao O6leo essencial, a sua
composi¢cao quimica pode auxiliar a esclarecer esse resultado. Foram revelados
muito poucos compostos na CG/EM, e na amostra de dleo testada, pertencente a
das folhas frescas do inverno, ndo ha substancias com anéis fendlicos, capazes de
doar um par de elétrons, como o 1,8-cineol, e a uUnica substancia com uma unica
hidroxila é o trans-nerolidol.

E importante também considerar o método aplicado para a verificacdo da
capacidade antioxidante e a concentracdo da amostra testada, pois a agao da rutina,

que de fato € uma substancia antioxidante, também foi baixa.

5.6.2 Método do DPPH

Para testar a atividade do 6leo essencial foram utilizadas as concentracdes de
0,6 a 6 mg/ml. Primeiramente foi determinada a cinética da reagao, para observar o

tempo necessario para a maxima reducao do DPPH. O dleo essencial apresentou
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uma cinética de reagao muito longa, acima de 5 horas, e mesmo apds este periodo
as leituras das absorvancias permaneceram altas e diminuiram muito lentamente, ao
contrario do que deve acontecer com as amostras que apresentam alguma
atividade. Nestas, a absorvancia € muito mais baixa que a do controle, apds a
cinética da reagao. A coloracdo da solucdo do 6leo permaneceu praticamente a
mesma desde o principio do teste, sendo que deveria descolorir do tom réseo para o
amarelado (Figura 13).

Com os dados da formula foi possivel obter o valor do ECsp, determinado pela
porcentagem de atividade antioxidante em fungédo das diferentes concentragdes do
Oleo essencial (Grafico 3).

O dleo essencial do E. globulus ssp. bicostata ndo demonstrou, mesmo em
concentragbes muito altas (6 mg/ml), capacidade relativa consideravel em
sequestrar/reduzir o radical DPPH. O mesmo resultado negativo foi verificado para o
Oleo de Eucalyptus globulus, AMAKURA et al. (2009) verificaram um ECsp acima de
100 mg/ml. Para o componente majoritario do 6leo, o 1,8-cineol, foi encontrado um
ECso acima de 100 umol/l (AMAKURA et al., 2002). Segundo os autores, o
componente eucaliptol ndo apresenta atividade antioxidante relevante, e a sua acao
depende da concentragdo em que se encontra no 6leo, sendo esta influenciada pela
origem do material, pelos métodos de preparagao e pelo solvente utilizado.

SACCHETTI et al. (2005) observaram que o 6leo de E. globulus juntamente
com o 6leo de Psidium guajava, ambos pertencentes a familia Myrtaceae, foram os
que menos apresentaram atividade antioxidante dentre as esséncias testadas, e
concluiram que O6leos ricos em certos monoterpenos sao praticamente ineficazes na
reducao do radical livre DPPH. Assim como REBELO et al. (2009) verificaram que o
Oleo essencial das folhas de Hyptis crenata (Lamiaceae) também n&o demonstrou
capacidade antioxidante (ECsy = 6 882, 7 ug/ml), além de possuir longa cinética de
reacdo. Os principais componentes identificados nesse 6leo foram a-pineno, 1,8-
cineol e B-pineno. CHOI et al. (2000) reportaram que os 6leos de espécies de Citrus
ricos em terpineno e terpinoleno apresentaram significativa neutralizagao do radical
DPPH. Os d6leos com maiores concentragdes em compostos aromaticos fendlicos,
como o alilbbenzeno eugenol, apresentam maior capacidade antioxidante pela
presenca de hidroxila doadora de elétron ou hidrogénio (PEREIRA; MAIA, 2007).

O estudo de SIMIONATTO et al. (2007) verificou um EC5 de 3,2 mg/ml para o

Oleo essencial das cascas do caule de Croton urucurana (Euphorbiaceae) e a fragao
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antioxidante isolada do 6leo bruto apresentou um valor de 1,05 mg/ml para o ECsp.
Os compostos principais presentes nesta fracdo, como os sesquiterpenos a-
bisabolol (38,3%) e a-eudesmol (9,3%), na composi¢ao majoritaria do 6leo bruto
representaram rendimentos muito baixos, menos que 3%. Este resultado sugere que
0 Oleo deva agir em sinergismo e que 0s compostos majoritarios ndo sao os unicos
responsaveis pela atividade.

A composig¢ao quimica do E. globulus ssp. bicostata apresentou, na amostra
do 6leo testado obtido das folhas frescas do inverno, apenas o sesquiterpeno trans-
nerolidol com uma hidroxila, o que nao permite um alto poder antioxidante, além da
presenca majoritaria do 1,8-cineol, considerado sem atividade redutora.

Portanto, um dos fatores da baixa capacidade antioxidante do o6leo da
subespécie testada pode ser atribuido a sua composicdo quimica, uma vez que a
habilidade em sequestrar/reduzir radicais livres depende dos compostos presentes
no oleo, da concentragdo em que se encontram e do sinergismo dos componentes

da esséncia, e ndo s6 do composto majoritario, como nesse caso, o 1,8-cineol.

FIGURA 13 — AMOSTRAS DO OLEO ESSENCIAL EM CONCENTRACOES
DE 0,6 A 6 mg/ml NO TESTE DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE COM O
DPPH. C=CONTROLE
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GRAFICO 3 — CURVA ANALITICA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO OLEO ESSENCIAL PELO
METODO DO DPPH
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O extrato metandlico foi testado nas concentracbes de 1 a 5 pg/ml. O
rendimento do extrato liofilizado foi de 3,4 g%. A cinética da reacao foi relativamente
rapida, 45 minutos. A velocidade da mudanga de coloragéo do rosa para o amarelo
evidenciou que quanto maior a concentracdo testada mais rapida foi a reacao
colorimétrica e maior foi a capacidade antioxidante (Figura 14).

Com os dados da formula foi possivel obter o valor do ECs5p, determinado pela
porcentagem de atividade antioxidante em fungado das diferentes concentragbées do

extrato (Grafico 4).

FIGURA 14 — AMOSTRAS DO EXTRATO METANOLICO EM
CONCENTRACOES DE 1 A 5 pg/ml NO TESTE DE ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE COM O DPPH
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GRAFICO 4 — CURVA ANALiTICA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EXTRATO METANOLICO
PELO METODO DO DPPH
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Padrdes: as concentracdes testadas para o acido ascoérbico foram de 0,078 a

5 pg/ml e para a rutina entre 0,625 e 5 pyg/ml.

A partir das curvas fornecidas pelos graficos, foi determinado o ECsy das

amostras e dos padrdes substituindo o y da equagao pelo valor de 50. O ECsp

corresponde a concentragdo da amostra que reduz em 50% o radical DPPH. A

resposta foi fornecida em pg/ml. Quanto menor o valor do ECsy, maior sera a

atividade antioxidante da amostra.

Na Tabela 6, observam-se os resultados da capacidade de neutralizacao do

DPPH dos padrdes e das amostras, através da atividade em porcentagem na

concentragdo maxima testada 5 ug/ml (padrdes e extrato metandlico) e do ECsp.

TABELA 6 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS PADROES E DAS AMOSTRAS PELO METODO DO

DPPH

PADROES/ ATIVIDADE ECso

AMOSTRAS EM % NA CONCENTRAGAO (ug/ml)
5 pg/ml

Acido Ascorbico 96 2,51

Rutina 86,3 2,86

Extrato Metandlico 79,86 2,95
Oleo Essencial > 6000
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Através desses resultados foi observado um grande potencial antioxidante do
extrato metandlico, pois o valor do EC5y € muito proximo ao do flavonoide rutina e ao
do potente antioxidante acido ascorbico. ALMEIDA et al. (2009) também obtiveram
um ECsp baixo para o extrato etanol/agua das folhas de Eucalyptus globulus, 12
ug/ml, quando comparado com o padrdo acido ascérbico (ECso= 4,93 ug/ml).
VAZQUEZ et al. (2008) verificaram que o melhor resultado da atividade antioxidante
das cascas de E. globulus, através da técnica de reducdo do complexo Fe®'/
tripiridiltriazina (TPTZ) para a forma azul ferrosa (Fe**/TPTZ), foi o encontrado no
extrato metanol/agua. As fragdes do extrato de acetato de etila ressuspendido em
metanol, obtido da madeira de E. globulus, apresentou o menor ECso de 150 ug/ml,
sendo que este valor foi calculado pela reducdo da absorbancia do extrato em
contato com o DPPH, em UV, em um tempo de 0 a 16 minutos (CRUZ,
DOMINGUEZ; PARAJO, 2005). Analisando e comparando um extrato comercial de
eucalipto, usado como aditivos em alimentos para prevenir a deterioracdo dos
mesmos por danos oxidativos, com extratos hidroalcodlicos 50% de folhas frescas e
secas de E. globulus, AMAKURA et al. (2009) obtiveram um ECso de 19 ug/ml, 19,1
ug/ml e 24,7 ug/ml, respectivamente, ja o extrato cloroférmico apresentou um
elevado EC5p de 162, 7 ug/ml (folhas frescas) e de 477 ug/ml (folhas secas) e baixa
concentracao de polifendis totais.

Os solventes mais polares como o metanol e o etanol, devem fornecer os
melhores rendimentos e maior abundancia em fendis totais, isso porque devem
extrair e disponibilizar mais substancias com um grupo hidroxila capaz de doar
elétron (MENSOR et al., 2001). Portanto, quanto maior a concentragdo de fendis,
maior sera a atividade antioxidante do vegetal (PESSUTO et al., 2009; AMAKURA et
al., 2009; VAZQUEZ et al., 2008; SHAN et al., 2005; QIAN; NIHORIMBERE, 2004), e
esta capacidade de sequestrar/reduzir radicais livres € determinada pela estrutura
molecular, mais especificamente pela posicdo da hidroxila na estrutura do anel
(QIAN; NIHORIMBERE, 2004).

A acao antioxidante dos fendis pode ocorrer através de varios mecanismos,
como o bloqueio, a interferéncia ou a supressdao das atividades das enzimas
envolvidas na geragao das espécies reativas de oxigénio; por meio da neutralizagéo
dos radicais livres, tornando-os estaveis e agindo como quelantes de metais em
transigdo, deixando-os inativos (MOSQUERA; CORRERA; NINO, 2009).
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AMAKURA et al. (2009) encontraram no extrato metandlico das folhas da
espécie E. globulus, através de picos fornecidos pelo HPLC (High Performance
Liquid Chromatography), as substancias oenoteina (tanino hidrolisavel de estrutura
macrociclica conhecido por apresentar diversas atividades bioldgicas), quercetina,
acido clorogénico, acidos elagico e galico. Estes dois ultimos sédo frequentemente
reportados nos produtos naturais como antioxidantes, e normalmente sao produtos
da degradacédo dos taninos hidrolisaveis (elagitaninos e galotaninos) durante o
processo de secagem e/ou isolamento, mas também podem ser encontrados na
forma livre como metabdlitos secundarios das plantas. A capacidade antioxidante
dos compostos livres acidos elagico e galico foi testada na técnica do DPPH e
apresentou ECso de 13,6 ymol/l e 18,3 umol/l, respectivamente, muito abaixo do
encontrado para os padrées BHT (84,2 umol/l) e BHA (37,8 umol/l) (AMAKURA et
al., 2002).

De acordo com os dados da literatura e com o valor obtido de fendis totais
para o E. globulus ssp. bicostata (118,35 mg em equivalentes de acido galico/g de
amostra) é possivel explicar o baixo valor do ECsp, ou seja, a capacidade do extrato
metandlico em doar um H* ou um elétron para reducéo do radical DPPH tem relacdo
com a elevada taxa de compostos fendlicos.

JIROVETZ et al. (2007), testando a atividade antioxidante do oleo essencial
de Corymbia citriodora, verificaram que a capacidade da amostra em
sequestrar/reduzir o radical DPPH foi menor (ECso= 344 ug/ml; padréo acido
ascorbico ECso= 4,2 ug/ml) do que a agdo sobre o radical ‘OH (ECso= 0,38 ug/ml),
sendo que esta ultima técnica corresponde na protecdo do agucar desoxirribose
contra a degradagdo em um meio contendo ascorbato, peréxido de hidrogénio e
Fe*. A eliminacdo da hidroxila reativa pelo dleo foi superior ao padrdo quercetina
(ECs0= 4,61 ug/ml). Diante das metodologias do DPPH e do fosfomolibdénio, o
extrato metandlico de Stachys betonica (Lamiaceae) também apresentou resultados
diferentes. Enquanto foi o menos eficiente para neutralizar o DPPH, no teste do
poder redutor pela formagao do complexo fosfomolibdénio revelou um dos maiores
potenciais dentre todos os extratos testados (MATKOWSKI; PIOTROWSKA, 2006).
Estas diferencas de atividade de acordo com o método utilizado prova que ha
mecanismos diversos e complexos, tanto para a inibicdo da oxidagao quanto para a

neutralizacdo dos radicais livres. Por isso uma técnica pode apresentar melhores


http://en.wikipedia.org/wiki/High_performance_liquid_chromatography
http://en.wikipedia.org/wiki/High_performance_liquid_chromatography
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resultados do que outra, e os resultados de cada método ndo devem ser
comparados entre si se o principio de reagcdo nao for o mesmo.

As diferengas de resultados entre os extratos e o 6leo essencial tém relagéo
com a composigcao quimica de cada amostra. O 6leo essencial é rico em 1,8-cineol,
um monoterpeno sem atividade antioxidante, além de apresentar apenas o
componente trans-nerolidol com uma hidroxila. O extrato metandlico revelou elevada
concentracdo de compostos fendlicos, que sao altamente antioxidantes e possuem
hidroxilas disponiveis para neutralizar o DPPH.

A metodologia do DPPH apresentou certas dificuldades em sua realizagéo,
pois 0s ensaios tiveram que ser repetidos para desconsiderar o fator temperatura,
uma vez que houve resultados diferentes frente a esta variavel, principalmente com
os padroes.

Portanto, o extrato metandlico, dentre as amostras testadas e na técnica de
reducao do radical DPPH, foi o que apresentou o melhor resultado, caracterizando o
extrato das folhas do E. globulus ssp. bicostata como antioxidante. Ha diversas
aplicagdes para substancias com esta propriedade, como na industria terapéutica e

alimenticia.
5.7 Atividade antifungica

Todos os géneros testados nesta pesquisa pertencem a divisdo
Deuteromycota, conhecida também por fungos imperfeitos, e classe Blastomycetes
(McGINNIS™ apud LACAZ; PORTO; MARTINS, 1991), que sdo leveduras sem
estado sexuado, unicelulares, com ou sem pseudomicélio, ou com ou sem micélio
verdadeiro rudimentar (LACAZ; PORTO; MARTINS, 1991).

A técnica de difusdo testada com o 6leo de E. globulus ssp. bicostata
forneceu dados qualitativos, uma vez que a natureza hidrofoba da maioria dos dleos
essenciais pode nao permitir a difusdo uniforme destas substancias através do meio
com o agar (NASCIMENTO et al.,, 2007). Entretanto, essa caracteristica de
insolubilidade das esséncias tornou o método do disco o mais aplicavel para um
teste preliminar, devido a dificuldade de encontrar um solvente adequado que

facilitasse a solubilidade da amostra sem que interferisse nos resultados. Ainda que

18 McGINNIS, M. R. Laboratory Handbook of Medical Mycology. New York: Academic Press, 1980.
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0 6leo tenha sido diluido com o Tween 80 a 10%, para aplicagédo no disco, essa
solucdo nao poderia ser utilizada para a determinagédo da concentragao inibitéria
minima em caldo, pois a solugdo de 6leo essencial, Tween 80 e agua destilada é
turva, e a turbidade do meio originada pelo crescimento dos fungos ndo poderia ser
visualizada de forma confiavel.

Os resultados do teste revelaram que o 6leo essencial de E. globulus ssp.
bicostata apresenta potencial como antifungico. O 6leo bruto inibiu as 13 cepas
testadas (Tabela 7), sem que houvesse dificuldades na difusdo da amostra. A
Malassezia pachydermatis foi a levedura mais sensivel a agdo do 6leo. O didmetro
do halo de inibicdo obtido foi 42,83 mmt 3,3292 mm, seguido pelas espécies
Rhodotorula sp. (32,33 mmz 2,3094 mm) e Cryptococcus neoformans (31 mmz 1,00
mm). Estes foram os trés melhores resultados, apresentando inibigdo do
crescimento da cepa superior a 30 mm de didmetro. As duas espécies mais
resistentes foram Candida parapsilosis (23,5 mmz 0,00 mm) e C. pelliculosa (24
mmz 1,00 mm). Em relagdo a espécie C. albicans, responsavel pela maioria das
infecgbes fungicas, o Oleo inibiu o seu crescimento formando um halo de tamanho
intermediario (25,67 mmz 1,893 mm), em relagao as espécies mais sensiveis e mais
resistentes. Assim como em todas as outras leveduras, em que as medigcdes
realizadas foram entre 25 e 28,5 mm. Estatisticamente, o desenvolvimento da
espécie Malassezia pachydermatis foi o mais inibido pela atividade do éleo bruto. As
diferengas entre os resultados das outras espécies testadas ndao sao significativas
entre si.

Resultados encontrados na literatura também revelaram a agéo antifungica do
eucalipto na técnica de difusdo em agar.

A espécie Eucalyptus citriodora inibiu o crescimento das cepas de
Cryptococcus neoformans e Candida albicans (ARAUJO et al., 2004; DUTTA et al.,
2007) e de C. guilliermondii, C. krusei e C. parapsilosis (LIMA et al., 2006). Os 6leos
essenciais de Eucalyptus deglupta, E. saligna, E. camaldulensis var. catharine e E.
camaldulensis var. mysore também foram eficazes contra o crescimento da levedura
C. albicans (OYEDEJI et al., 1999), mas os oleos de E. robusta e E. saligna
apresentaram baixa atividade contra este fungo (SARTORELLI et al., 2007). O 6leo
de E. globulus inibiu o crescimento de Candida albicans, por meio de um halo de
inibicdo de 26,7 a 27,2 mm (AGARWAL; LAL; PRUTHI, 2008).
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O Tween 80 a 10% foi testado como controle negativo, € como nao
apresentou acao antifungica contra as cepas, foi utilizado na diluigao do déleo.

Na concentragdo 75%, a inibigdo dos microrganismos ocorreu em niveis
diferentes (Tabela 7). Em C. parapsilosis, C. famata, C. glabrata, Trichosporon
beigelii e T. asahii o 6leo diluido n&do foi capaz de impedir o crescimento das
leveduras, ou seja, ndo houve a formacao do halo de inibigdo. Assim como no déleo
bruto, a espécie mais sensivel a agdo do oleo 75% foi a Malassezia pachydermatis
(25,5 mmz 0,8660 mm). Nas outras espécies a atividade antifungica do 6leo formou

halos de inibicao de crescimento entre 19,6 € 21,5 mm.

TABELA 7 — ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO OLEO ESSENCIAL BRUTO, DA DILUIGAO 75% E DO
PADRAO NISTATINA POR MEIO DA MEDIGAO DO DIAMETRO DO HALO DE
INIBICAO DO CRESCIMENTO FUNGICO*

MICRORGANISMOS OLEO BRUTO** OLEO 75%** PADRAO
NISTATINA
(100 U.1)

Candida parapsilosis 23,5+ 0,00 0 23,5
Candida pelliculosa 24+ 1,00° 21,5+ 0,8660°" 14
Candida tropicalis 25,67+ 1,6073%¢ 19,67+ 0,2887° 16
Candida albicans 25,67+ 1,893%¢" 20+ 1,00° 25,5
Candida famata 26z 1,00%° 0 28
Candida krusei 26,33+ 1,7559%¢ 20,33+ 0,5774° 12
Candida glabrata 28,5+ 2,5981qu 0 18
Candida guilliermondii 27,67+ 0,5774%%¢ 19,67+ 2,0817° 16
Trichosporon beigelii 27+ 1,00%° 0 14
Trichosporon asabhii 28+ 0,00%¢ 0 19,5
Cryptococcus neoformans 31+ 1 ,OOb’° 20,5+ 0,00 b 22
Rhodotorula sp. 32,33+ 2,3094° 21,5+ 2,2913° 27
Malassezia pachydermatis 42,83+ 3,3292° 25,5+ 0,8660° 40
Coeficiente de variagado 5,931% 5,929%

* Valores em mm. ** Média obtida da triplicata.
Médias acompanhadas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente pelo teste de DMS (p = 0,01).
Zero= nao houve inibigdo do crescimento do fungo.
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Foi observado que o dleo bruto e diluido agiram de maneira independente
frente aos fungos, isto €, ndo houve um decréscimo proporcional da atividade no
6leo a 75% em comparacao com o Oleo puro. Por exemplo, em C. krusei formou-se
um halo de 26,33 mm e em Cryptococcus neoformans um halo de 31 mm, com o
6leo bruto. Entretanto, no 6leo diluido a agao foi similar nas duas espécies, 20,33
mm e 20,5 mm, respectivamente.

O oleo também foi testado na concentracdo 50%, mas nesta diluigdo nao
apresentou atividade inibitéria do crescimento de nenhuma das leveduras.

Através do teste T verificou-se a varidncia entre os resultados de inibicao do
Oleo bruto e do dleo a 75%. O teste estatistico revelou que a agdo do 6leo bruto foi
superior e significativamente diferente do 6leo a 75% em todas as espécies, exceto
em Candida pelliculosa e em C. albicans que nao houve variancia significativa de
inibicdo nas duas concentracgdes.

As diferencas entre os halos de inibicdo podem ser explicadas pelas
caracteristicas proprias de cada espécie de levedura e seus mecanismos intrinsecos
de resisténcia, e também da sua interacdo com os diversos componentes da
esséncia, podendo entdo ser mais ou menos sensiveis a atividade deste dleo
essencial.

O padréao antifungico testado foi a nistatina. Esta substancia € um polieno com
mecanismo parecido ao da anfotericina B, pois inibe o ergosterol, que & um
componente da membrana plasmatica fungica. Em concentra¢gdes adequadas forma
poros na membrana que permite a perda de potassio, levando a morte do fungo. A
nistatina é obtida a partir do Streptomyces noursei Brown et al. Em candidiases
cutaneas e cutdaneo-mucosas € usada em forma de pomada, mas também pode ser
aplicada por via venosa (LACAZ; PORTO; MARTINS, 1991).

Na Tabela 7 observa-se o didametro do halo de inibicdo do padréo nistatina,
gue assim como no oleo essencial, foi maior no fungo Malassezia pachydermatis (40
mm). O menor halo foi observado em C. krusei (12 mm).

Como os discos de nistatina testados possuiam 6 mm de diametro e os discos
impregnados com o 6leo essencial 10 mm, a forma determinada para comparagao
dos resultados foi mensurar a regido de inibigdo fungica entre a borda do disco e o
inicio do crescimento da levedura. Assim foram desconsiderados os diferentes
tamanhos dos discos. A comparacao foi feita apenas com o 6leo bruto, pois este

apresentou os melhores resultados.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Membrana_plasm%C3%A1tica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pot%C3%A1ssio
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Na Tabela 8 verifica-se que a atividade do 6leo essencial bruto foi superior a
nistatina em todas as espécies testadas, exceto em Candida parapsilosis, Candida
albicans, Candida famata e Malassezia pachydermatis, sendo que nesta ha pouca
diferenca na inibicdo. No grafico 5 é possivel visualizar os dados fornecidos na
tabela 8 (MALINOWSKI et al., 2009).

TABELA 8 — ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO OLEO ESSENCIAL BRUTO E DO PADRAO NISTATINA
POR MEIO DA MEDICAO DA REGIAO DE INIBICAO ENTRE A BORDA DO DISCO E O
CRESCIMENTO FUNGICO*

MICRORGANISMOS OLEO BRUTO** (" PADRAO NISTATINA
(100 U.1.)

Candida parapsilosis 7+ 0,00° 9
Candida pelliculosa 7£0,5° 4
Candida tropicalis 7,8+ 0,7937‘1’e 5
Candida albicans 7,8+ 0,9644d’e 10
Candida famata 8+ 0,5%° 10,5
Candida krusei 8,13+ 0,9018°° 3
Candida glabrata 9,23+ 1,2702°¢ 6
Candida guilliermondii 8,83+ 0,2887d 5
Trichosporon beigelii 8,5+ 0,5%° 4
Trichosporon asahii 9+ 0,00%¢ 6,7
Cryptococcus neoformans 10,5+ 0,5b'C 8
Rhodotorula sp. 11,17+ 1,1547b 11
Malassezia pachydermatis 16,33+ 1,5275% 17
Coeficiente de variagédo 7,89%

* Valores em mm. ** Média obtida da triplicata.
" Médias acompanhadas pela mesma letra na coluna néo diferem significativamente pelo teste de DMS (p = 0,01).
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GRAFICO 5 - COMPARAGAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO OLEO ESSENCIAL BRUTO E DO
PADRAO NISTATINA POR MEIO DA MEDIGAO DA REGIAO DE INIBICAO ENTRE A
BORDA DO DISCO E O CRESCIMENTO FUNGICO EM MM

Inibigdo em mm

Oleo essencial bruto X Padrio nistatina

C. parapsilosis C. pelliculosa C. tropicalis ~ C. albicans C. famata C. krusei C. glabrata C. Trichosporon  Trichosporon Cryptococcus Rhodotorula  Malassezia

guilliermondii beigelii asahii neoformans sp. pachydermatis

‘ B Oleo puro M Nistatina ‘

Em C. pelliculosa, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata, C. guilliermondii,
Trichosporon beigelli, T. asahii e Cryptococcus neoformans, a agéo do 6leo bruto foi
superior a da nistatina. Em Rhodotorula sp. a atividade do padrao foi semelhante a
da amostra, e apenas em Malassezia pachydermatis, C. parapsilosis, C. albicans e
C. famata a nistatina agiu como melhor antifungico.

Os antibidticos interferem com diferentes mecanismos na célula fungica,
causando sua morte, chamada agdo fungicida, ou somente inibindo o seu
crescimento, chamada atividade fungistatica. Embora os antifUngicos sejam
normalmente divididos nas duas categorias, algumas drogas tipicamente
fungistaticas podem ser fungicidas para determinadas espécies. Clinicamente, os
dois tipos sdo eficientes, mas se tratando de pacientes imunocomprometidos, é
preferivel o uso de fungicidas (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005).

Quanto ao ensaio da capacidade fungistatica/fungicida os resultados obtidos

sao demonstrados na Tabela 9.
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TABELA 9 — ATIVIDADE FUNGISTATICA/FUNGICIDA DO OLEO ESSENCIAL BRUTO

MICRORGANISMOS FUNGISTATICA FUNGICIDA
Candida parapsilosis X
Candida pelliculosa X
Candida tropicalis X
Candida albicans X
Candida famata X
Candida krusei X
Candida glabrata X
Candida guilliermondii X
Trichosporon beigelii X
Trichosporon asahii X
Cryptococcus neoformans X
Rhodotorula sp. X
Malassezia pachydermatis X

O dleo apresentou atividade fungicida sobre cinco espécies, ou seja, causou a
morte dessas leveduras. Esse resultado é relevante, pois dentro desse grupo
encontra-se a C. albicans, importante agente infeccioso que apresenta elevada
resisténcia a medicamentos sintéticos, e cuja susceptibilidade frente a principios
vegetais vem sendo amplamente estudada. As outras espécies desse grupo,
Malassezia pachydermatis, C. tropicalis, C. glabrata e C. guilliermondii também ja
apresentaram baixa sensibilidade aos antifungicos tradicionais. Segundo alguns
estudos, o uso profilatico de fluconazol aumentou a taxa de colonizagao e infecgao
por Candida glabrata e C. krusei nos hospitais (MAERTENS; BOOGAERTS, 2000).
O patogeno Malassezia pachydermatis é tratado com o antifungico tiabendazol, mas
a levedura ja demonstrou resisténcia e sensibilidade intermediaria ao medicamento
(NASCENTE et al., 2009).

A comparagao de amostras com potencial antimicrobiano pode ser afetada
pelas diferengas existentes nas propriedades fisicas de cada uma delas, como
solubilidade, volatilidade e difusdo no agar (SCORZONI et al., 2007), além das

diversas condicdes do teste, como crescimento microbiano, tempo de exposicdo do



94

microrganismo ao 6leo e quantidade de emulsificador (NASCIMENTO et al., 2007).
Por isso o resultado nao foi comparado diretamente com outros estudos.

Com os dados da pesquisa antifungica, algumas afirmagdes puderam ser
realizadas.

O dleo essencial apresentou atividade antifungica contra todas as espécies de
casos clinicos testadas, ampliando desta maneira o espectro de acdo do odleo
essencial de eucalipto, pois na maioria dos estudos encontrados ele & testado
apenas contra Candida albicans e algumas outras espécies desse mesmo género.

O Oleo bruto teve acao superior as diluicdes. A levedura Malassezia
pachydermatis foi a mais sensivel, tanto na acéo do 6leo como no padrao nistatina.

Em relagdo ao padrdo, em oito espécies o 6leo apresentou maior acao
antifangica, e em outras duas a inibicdo do padrdo e da amostra foram muito
proximas. Portanto, a esséncia de E. globulus ssp. bicostata € um agente inibidor de
microrganismos fungicos.

A acao fungicida do 6leo contra C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C.
guilliermondii e Malassezia pachydermatis revela que cada espécie reage de
maneira distinta frente a uma substancia com potencial antifungico. Sendo a amostra
um oleo essencial, aumentam-se as probabilidades de diferencas nos resultados,
pois a esséncia &€ uma mistura de componentes que podem agir em sinergismo e de
forma diferente em organismos. Oleos de espécies que apresentam a mesma acéo
podem n&o possuir componentes majoritarios iguais em sua constituicdo. Portanto, a
composicdo quimica € um fator determinante na atividade biolégica do o6leo
essencial e é dificil atribuir a agdo a um unico e particular composto.

SARTORELLI et al. (2007) atribuiram a atividade antibacteriana do dleo de E.
robusta a elevada concentracdo de monoterpenos, como a-, B-pineno e limoneno.
LOW, RAWAL e GRIFFIN (1974) verificaram em E. citriodora que a agao conjunta
dos compostos citronelal e citronelol, presentes no Oleo, é superior quando
comparada com a atividade isolada de cada um dos elementos. A atividade do dleo
de E. staigeriana contra o fungo C. albicans, segundo os autores, teve relagdo com o
composto geraniol presente, além do linalol, terpineno, p-cimeno, a-pineno e a-
terpineol, que mesmo em menores concentragbes devem ter contribuido juntos para
a acédo (GILLES et al., 2010). PATTNAIK et al. (1997) concluiram que a
concentracgao inibitéria minima do 6leo de E. globulus, testado como antimicrobiano,

€ menor na esséncia bruta do que nos compostos majoritarios isolados.
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Do ponto de vista de atividade bioldgica, foi demonstrado que em espécies de
eucaliptos os componentes em maior concentragdo sao relativamente inativos, como
o a-pineno e o 1,8-cineol, e os compostos em minoria devem agir em sinergismo
(HARRIS, 2002; FRANCO, 2005). Comprovando esta afirmagdo, VILELA et al.
(2009) verificaram a atividade antifungica do componente majoritario do 6leo de E.
globulus, 1,8-cineol, e observaram que este sé apresentou efeito na maior
concentracido testada, provando que o composto principal nem sempre € o0 unico
responsavel pela acdo antifungica, ou seja, deve haver um sinergismo entre os
outros elementos em menor concentracdo do oleo essencial. Este fato também foi
observado por CIMANGA et al. (2002), que ainda relataram que a presenca de
algumas classes de compostos nos Oleos essenciais, como alcoois, aldeidos,
alcenos, ésteres e éteres, podem influenciar na atividade antimicrobiana dos
eucaliptos. SACCHETTI et al. (2005) também observaram que 6leos ricos em fendis,
aldeidos e alcodis apresentam boa atividade contra fungos e leveduras.

E possivel fazer uma relacdo destes estudos com a concentracéo obtida de
1,8-cineol na subespécie em estudo, que foi menor que 70%, mais precisamente
54,35%, mas apresentou atividade significativa contra as leveduras. Na amostra de
6leo testada, das folhas secas da coleta de verdo, também foram identificados os
compostos acetona (1,36%), isovaleraldeido (2,37%), sesquiterpeno cariofileno
(5,56%) e acetato de a-terpineol (19,6%). Apesar de a amostra possuir apenas dois
tipos de terpenos, que foram identificados, segundo a literatura citada as outras
substancias também apresentam acgao biolégica e podem ter agido em sinergismo
para que houvesse a atividade antifungica.

Outras pesquisas mais aprofundadas seriam indicadas para o
desenvolvimento de um produto de uso tdpico, uma vez que quanto a
permeabilidade o 6leo nado apresentaria dificuldades. Um exemplo disto é a
utilizacdo de monoterpenos, como o 1,8-cineol, que auxiliam a penetracido e
aumentam a eficacia de medicamentos topicos, como o Tamoxifeno, usado na
terapia pos-cirurgica no cancer de mama (HARRIS, 2002).

A tendéncia é encontrar mecanismos que minimizem o desenvolvimento de
resisténcia a drogas utilizadas, ao invés de fabricar antibioticos mais fortes. Por isso,
o 6leo também podera ser indicado para agir em sinergismo com medicamentos

sintéticos, como é o caso em tratamentos de infecgdes superficiais e profundas
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causadas por C. albicans (HARRIS, 2002), uma vez que os resultados encontrados

provaram a acao antifungica do 6leo essencial de E. globulus ssp. bicostata.
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6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, foi possivel chegar as

seguintes conclusoes:

As caracteristicas morfoanatdbmicas evidenciadas sao aquelas comumente

encontradas em representantes da familia Myrtaceae e no género Eucalyptus.

A folha jovem apresentou cera epicuticular diferenciada, na face abaxial do

tipo cristaldide tubulo e na face adaxial do tipo cristaléide filamentosa.

O estudo fitoquimico revelou a presencga de diversos metabdlitos secundarios
de interesse comercial: glicosideos flavénicos, antraquindnicos, saponinicos e

antocianicos, além de taninos e esterdides e triterpendides.

A analise de fendlicos totais demonstrou uma concentragao significativa
desses componentes, 0 que indicou a possibilidade de atividade biolégica das

folhas.

Os resultados das analises fisico-quimicas do 6leo essencial estdo de acordo

com os dados da literatura para 6leos deste género e para esséncias medicinais.

Foi encontrado um alto rendimento do éleo essencial, tanto nas folhas frescas

quanto nas folhas secas.

Houve poucos compostos identificados no 6leo essencial, dentre eles os
principais encontrados nas folhas frescas e secas foram o monoterpeno 1,8-cineol, o

acetato de a-terpineol e o sesquiterpeno cariofileno.

Para folhas jovens, a concentracdo de 1,8-cineol encontrada foi elevada,

considerando as variaveis folhas secas e frescas e a sazonalidade.
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A constancia dos resultados, tanto no valor do rendimento quanto na
concentracdo do eucaliptol, permite que a coleta das folhas, visando ao o6leo

essencial, seja feita em qualquer periodo do ano.

Dentre as metodologias aplicadas para a atividade antioxidante, a técnica de

reducao do radical DPPH forneceu os melhores resultados.

O extrato metandlico das folhas apresentou alta capacidade antioxidante para
reduzir o DPPH, proxima dos padrbes. O 6leo essencial foi ineficaz em reduzir este

radical.

A presenga de compostos fendlicos no extrato e a auséncia deles na esséncia

€ o fator determinante nos resultados encontrados para a atividade antioxidante.

A inibicao do crescimento das 13 cepas testadas pelo 6leo essencial indicou

qualitativamente o seu potencial antifungico.

Sugere-se que seja realizada a identificacdo dos compostos fendlicos
presentes no extrato de E. globulus ssp. bicostata, a confirmagado dos componentes
revelados no 6leo essencial, juntamente com suas concentragdes, e a concentragao
inibitéria minima da atividade antifungica. Uma vez que foi demonstrada atividade
bioldgica das folhas neste estudo, esses ensaios complementares contribuirdo para

o possivel desenvolvimento de um produto.
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APENDICE 1 — CG DA AMOSTRA DO OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS FRESCAS DA COLETA DE
PRIMAVERA

intensity

250000000 4

[ERrk

14 453

200000000

rAR k11

150000000 -

100000000 —

FELE

50000000 4

TIC
‘L““J‘l *1.00

—_ %
[ Ry 9 351
=

APENDICE 2 — CG DA AMOSTRA DO OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS FRESCAS DA COLETA DE
VERAO

intensity
250000000 4

19774

200000000

14 953

150000000 -

100000000+

0000000 -

—‘J')JJA\‘ TIC
L 100

20 30 40 50 &l T g0

— E
[y 4 553
c




115

APENDICE 3 — CG DA AMOSTRA DO OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS FRESCAS DA COLETA DE
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APENDICE 5 — CG DA AMOSTRA DO OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS SECAS DA COLETA DE
PRIMAVERA
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APENDICE 7 — CG DA AMOSTRA DO OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS SECAS DA COLETA DE
OUTONO
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