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RESUMO

As plantas medicinais ajudam no tratamento de doengas ou apresentam a
capacidade de melhorar as condicbes de salude das pessoas. Muitas dessas
propriedades medicinais séo relatadas pela populacdo e confirmadas em estudos
cientificos. Dentre as plantas com importancia etnomedicinal destacamos Eugenia
stipitata (Myrtaceae) que apresenta diversos efeitos medicinais relatados pela
populacao, entretanto, ha poucos relatos na literatura sobre o potencial medicinal
dessa espécie, como também nao ha relatos sobre a composi¢do quimica do oleo
essencial extraido de plantas da Caatinga. Portanto, foi utilizado o método de
hidrodestilacdo para obter o 6leo essencial (ESEO) e foram realizadas a identificacéo
da composicdo quimica, como também foram investigadas suas atividades
antimicrobianas, anti-inflamatoria, anticonceptiva, antipirética, hemdlise e toxicidade
aguda. As analises revelaram que o ESEO apresenta 49 compostos, o que
representando 97,04%, os compostos majoritarios foram Guaiol (13,77%), Trans-
Caryophyllene (11,36%), B-Eudesmol (8,13%) e y-Eudesmol (6,55%). Na avaliacao
antimicrobiana o ESEO apresentou Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
em 0,156 mg/mL frente a Staphylococcus aureus; 20 mg/mL frente a Echerichia coli
e Acinetobacter baumanni, e 40 mg/mL para Klebisiella pneumoniae. Em relacdo ao
potencial analgésico as concentracbes do ESEO reduziram a dor por volta de 40-
60%. Todas as doses do ESEO testadas apresentaram reducdo da temperatura a
partir da primeira hora no teste antipirético. No teste anti-inflamatério houve reducao
do edema em todas as doses de Oleo essencial administradas, ndo havendo
diferencga estatistica entre as doses. A LD50 foi determinada em 3.807,88 mg/kg,
valor muito acima das doses padrdes testadas nos testes farmacolégicos. E a
capacidade de hemolise foi de 1,3% na maior concentracéo testada, ficando abaixo
quando comparado ao padrdo. Tendo visto isso conclui-se que E. stipitata

apresenta-se como uma fonte promissora de compostos bioativos.

Palavras-chave: Anti-inflamatério. Caatinga. Compostos volateis. Eugenia.

Myrtaceae



ABSTRACT

Medicinal plants help in the treatment of diseases or have the ability to
improve the health of people. Many of these medicinal properties are reported by the
population and confirmed in scientific studies. Eugenia stipitata (Myrtaceae) has
several medicinal effects reported by the population, however, there are few reports
in the literature about the medicinal potential of this species, nor are there any
reports on the chemical composition of essential oil extracted from plants of the
Caatinga. Therefore, the hydrodetilation method was used to obtain the essential oll
(ESEO) and the chemical composition was identified, as well as its antimicrobial, anti-
inflammatory, contraceptive, antipyretic, haemolysis and acute toxicity activities. The
results show that ESEO has 49 compounds, representing 97.04%, Guaiol (13.77%),
Trans-Caryophyllene (11.36%), B-Eudesmol (8.13%) and y-Eudesmol (6.55%). In the
antimicrobial evaluation the ESEO presented Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
in 0.156 mg / mL against Staphylococcus aureus; 20 mg / mL versus Echerichia coli
and Acinetobacter baumanni, and 40 mg / mL for Klebisiella pneumoniae. Regarding
the analgesic potential, ESEO concentrations reduced pain by 40-60%. All doses of
ESEO tested showed a reduction in temperature from the first hour in the antipyretic
test. In the anti-inflammatory test there was reduction of edema in all doses of
essential oil administered, and there was no statistical difference between doses.
LD50 was determined at 3,807.88 mg / kg, a value well above the standard doses
tested in pharmacological tests. And the capacity of hemolysis was 1.3% in the
highest concentration tested, being below when compared to the standard. Having
seen this it is concluded that E. stipitata presents itself as a promising source of

bioactive compounds.

Key-words: Anti-inflammatory. Caatinga. Volatile compounds. Eugenia. Myrtaceae.
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1 INTRODUCAO

Desde muito tempo as plantas séo utilizadas com fins medicinais, 0s primeiros
registros sdo datados de mais de 2.000 anos antes de Cristo (a.c.), e desde entao
esse conhecimento vém sendo compartilhado de geracdo a geracdo e de povos
para povos (BRANDAO et al., 2008). No Brasil, 0 uso de plantas medicinais esta
associado ao conhecimento popular e foi compartilhado principalmente por povos
tradicionais, como os indigenas, os quilombolas, os ciganos e o0s ribeirinhos
(MONTEIRO et al., 2006; SOLDATI et al., 2015; RIBEIRO et al., 2017).

As plantas produzem substancias que sdo capazes de alterar o
funcionamento de 6rgéos e sistemas do corpo humano. Muitas dessas propriedades
farmacoldgicas séo relatadas pela populacdo e sdo confirmadas em estudos
cientificos, essa confirmacdo pode direcionar a descoberta de novos farmacos,
sejam esses compostos obtidos por sintese a partir de moléculas protétipos ou por
isolamento nas fontes de origens (ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006; HEINRICH;
BREMNER, 2006). Esses materiais vegetais aparentemente tém menos toxicidade
em comparacdo com as drogas sintéticas, o que os torna candidatos atraentes para
o desenvolvimento de drogas para uso terapéutico (SILVA et al., 2016).

O Brasil é o pais que apresenta a maior biodiversidade do planeta, possuindo
mais de 45.000 espécies vegetais catalogadas (FLORA, 2019). Algumas plantas
apresentam uma excelente fonte para a busca de novos compostos
farmacologicamente ativos (DUTRA et al., 2016; MARTINS; ALVES; MAMPRIM,
2016). Dentre os biomas brasileiros encontramos a Caatinga com um tipo de
vegetacdo que apresenta adaptacdes fisiologicas as constantes variacbes de
temperaturas e ao déficit hidrico. Como resultado, desenvolvem caracteristicas
quimicas interessantes, sendo utilizadas como fontes medicinais (ALMEIDA et al.,
2005).

A familia Myrtaceae é uma das familias com maior distribuicdo no Brasil e no
mundo. Apresentando uma predominancia principalmente nas regides tropicais e
subtropicais. Sendo amplamente representada no Brasil, a familia Myrtaceae possui
23 géneros e 1.031 espécies descritas, sendo o0s géneros Eugenia, Myrcia,
Syzygium e Psidium 0s mais numerosos. Por apresentar importancia econdmica, a
familia Myrtaceae é cultivada em varias regides do Brasil, tendo também uso na
medicina popular para o tratamento de diversas doencas (WATSON; DALLWITZ
2007; MORAIS; CONCEICAO; NASCIMENTO, 2014; FLORA DO BRASIL, 2019).
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Dentre o0s géneros com importancia medicinal na familia myrtaceae
destacamos 0 g@género Eugenia, este género apresenta diversos efeitos
farmacologicos envolvendo atividades antioxidante, anticancerigenas,
antibacterianas e antifingicas (OGUNWANDE et al., 2005; BASTING et al., 2014,
CUNHA et al., 2016; LAZARINI et al., 2016). Os 0Oleos essenciais das plantas desse
género e seus componentes demonstraram possuir multiplas atividades bioldgicas,
como atividades antimicrobianas, anti-inflamatoria, citotoxicas, antipirético e
antioxidantes (OGUNWANDE et al., 2005; MAGINA et al., 2009; LEITAO; OLIVEIRA,
2014; SANTOS et al., 2018b).

Na medicina popular Eugenia stipitata McVaugh. é utilizada para o tratamento
de diversas enfermidades, como inflamagdo de boca e garganta, dores no
estomago, lavagens de ferimentos, febre, diarreia e dor. Entretanto, pouco se ha
relatado cientificamente sobre o potencial medicinal dessa espécie, como também
nao ha relatos sobre a composicao quimica do 6leo essencial extraido de espécimes
encontradas na Caatinga.

Dessa forma, objetivou-se caracterizar quimicamente e avaliar o potencial
biotecnolégico do 6leo essencial de Eugenia stipitata McVaugh (ESEO). Para isso,
foi feita a caracterizacdo quimica do Oleo essencial das folhas de E. stipitata por
Cromatografia Gasosa com Detector por lonizacdo de Chamas (GC-FID) e
Cromatografia Gasosa associada ao Espectrometria de massa (GC-MS). Foi
avaliado o potencial antioxidante pelos métodos formagdo do complexo
Fosfomolibdénio e reducdo do radical livre DPPH e avaliagdo da Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Minima Bactericida (CMB) do ESEO sobre
estirpes padréo de Acinetobacter baumanni, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae
e Staphylococcus aureus. A Toxicidade foi avaliada através dos testes de hemolise e
toxicidade aguda. E os testes in vivo baseou-se na investigacdo do efeito
antinociceptivo por meio de modelo agudo de nocicepc¢édo: dor induzida por acido
acético, avliacdo da atividade antipirética no teste induzido por fungo e avaliacdo a
atividade anti-inflamatoria pelo modelo de edema de pata.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 CAATINGA

O Brasil é conhecido por sua grande extensdo territorial e por sua vasta
biodiversidade. Apresentando uma area de 8,5 milhdes de quildmetros quadrados. E
possivel observar diversas variacdes de zonas climaticas, essas variacdes levam a
grandes ocorréncias ecologicas, formando zonas biogeograficas distintas,
conhecidas como biomas (MELO; ANDRADE, 2007; MMA, 2012).

Atualmente o Brasil € formado por seis biomas diferentes, sendo eles:
Amazobnia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal, cada qual com
sua particularidade, conforme representa a Figura 1. Essa variedade de biomas
reflete na enorme variedade da fauna e flora encontradas no Brasil, abrigando a
maior biodiversidade do planeta, refletindo em 20% do numero total de espécies da
Terra, sendo muitas delas endémicas (IBGE, 2004a; ANDRADE et al, 2010).

Figura 1: Mapa da distribuicdo dos Biomas brasileiros.

e

BIOMAS DO BRASIL | r5 :5‘?*'{);3‘3
Biomas Terrestres . ¥ <
I:lAmazt‘Jnia L _(rw
Cerrado L’"; PESS
Mata Atldntica e
Caatinga }
Pampa -
Pantanal

Bioma Marinho
|: Marinho Costeiro

] 400 800 1.200 km
Fonte: IBGE -2012

Fonte: IBGE, 2012

A Caatinga é uma importante zona biogeografica e encontrada
exclusivamente no Brasil. O termo tem origem tupi-guarani e significa mata branca,

fazendo referéncia ao periodo de estiagem quando a vegetacédo perde as folhas e
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fica com um aspecto seco e sem vida. Esta regido ocupa uma area de 844.453
quildmetros quadrado, representando 11% do territorio nacional. Sendo distribuida
nos estados de Alagoas, Bahia, Ceard, Paraiba, Piaui, Pernambuco, Rio Grande do
Norte e Sergipe na regido Nordeste e apresenta uma pequena distribuicdo na regiao
norte do Estado de Minas Gerais, regido Sudeste do pais, como mostra a Figura 2
(PRADO, 2003; IBGE, 2004b).

Figura 2: Distribuicao geografica da Caatinga.

-y ~

‘T - S

Fonte: Ibama, Ministério do Meio Ambiente
Marcada por um clima quente e auséncia de chuvas durante varios meses do

ano, essa regido € denominada semiarido brasileiro. E 0 uso inconsciente de seus
solos e recursos naturais ao longo dos tempos, fizeram com que esta regido
apresentasse uma caracteristica bastante degradada. Entretanto, estudos recentes
vém demonstrando o0 potencial existente nessa regido, tanto em relacdo a
biodiversidade, quanto aos fendbmenos naturais que podem ser observados na
regido (ALVEZ; ARAUJO; NASCIMENTO, 2009; RAMALHO, 2013).

O solo nessa regidao apresenta grandes diferencas, podendo variar em
profundidade, fertilidade, salinidade e constituicAo mineralogica (RODAL et al.,
1992). J4 em relacdo a Biodiversidade, segundo dados do Ministério do Meio
Ambiente (MMA) o bioma abriga 178 espécies de mamiferos, 591 espécies de aves,

177 espécies de répteis, 79 espécies de anfibios, 241 de peixes e 221 de abelhas,
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podendo esses numeros variarem tendo em vista que 0s estudos aumentaram
significativamente nos ultimos anos (MMA, 2012).

Quando se trata da flora, sdo encontradas espécies altamente adaptadas as
condi¢cdes adversas da regido, como o clima, o solo e o déficit hidrico. Sendo
adaptacdes anatomicas, funcionais e morfolégicas que garantem a sobrevivéncia
das espécies nessa regido. A vegetacdo é composta geralmente por espécies de
pequeno porte, com presenca de espinhos, sendo espécies lenhosas e herbaceas.
Também apresenta diversas espécies vegetais endémicas, segundo o MMA ha
aproximadamente 1000 espécies descritas para a regido, sendo 320 espécies
endémicas (AMORIM, et al, 2005; MMA, 2012).

Atualmente cerca de 27 milhdes de pessoas vivem nessa regido, utilizando de
Sseus recursos para a sobrevivéncia, no entando, apesar da importancia de sua
biodiversidade, ainda tem sido explorada de forma desordenada, principalmente na
extracdo de lenha, como também dando lugar a agricultura e a criacdo de gado de
abate, chegando essa exploracdo a alarmantes 46% da é&rea total do dominio
biogeografico, segundo dados do MMA (2012). A Caatinga apresenta um potencial
gue se explorado de forma sustentavel, podera garantir o desenvolvimento dessa
regido, promovendo a sua conservacao e das espécies que nele vivem, garantindo a
bioprospeccéao dessa regidao (LEAL et al., 2005; MARENGO, 2008; MMA, 2012).

Vérios estudos ja demonstraram que a Caatinga apresenta diversas espécies
vegetais com consideravel potencial econébmico, espécies que podem ser utilizadas
como forrageiras, alimentacdo de animais e humanos, producdo de cosméticos e
espécies com potencial medicinal (ALMEIDA et al., 2005). Como resultado das
condicbes ambientais a que estdo expostas, as plantas da Caatinga desenvolvem
caracteristicas quimicas interessantes, sendo utilizadas como fontes medicinais. Ha
uma ampla literatura sobre estudos etnobotanicos que comprovam a acao benéfica
de muitas espécies encontradas na Caatinga, possibilitando uma nova visdo para
esse bioma e promovendo o interesse de novos estudos sobre a regido e as plantas
da regido (JUVIK et al., 2017; SANTOS et al., 2018c; CERAVOLO et al., 2018).

2.2 PLANTAS MEDICINAIS

Desde muito tempo as plantas sdo usadas com fins medicinais, registros

antigos como o Pen Ts’ao e a cole¢cdo de formulacdes depositadas no Museu da
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Pensilvania, ambos datados de mais de 2000 anos antes de Cristo (a.C.)
comprovam 0 uso terapéutico de plantas por povos antigos. Essas primeiras
civilizagOes acreditavam que o poder natural era eficiente no tratamento e cura de
diversas enfermidades, sendo algumas dessas plantas utilizadas até os dias atuais
(HELFAND E COWEN, 1990; BADKE et al., 2011; FIRMO et al., 2011).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) planta medicinal é “todo e
qualguer material vegetal que possui, em um ou mais 0rgados, substancias que
podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos
semissintéticos” (OMS, 1998). Em relacao as partes da planta utilizadas, elas podem
variar de acordo com o tipo de uso, as partes mais utilizadas séo: folhas, cascas,
leite (latex), frutos e sementes (VILA VERDE; PAULA; CANEIRO, 2003; FENNER et
al., 2006).

Algumas plantas representam uma excelente fonte para a busca de novos
compostos, visto que a flora brasileira é altamente diversificada em espécies e ha
uma grande diversidade quimica e estrutural de substancias produzidas. Uma
grande parcela dos farmacos atuais tem ligacdo com plantas medicinais, seja essa
ligacdo direta através do isolamento de moléculas da fonte natural ou indiretamente
como resultado de sintese a partir de moléculas prototipos observados em plantas
(YUNES; PEDROSA; CECHINEL FILHO, 2001; DEVIENNE; RADDI; POZETTI,
2004)

As substancias que estdo presentes nas plantas sdo produzidas pelo seu
metabolismo, os quais podem ser classificados em dois grupos: metabdlitos
primarios e metabdlitos secundarios. Os metabdlitos primarios sdo 0s essenciais
para desenvolvimento, crescimento e reproducdo das plantas, sendo utilizados
geralmente na respiracdo ou fotossintese, estdo diretamente envolvidos no
desenvolvimento, crescimento e/ou reproducdo da planta. JA os metabdlitos
secundarios apresentam importante papel na defesa e prote¢cdo, como também na
comunicacao entre as espécies. Sendo estes, geralmente, 0s responsaveis pelas
propriedades medicinais e tdxicas encontradas nas plantas (DOURADO, 2006;
PICOLI et al., 2010).

Muitas das propriedades farmacologicas séo relatadas pela populacdo e séo
confirmadas em estudos cientificos. Esses relatos sdo observados em estudos
etnobotanicos e a etnofarmacologia auxilia na validagdo desse conhecimento

popular. Contribuindo dessa forma para a descoberta ou formulagdo de novos
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compostos com potencial terapéutico (BRANDAO et al., 2012; RICARDO et al.,
2017; RICARDO et al., 2018).

No passado o uso de plantas medicinais era a Unica alternativa terapéutica
para o tratamento de doencas de pessoas mais carentes ou pessoas de zonas onde
nao dispunha assisténcia médica nas proximidades. Atualmente ha um aumento
significativo no uso de plantas medicinais pela populacdo no geral, sendo a maior
parte por paises em desenvolvimento, 0s quais inserem nos cuidados primarios em
saude a medicina tradicional. Aumentando a insercdo de plantas medicinais na
atencdo béasica a salde, minimiza o0s custos gerados na fabricacdo e
comercializacdo de farmacos, além do mais, as plantas medicinais apresentam alta
eficiéncia e é de facil alcance (ALBUQUERQUE, 2005; SOUZA-MOREIRA,;
SALGADO; PIETRO, 2010).

No Brasil foi instituida pela Portaria n°® 971 do Ministério da Saude (MS) no dia
03, de maio de 2006 a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) (MINISTERIO DA SAUDE, 2006a). Garantindo o uso de plantas medicinais,
fitoterapicos e a servicos relacionados a fitoterapia, com seguranca, eficacia e
qgualidade. Para incentivar e regulamentar o uso de plantas medicinais foi criada a
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos em 2006, pelo Decreto n°
5.813, que visa inserir plantas medicinais, fitoterapicos e servicos relacionados a
Fitoterapia no SUS com seguranca, eficacia e qualidade, em consonancia com as
diretrizes da PNPIC; Promover e reconhecer as praticas populares e tradicionais de
uso de plantas medicinais; e Promover o uso sustentavel da biodiversidade
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006b).

O uso de plantas medicinais é favoravel a satde humana, desde que se tenha
conhecimento integral do potencial medicinal dessas plantas. Para o uso medicinal
de plantas segundo a regulamentacdo € necessario comprovacao das propriedades
terapéuticas que lhe sado atribuidas, bem como de seu grau de toxicidade em doses
compativeis com o seu emprego medicinal, através de avaliacdo da toxicidade. A
utilizacdo de forma inconsciente e exagerada pode gerar graves danos ao
organismo, por isso se faz necessario estudos farmacol6gicos para determinar o
potencial dessa planta (SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010).

No Brasil diversos estudos etnobotanicos e etnofarmacologicos tem
identificado uma grande diversidade de plantas com potencial medicinal, e que o uso

nao causa danos ao organismo (HEINRICH et al., 2009). Plantas das familias
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Asteraceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Lamiaceae e Myrtaceae. Sendo
encontradas substancias eficientes como analgésica (GONCALVES et al., 2017;
SANTOS, 2018a), antidiarreica (SALES et al., 2015 ; SILVA et al., 2017a), anti-
inflamatéria (MARQUES et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017), antimicrobiana (SILVA
et al.,, 2017b; DEVEQUI-NUNES et al., 2018) antiparasitaria (SANDJO et al., 2016;
SILVA, 2017b), antitumoral (FROZZA et al., 2017; ROLIM et al., 2017), cicatrizante
(XIMENES et al., 2013; VASCONCELOS et al., 2015), entre outros.

2.3 Eugenia stipitata

A familia Myrtaceae esta inserida na ordem Myrtales e compreende
aproximadamente 130 géneros e 3.800 espécies, sua distribuicdo é em todos os
continentes, com excecao da Antartida. Com uma predominacao principalmente nas
regides tropicais e subtropicais do mundo (WILSON et al, 2005; GOVAERTS et al,
2008). A familia Myrtaceae € amplamente representada no Brasil, apresentando
atualmente 23 géneros e 1.031 espécies descritas, sendo 4 géneros e 794 espécies
endémicas, estima-se ainda que esse numero possa dobrar conforme mais estudos
sejam desenvolvidos (FLORA DO BRASIL, 2019).

A familia é dividida em duas subfamilias: Myrtoideae, com folhas opostas,
fruto carnoso, indeiscentes e com sementes desenvolvidas. Apresentam ampla
distribuicdo no mundo, sendo mais frequente nas regides tropicais, como Ameérica do
Sul e Central, e sudeste da Asia; e Leptospermoideae, com folhas alternas ou
opostas, fruto com pericarpo seco e semente pequena. Bastante dispersa, mas com
um enfoque na Australia, Malasia, Polinésia e algumas poucas espécies no sul da
Africa e Chile. No Brasil, todos o0s representantes nativos pertencem a subfamilia
Myrtoideae, que é constituida de apenas uma tribo, Myrtae, a qual se subdivide em
trés subtribos: Eugeniinae, Myrciinae e Myrtinae (LIMBERGER et al., 2004; WILSON
et al, 2005).

As plantas da familia Myrtaceae sdo geralmente lenhosas, arbustivas ou
arboreas. Apresentam folhas inteiras, de disposi¢cdo alterna ou oposta, e as vezes
opostas cruzadas, com estipulas pequenas e presenca de glandulas sebaceas nas
folhas. Suas folhas apresentam coloracdo branca e em algumas espécies
apresentam a variacdo vermelha, com simetria radial, ovarios inferiores ou semi-

inferiores, diplosttmone e geralmente com numerosos estames. O tamanho pode
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variar de pequenos arbustos até grandes arvores com mais de 100 metros de altura,
como algumas espécies de Eucalyptus. Geralmente sdo plantas aromaticas e o0s
frutos que produzem séo do tipo bagas, variando no nimero de sementes, o que
caracteriza a diferenca entre alguns géneros (BARROSO, 1991; LAUDRUM &
KAWASAKI, 1997).

Aproximadamente um terco das espécies da familia Myrtaceae pertence ao
género Eugenia, que possui ampla distribuicdo em areas tropicais e subtropicais,
com importante expressdo nas Américas. O género apresenta cerca de 1000
espécies distribuidas no mundo e estima-se que 388 espécies ocorram no Brasil,
destas, 301 espécies sdo consideradas nativas (ARANTES & MONTEIRO, 2002;
LOURENCO & BARBOSA, 2012; FLORA DO BRASIL, 2019).

No Brasil sdo encontrados os seguintes géneros: Acca, Accara, Algrizea,
Blepharocalyx, Calycolpus, Calycorectes, Calyptranthes, Calyptrogenia,
Campomanesia, Chytraculia, Curitiba, Eugenia, Marlierea, Mitranthes, Mosiera,
Myrceugenia, Myrcia, Myrcianthes, Myrciaria, Myrrhinium, Myrteola, Myrtus,
Neomitranthes, Pimenta, Plinia, Psidium, Siphoneugena, Syzygium e Ugni. Sendo 0s
géneros Eugenia, Myrcia, Syzygium e Psidium os mais numerosos (FLORA DO
BRASIL, 2019).

As plantas deste género séo arvores ou arbustos perenes, apresentam folhas
opostas, frutos esféricos e comestiveis, de cor e odor caracteristicos, uma baga de
até 3 centimetros de didmetro, coroado pelo célice e achatado nas extremidades
(AURICCHIO; BACCHI, 2003; FLORA DO BRASIL, 2019).

Vérias espécies conhecidas do género Eugenia tém sido relatadas por seus
usos medicinais e constituintes quimicos. As plantas do género sao frequentemente
utiizadas na medicina popular por possuirem propriedades antidiabéticas,
antirreumaticas, antidiarreicas, antipiréticas, anti-inflamatorias, antifingicas,
antibacterianas, antioxidantes e citotéxicas (GU et al., 2001; ABOUTABL et al., 2011;
SOUZA et al., 2018).

Varias espécies dessa familia sdo cultivadas devido a seus frutos
comestiveis, de sabor e odor raros, contribuindo para o desenvolvimento econémico
da familia. Na flora brasileira sdo encontrados a goiabeira e aracazeiro (Psidium);
pitangueira, uvaia, aragazeiro e grumixameira (Eugenia); araca-felpudo
(Campomanesia); jambeiro (Syzygium); e Cambuci (Paivaea) (MARCHIORI &
SOBRAL, 1997; JOLY, 2002; LORENZI et al., 2015). Outras espécies sé&o
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consideradas medicinalmente relevantes e sdo amplamente utilizados pela
populacdo para tratar diversos disttrbios de satde (SIMOES, 2007; STEFANELLO;
PASCOAL; SALVADOR, 2011; LEITAO, 2014)

Conhecido popularmente como araca-boi, Eugenia stipitata McVaugh. € um
arbusto deciduo, que pode atingir até 18 metros de altura. Apresentam folhas
simples, com inflorescéncia variando de trés a quinze flores, com botéo floral ovoide
e a coloragdo das pétalas brancas. O fruto é globoso com polpa suculenta,
aromatica e 4cida, apresentando coloracéo esverdeada (Figura 3) e ao ficar maduro
apresentam coloracdo amarela (Figura 4), contendo de seis a quinze sementes
(CALVI et al., 2016).

Esta espécie ocorre desde a Bolivia, Coldmbia, Equador, Peru, até o Brasil,
onde possui distribuicdo na floresta amazonica e Caatinga, ndo sendo uma planta
endémica do Brasil. Ocorre em florestas de terra firme e de varzea de baixas
altitudes. Suas flores aparecem nos meses de janeiro, marco, abril, junho, julho,
setembro, outubro e novembro, e seus frutos nos meses de marco, julho, setembro e
outubro (FRANCO; SHIBAMOTO, 2000; GARZON et al., 2012).

O uso da mesma tem sido apontado por populares por apresentar acao
antimicrobiana, anti-inflamatéria, analgésica, antitérmica e diurética. Sendo utilizadas
no tratamento caseiro da diarreia, no combate a infec¢des e inflamacdes da boca e
garganta, em lavagens locais de Ulceras e leucorreia, inflamagdes gastrointestinais e

urogenitais.

Figura 3: Frutos de E stipitata com casca esverdeada e amarelada
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2.4 OLEOS ESSENCIAIS

Oleos essenciais, também conhecido como o6leos volatéis, 6leos etéreos ou
esséncias sdo uma mistura de substancias quimicas, com caracteristicas oleosas,
gue apresenta aroma forte, e que podem ser extraidos de plantas por processo de
destilacao, hidrodestilacéo, destilacao por arrastamento de vapor, destilacdo seco ou
por processo mecanico, sem envolvimento de calor, designado expressdo, nesse
altimo caso utilizado geralmente para pericarpos de frutos (SOUSA et al., 2015;
NIETO, 2017).

Uma grande variedade de substancias pode ser identificadas nos o6leos
essenciais como hidrocarbonetos terpénicos, alcodis simples e terpénicos,
aldeidos, cetonas, fenois, ésteres, Oxidos, peroxidos, furanos, acidos organicos,
lactonas, cumarinas, entre outros. Alguns apresentam em maior quantidade e sao
denominados compostos ou componentes majoritarios, e aqueles que se
apresentam em menor quantidade s&o conhecidos como compostos ou
componentes tracos (CHOUHAN; SHARMA; GULERIA, 2017).

Sendo produtos de estruturas secretoras, como o0s pelos glandulares, as
células parenquimaticas, canais oleiferos ou bolsas especializadas. Essas estruturas
podem estar localizadas em regides especificas ou em toda a planta. Dessa forma
podemos extrair 6leos essenciais de diversas partes das plantas, como folhas,
caules, raizes, flores e frutos. Podendo também os Oleos extraidos de diferentes
tecidos vegetais de uma mesma planta apresentar composicdo quimica,
caracteristicas fisico-quimicas e odores totalmente distintos entres eles. Alguns
fatores também podem influenciar na quantidade e qualidade, entre eles podem ser
citados: variabilidade genética, idade das folhas, condicbes ambientais, o processo
de extracao e de andlise do 6leo (SOUSA et al., 2015).

Os Oleos essenciais apresentam grande uso tanto para a industria de
cosmeéticos, quanto na industria alimenticia e na industria farmacéutica. Uma grande
diversidade de espécies vegetais sdo produtoras e séo varias as atividades
bioldgicas associadas aos 6leos essenciais. Devido a esse potencial o uso de éleo
essencial esta se propagando como uma alternativa aos produtos de origem
sintética (CHOUHAN; SHARMA; GULERIA, 2017).
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2.5 PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamacéo é uma resposta do organismo a um dano tecidual. Esse dano pode
ser ocasionado por agentes fisicos, quimicos ou biologicos, que promovem uma
série de mudancas anatbmicas e fisiologicas (COSTA et al, 2012). As
caracteristicas clinicas da inflamacéo foram descritas pela primeira vez em papiros
egipcios datados em 3.000 a.C., entretanto Aulus Cornelius Celsus (25 a.C-50 d.C.)
descreveu que a inflamacdo apresentava sinais caracteristicos, que sdo 0s
chamados sinais cardeais, que séo: rubor, edema, calor e dor. Ja no final do século
XIX Rudolf Virchow mostrou que esses sinais juntos podem levar a perda da funcéo.
E em 1793 John Hunter afirmou que a inflamag¢do ndo era uma doenca, mas sim
uma resposta inespecifica que tinha a funcao de conservar ou recuperar o estado de
saude do hospedeiro (ROCHA E SILVA, 1978; PIKOULIS et al., 2004; KULINSKY,
2007).

A inflamacé&o tem inicio quando o organismo sofre a acdo de um agente que
causa agressao. Diante dessa agressao os tecidos produzirdo uma resposta local,
inespecifica e de forma rapida que consistira na alteracdo da microcirculacdo e
saida de células sanguineas e componentes do plasma para o intersticio. Sendo
essas reacdes vasculares e celulares estimuladas por véarias células ou derivados de
proteinas plasmaticas que sédo ativadas em resposta ao estimulo inflamatério. A
resposta local é responsavel pelo reconhecimento da agressao, desenvolvimento e
execucdo da resposta, além de sinalizar ao organismo da agressdo para uma
resposta sistémica, que visa auxiliar a resposta local a diminuir os efeitos danosos,
como também levar o organismo a adaptacdo de uma nova situacdo (RANG et al.,
2011; COSTA et al., 2012).

Véarias células estdo envolvidas no processo inflamatério, tais como:
mastocitos, plaquetas, neutréfilos e mondcitos/macrofagos. Sendo também liberados
diversos mediadores quimicos, que S&0 0s responsaveis pela homeostasia do
organismo e que participam diretamente do processo inflamatério. Esses
mediadores inflamatérios podem ser de origem tecidual como as aminas vasoativas,
o fator de ativacdo plaquetaria (PAF), eicosanoides, citocinas, radicais livres, oxido
nitrico, prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos ou de origem plasmatico como
o sistema de coagulacéo, sistema complemento e as cininas. A acdo das células e

dos mediadores visam reparar os danos causados pelos agentes agressores e estao
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relacionadas a formacdo do edema e ao surgimento da dor (RANG et al., 2011,
COSTA et al., 2012).

A resposta inflamatéria pode ser dividida em aguda e crbnica. Essa
classificacdo baseia-se no tempo que a inflamagédo se mantém e nas caracteristicas
observadas nesse periodo. Na inflamacdo aguda a resposta ocorre imediatamente
ao dano, apresentando uma duracdo moderada, e os sinais inflamatorios estédo
presentes: eritema, edema e dor, com presenca de neutréfilos e macrofagos. Ja na
inflamacéo crénica ha a persisténcia do agente agressor, exposi¢cao prolongada do
agente toxico ou aparecimento de fatores autoimunes, apresentando duracdo
prolongada e os sinais tipicos da inflamacéo podem estar mascarados (RANG et al.,
2011; SILVA et al., 2014).

O reconhecimento dos agentes agressores se da pela capacidade de
receptores presentes em células sanguineas, células endoteliais e células epiteliais
em reconhecer substancias produzidas ou estimuladas por esses agentes. Essas
substancias podem ser de dois tipos: PAMPs (Pathogen Associated Molecular
Pattern/Padrdes Moleculares Associados a Patégenos, em traducdo) que sao
produzidas por agentes patogénicos biologicos; e DAMPs (Damage Associated
Molecular Patterns/Padrdes Moleculares Associados ao Dano, em traducdo), que
também s&o conhecidos como alarminas e sdo produzidos em uma resposta
inflamatoéria ndo infecciosa. Essas substancias induzem a sintese e liberacdo de
mediadores pro e anti-inflamatérios que desencadeard os demais acontecimentos
inflamatorios (BIANCHI, 2006).

Apds o reconhecimento dos agentes agressores ocorre uma seérie de
alteracdes vasculares e exsudativas. Por acdo de alguns mediadores inflamatdrios
como as prostaglandinas, leucotrienos, histamina e taquicininas, ocorrem alteracdes
resultando na vasodilatacdo, que também alterara o fluxo sanguineo na regido da
agressao, tornando o tecido da regido mais avermelhado (rubor) devido a presenca
de hemacias e a alta oxigenagcdo sanguinea. Esse processo vascular € denominado
hiperemia, que pode ocorrer em duas etapas, sendo a primeira com uma
vermelhiddo mais clara chamada de hiperemia ativa, estd podendo avancar
progressivamente tornando a regido mais escura na chamada hiperemia passiva
(SILVA et al., 2014; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015)

Com a vasodilatagdo aumentard a permeabilidade vascular e ocorrera a

exsudacdo de componentes sanguineos, como o plasma e células sanguineas. A
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exsudacao plasmatica pode ser pobre ou rica em proteinas, e ocorre na fase de
hiperemia ativa e se mantem durante o processo inflamatério. Esse exsudato
possibilita a saida de anticorpos e do complemento, que apresentam atuacado na
inibicdo e opsonizagdo de microrganismos, como também possibilitam a agéo de
proteinas com acdo removedora de radicais livres. Nas agressées menos intensas a
histamina € quem influenciara no exsudato, ja nas agressfes mais intensas o
exsudato € provocado apos a lesdo direta do endotélio. Essa exsudacdo aumenta a
pressao no intersticio, favorecendo dessa forma a retencdo de liquido fora dos
vasos, 0 que contribui para a formacédo do edema inflamatério. E os vasos linfaticos
responsaveis pela drenagem desse liqguido acabam perdendo a eficiéncia por
estarem comprimidos ou deformados pelo edema, agravando ainda mais o tumor e
aumentando a dor (RANG et al., 2011; SAEED et al., 2012; SILVA et al., 2014).

Ja na exsudacao celular vai ocorrer o extravasamento de leucdcitos, onde os
mesmos migrardo pelas vénulas sob a influéncias das citocinas e quimiocinas. As
citocinas influem na adesdo de leucdcitos no endotélio venular, e a quimiocinas
entram em contato com os leucécitos possibilitando a diapedese. Apés a diapedese
os leucdcitos sao alvos de moléculas sinalizadoras e migrardo para area lesionada,
onde vao aumentar a resposta inflamatoéria, produzindo mais mediadores
inflamatorios. Os leucécitos saem dos vasos por processo ativo, enquanto as
hemacias e plaquetas o fazem de modo passivo, através de danos existentes nas
paredes dos vasos (RANG et al., 2011; SAEED et al., 2012).

Em um processo inflamatério podem ser encontradas todos os tipos de
leucdcitos no exsudato inflamatério, onde alguns desempenham a atividade
fagocitaria, que apresenta alta capacidade de matar microrganismos. Porém, essas
células também sdo capazes de causar danos ao organismo, tendo em vista que
durante a fagocitose elas liberam hidrolases acidas, que lesam fibras colagenas e
glicosaminoglicanos presentes na matriz extracelular, como também podem gerar
radicais livres durante a cadeia respiratoria e podem lesar células vizinhas (RANG et
al., 2011; SAEED et al., 2012; SILVA et al., 2014).

Os radicais livres que sao produzidos nos processos de Oxirredugcéo s&o
moléculas que na sua extremidade vao apresentar um elétron ndo emparelhado, o
gue vai tornar essa molécula capaz de interagir com qualquer outro tipo de molécula,
como os acidos nucléicos, lipidios e proteinas. Além dos radicais livres, também

podem ser gerados as espécies reativas derivadas do oxigénio (ERDO) e espécies
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reativas de nitrogénio (RNS, reactive nitrogen species). Esses radicais, ERDO e
RNS podem iniciar reacdes em cadeias, ampliando a capacidade de danificar
células e tecidos, podendo gerar diversos problemas ao organismo, e alterar o
processo de transformacdo e morte celular, gerando doencas cronicas, como:
doencas autoimunes, doencas cardiovasculares, doencas neurodegenerativas e
tumores (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995; RE et al., 1999;
LUSHCHAK, 2014; PISOSCHI; POP, 2015).

Em condi¢cdes normais se tem o equilibrio entre geracdo e inativagdo dos
radicais livres, impedindo o surgimento de lesdes. Entretanto, quando esse equilibrio
€ guebrado se inicia 0 estresse oxidativo, que é altamente lesivo para as células e
tecidos. Mecanismos antioxidantes que sé&o definidos como compostos que
presentes e comparadas as do substrato oxidavel, regeneram o substrato ou
previnem significativamente a oxidacdo do mesmo. Muitas substancias sao
conhecidas pelo alto potencial antioxidante, dentre elas destacam-se o0s
antioxidantes naturais, que estdo presentes em plantas medicinais e podem
controlar e eliminar os radicais livres gerados nas células, possibilitando um efeito
protetor as células e tecidos. Assim, a constante busca de agentes antioxidantes
obtidos de plantas se torna importante (SINDHI et al., 2013; PISOSCHI; OROIAN;
ESCRICHE, 2015; POP, 2015).

Como citado anteriormente, agentes biologicos também sdo capazes de
causar lesbes no organismo. Essas lesdes podem ser causadas tanto por origem
direta da proliferacdo do agente em células causando a morte celular, chamado de
efeito citopatico. Como pela producéo e liberacdo de substancias tdéxicas, chamadas
de toxinas, que podem ser endotoxinas e exotoxinas (CAVAILLON, 2018).

As exotoxinas sdo produzidas por bactérias gram-negativas e sdo liberadas
durante a fase exponencial, apresentando alto efeito citopatico. Ja as endotoxinas
séo liberadas apods desintegracdo da bactéria. A atividade da toxina vai depender da
ligagdo com a superficie da célula, e a capacidade da célula de endocitar essa
toxina, apos esse contato a toxina vai agir destruido a célula do hospedeiro. Além de
destruir as células por meio das toxinas, as bactérias induzem reacgéo inflamatoria,
gue acarretara em lesdes aos tecidos (CAVAILLON, 2018; POPOFF, 2018).

A capacidade das bactérias causarem lesdes € denominada patogenicidade
ou viruléncia, essa capacidade facilita no poder invasor das bactérias no organismo,

como também inibem respostas imunolégicas e lhes conferem resisténcia a
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fagocitose. Se a resposta de combate ndo ocorre de forma eficiente, a bactéria se
multiplica causando mais lesdes ao organismo, levando ao surgimento de doencas
infecciosas, podendo entrar na circulacdo sanguinea, causando bacteriemia,
levando o organismo a gerar uma resposta sistémica (CAVAILLON, 2018; POPOFF,
2018).

Entre as caracteristicas de uma manifestacdo sistémica, principalmente
quando o agente agressor € um agente infeccioso, é possivel observar a preenca de
febre. Essa resposta do organismo visa defender contra o ataque de infecgdes, pois
inibem o crescimento de muitos microorganismos e alavancam a acdo do sistema
complemento (SAEED et al., 2012).

Ela é causada pela desregulagcdo dos centros termorreguladores no
hipotalamo, alterando o ponto de regulacdo térmica do corpo. Caracteriza-se por
sensacdes de tremores, frio, hipertermia e até taquicardia. A febre é desencadeada
em resposta a substancias pirégenas, que podem ser enddégenos ou exdgenos.
Sendo os endbégenos mais importantes a IL-1, TNFa, IL-2, IL-6 e IFNy, e 0 exdgenos
mais comuns sao os lipopolissacarideos e o0s proteoglicanos encontrados nas
bactérias, mannan e glucan encontrados nos fungos e RNA de fita dupla de virus
(SAEED et al., 2012; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Os mecanismos da febre dependem diretamente da producédo de PGE-z, que é
a responsavel pela desregulagcdo da sensibilidade térmica dos neurbnios
termorreguladores, sendo as ciclooxigenases (COX) as enzimas responsaveis pela
sintese de PG (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

A resposta inflamatéria sistémica apresenta 0s mesmos componentes da
inflamacé&o local, entretanto apresentam em regides distintas do corpo, podendo
colocar em risco a vida do paciente, pois causa fendmenos alterativos em diversos
orgaos e o conduzem a modificacbes que evoluem progressivamente levando a
insuficiéncia funcional e posteriormente se agravando até se tornar um processo
irreversivel. Essa extensdo da inflamacao pode ocasionada tanto pela disseminacao
do patdgeno ou agente causador, como das moléculas pro-inflamatérias produzidas
durante todo o processo inflamatério (RANG et al., 2011; PATEL et al., 2014).

No entanto é necessario que haja controle para que ndo tenha agressao
excessiva aos tecidos e nem ampliacdo das lesdes. Para isso, € necessario a
producdo de mediadores inflamatérios com potencial anti-inflamatério, como a

Adenosina, ADP e anexina 1. Alguns deles sao produzidos e liberados por
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moléculas que produzem mediadores pro-inflamatérios. Os mediadores anti-
inflamatorios precisam ser produzidos e liberados em momentos oportunos para que
desempenhem sua devida funcdo, seja ela defesa ou reparo, possibilitando a
sequéncia dos fendmenos de controle da inflamag¢do no momento correto (SAEED et
al., 2012; SILVA et al., 2014).

Vérios fatores influenciam no inicio e na progressédo do processo inflamatério,
como o agente causador e a intensidade que ele ataca o organismo, o estado do
organismo e o0 estado do sistema imunolégico no momento da agressdo, como
também o equilibrio entre os mediadores pré e anti-inflamatdrios. Para se combater
um processo inflamatério € necessario eliminar o agente agressor, conseguinte
possibilitando um processo de resolugcdo e reparagcdo do tecido lesado
(DEBENEDICTIS et al., 2001; LAWRENCE; GILROY, 2007).

Como grande numero de doencas sdo de natureza inflamatoria, os anti-
inflamatorios sdo a classe de medicamentos empregadas no tratamento desse
processo. Atualmente ha duas categorias de anti-inflamatorios: os esteréides que
agem estabilizando membranas, diminuindo a fagocitose e exocitose, reduzindo a
permeabilidade vascular e bloqueando a expressdo de moléculas de adesédo; e 0s
nao esterdides que agem na sintese de prostaglandinas e leucotrienos, diminuindo a
dor e o edema (NIELSEN, 2006; SAEED et al., 2012; SILVA et al., 2014).

Apesar de muitas doencas inflamatorias ja serem bastante estudadas e terem
sua etiologia e fisiopatologia descritas, os métodos de tratamentos muitas vezes
causam uma série de efeitos colaterais. Portanto surge a necessidade da busca de
novos farmacos com potencial anti-inflamatério (RAUH et al., 2011). Nesse contexto,
a pesquisa com plantas que apresentam potencial medicinal, principalmente aquelas
ja conhecidas popularmente, como E. stipitata, representam uma estratégia
relevante no ambito da busca por novos farmacos a serem utilizados no tratamento
de inflamagbes, como também sejam capazes de combater bactérias e radicais
livres que apresentam capacidade de induzir inflamacéo, além de apresentar maior
eficacia e menos efeitos colaterais ao organismo, quando comparados aos

medicamentos comercializados.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAL VEGETAL E EXTRACAO DE OLEO ESSENCIAL

Folhas de E. stipitata foram coletados no municipio de Exu, Pernambuco,
Brasil, em uma regido de Caatinga, no periodo de seca do ano de 2017. A
identificacdo botanica foi feita pelo Dr. Alexandre Gomes da Silva e um espécime de
voucher (IPA 96789) foi depositado no Herbario Dardano de Andrade Lima do
Instituto Agrondémico de Pernambuco (IPA/PE). As folhas coletadas foram lavadas
em agua destilada, secas em temperatura ambiente e em seguida foram moidas
para um po fino em um triturador industrial obtendo massa final de 900g. O material
vegetal processado foi hidrodestilado por 4h em um aparelho de tipo Clevenger para
obter o o6leo essencial que foi denominado de ESEO (Eugenia stipitata essencial
0leo) e foi armazenado em um frasco de vidro &mbar hermeticamente fechado a -5

°C até ser necessario para 0s ensaios.

3.2 ANALISE DE CROMATOGRAFIA GASOSA/ESPECTROMETRIA DE MASSA
(GCIMS)

As andlises de cromatografia gasosa (GC) foram realizadas para determinar
as proporcoes relativas dos componentes dos 06leos. As andlises de GC foram
realizadas em um Thermo TraceGC Ultra equipado com um detector de ioniza¢éo de
chama (FID) e uma coluna capilar de silica fundida VB-5 (ValcoBond 30 m x 0,25
mm Id: espessura do filme: 0,25 mm). O nitrogénio foi empregado como gas
transportador a uma taxa de fluxo de 1 L/min e pressdo de entrada de 30 psi. A
guantidade relativa de cada componente foi estimada a partir da area de pico
correspondente e expressa como uma porcentagem da area total do cromatograma.
As analises foram realizadas em triplicata.

A identificacdo dos compostos presentes no ESEO foi realizada por GC
associada a espectrometria de massa (GC-MS). Essas andlises foram realizadas
usando um instrumento quadripolar Agilent série 5975C GC / MSD, equipado com
uma coluna capilar de silica fundida DB-5 nao polida Agilent J; W (filme de 30 m x
0,25 mm: espessura: 0,25 um). Para cada amostra, injetou-se 1 yL no modo dividido
(50: 1). Hélio foi utilizado como um gas transportador a um fluxo de 1 mL/ min,

mantido a uma pressao constante de 7.0 psi. temperaturas quadripolares foram
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definidas para 230 °C e 150 °C, respectivamente. Os espectros de massa foram
realizados a 70 eV (no modo EI) com uma velocidade de varredura de 1.0
varreduras de m/z 35-350. A identificacdo dos componentes individuais foi realizada
em comparacdo com os valores de indices de retencdo previamente reportados,
obtidos por co-injecdo de amostras de ESEO e um conjunto de hidrocarbonetos
lineares C9-C30 e calculados de acordo com a equacao de V den Dool e Kratz
(1963). Posteriormente, os dados de MS adquiridos para cada componente foram
combinados com os dados disponiveis na biblioteca espectral de massa do sistema
GC-MS (MassFinder 4, consultoria cientifica Dr. Hochmuth, Hamburgo, Alemanha);
Biblioteca Espectral de Massa NIST08 (ChemSW Inc. Fairfield, CA, EUA); Wiley
Registry™ da Relagdo Espectral de Massa 92 Edicdo (Wiley, Hoboken, NJ, EUA) e
com outros dados espectrais de massa publicados (Adams, 2009). As analises

foram realizadas em triplicata.

3.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para a avaliagdo das atividades antioxidantes foram utilizados dois diferentes
métodos: Capacidade Antioxidante Total (CAT) pelo método de formacdo do
complexo fosfomolibdénio, que permite avaliar a capacidade antioxidante tanto de
componentes lipofilicos quanto hidrofilicos e a avaliacdo da atividade antioxidante
pela reducdo do radical DPPH, que quantifica a capacidade de reduzirem radicais

livres.

3.3.1. Formacao do Complexo Fosfomolibdénio — O ESEO e a solu¢éo padrao de
acido ascorbico, foram preparadas na concentracdo de 5 mg/mL em metanol. Foi
misturado 0,1 mL de cada amostra a 1 mL da solucdo de fosfomolibdénio (fosfato de
soédio dibasico 0,1 M (28 mL), com uma solucdo de molibdato de amdnio
tetraidratado 0,03 M (12 mL), &cido sulfarico 3 M (20 mL) e agua para completar o
volume para 100 mL) e posteriormente incubados em agua a 95 °C por 90 minutos.
Apoés voltarem a temperatura ambiente, as absorbancias das amostras foram
medidas a 695 nm contra um branco (1 mL de solu¢cdo e 0,1 mL do metanol)
(PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999). A capacidade antioxidante das amostras foi
expressa em atividade antioxidante relativa, em relagdo ao acido ascorbico,

calculada pela féormula abaixo:
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CAT (%) = 2222 x 100

(Aaa—Ac)

Onde: Ac = Absorbéancia do controle, Aa = Absorbancia da amostra e Aaa =

Absorbancia do acido ascoérbico.

3.3.2. Reducédo do Radical DPPH (2,2- difenil-1-picrilhidrazila) - A solugéo de
DPPH na concentracéo de 0,03 mM foi preparada minutos antes de sua utilizac&o.
Foram preparadas solucfes metandlicas de ESEO em concentracdes variando de
78,125 pg/mL a 5.000 pg/mL, a fim de fornecer faixa de melhor atividade. Os
ensaios foram realizados em microplacas com fundo redondo de 96 pogcos em
formato de ‘U’, onde foram adicionados 71 yL da amostra e 29uL da solucédo de
DPPH. 0,3mM. Apds trinta minutos de incubacao no escuro foram feitas as leituras
em espectrofotbmetro a 517 nm, correspondente a absor¢cdo maxima do radical em
estudo em espectrofotometria. Como padréo foi utilizado o &cido ascorbico; o branco
especifico da amostra foi determinado usando 71uL da amostra e 29uL de metanol e
o controle negativo 71uL de metanol e 29uL de DPPH. Todos os ensaios foram
realizados em triplicata (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). A
eliminac&o de radicais de DPPH foi calculada pela formula:

Eff]‘?‘lf]‘lﬂ;ﬁﬂ [DPPH] (WI}) — Abs controle—Abs amostra + 100

Abs controle

Onde: Abs = Absorbancia

3.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana foi determinada utilizando o ensaio de
microdiluicdo de caldo contra as cepas de Acinetobacter baumannii (ATCC - 19606),
Escherichia coli (ATCC - 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC - 700603) e
Staphylococcus aureus (ATCC - 29213), obtidas do Laboratorio de Biologia Celular e
Molecular - Fiocruz/PE. A solugédo do ESEO foi obtida de acordo com o seguinte
procedimento: 400 mg de ESEO foram misturados com 40 uL de Tween 80 e 5 mL
de agua estéril (g.s.p.) num tubo estéril e agitados usando um vértice (Fanem). Apos
5 min, foram obtidas solu¢gdes com uma concentragdo final de 80 mg/mL de 6leo

essencial de E. stipitata.

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada pelo método de
microdiluicdo (CLSI, 2012). Diluicdes em série do 6leo (40-0,156 mg/ml) foram
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preparadas em caldo de Mueller-Hinton e 10 pL de suspensdo bacteriana
(aproximadamente 1,5x108 UFC/mL) foram adicionados. As amostras foram
incubadas durante 24h a 37° C. A solugéo de resazurina (0,01%) foi utilizada como
indicador por visualizagcdo de mudanca de cor: qualquer cor mudanga de roxo para
rosa foram registradas como crescimento bacteriano. A concentracdo mais baixa na
qual nenhuma alteracdo de cor ocorreu foi tomada como CIM. Posteriormente, as
culturas foram semeadas em Agar Mueller-Hinton e incubadas durante 24h a 37° C
para determinar a concentragdo bactericida minima (CBM), que corresponde a

concentracdo minima da amostra que eliminou totalmente o crescimento bacteriano.
3.5 ESTUDOS In Vivo

Todos o0s procedimentos experimentais estdo de acordo com as leis
brasileiras para experimentacdo com animais e foram submetidos a Comissdo de
Etica no Uso Animal da Universidade Federal de Pernambuco e receberam parecer
favoravel de acordo com o protocolo n°. 23076.011325/2018-77. Foram utilizados
Camundongos Swiss machos pesando entre 30 e 35g e com idade entre 10 e 12
semanas, obtidos do Biotério do Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA)
foram mantidos sob condi¢cBes padrédo (por exemplo, ciclo claro/escuro de 12 horas,
22 £ 0,1 ° C e umidade de 50-55%) com espécies apropriadamente alimentadas e
com &gua fornecida ad libitum. Os animais foram aclimatados e submetidos a jejum
de 6-8 h e 4gua 30 min antes dos experimentos. A eutanasia foi realizada com a
administracdo subcutanea de 90 mg/kg de Cloridrato de Cetamina e Cloridrato de

Xilazina.
3.6 ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

A avaliacdo da atividade antinociceptiva foi determinada usando o modelo
agudo de nocicepc¢do: dor induzida por acido acético. Os camundongos foram
divididos em cinco grupos com seis animais cada. A nocicepcao foi induzida por
acido acético via intraperitoneal (i.p.) em um volume de 0,1 mL/10 g. Os animais
foram tratados com ESEO (40, 100 e 250 mg/kg), veiculo (salina 0,9%) ou
Indometacina (20 mg/kg) administrados por via oral (v.0.) 1 hora antes do agente
nociceptivo. Apoés a inje¢do do acido acético o numero de contor¢des abdominais foi

registrado entre 5 —15 minutos apos administracdo (QUEIROZ et al., 2010).
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3.7 ATIVIDADE ANTIPIRETICA

A atividade antipirética foi determinada usando o modelo febre induzida por
Saccharomyces cerevisae. 30 camundongos foram selecionados. Apds a
identificacdo da temperatura retal, os animais foram tratados com levedo de cerveja
(Saccharomyces cerevisae, 15% em salina). Apés 18 horas, os animais com
temperatura acima de 38° C foram selecionados e distribuidos aleatoriamente em 5
grupos sendo entdo tratados com veiculo (salina 0,9%), Dipirona (100 mg/kg) ou
ESEO (40, 100 e 250 mg/kg) administrados por via oral (v.0.). Apés 30 minutos da
administracdo dos compostos, a temperatura foi avaliada a cada 1 hora, durante 4
horas (WINTER et al., 1962).

3.8 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

A atividade anti-inflamatoria foi determinada usando o modelo edema de pata
induzido por Carragenina. Camundongos foram divididos em cinco grupos de seis
animais cada. Edema de pata foi induzido por carragenina 2%, injetada em um
volume de 15 pL/animal na regido subplantar da pata direita do camundongo e 15
pL/animal de salina 0.9% na pata esquerda (WINTER et al., 1962). Os animais foram
pré-tratados com diferentes produtos: ESEO (40, 100 e 250 mg/kg), veiculo (solucao
salina 0,9%) ou indometacina (20 mg/kg) administrados por via oral (v.0.) 1 h antes
das injecdes subplantares. O volume da pata foi mensurado por paquimetro, em 1,
2, 3, 4 e 24h apdbs, como descrito por Huang et al. (2012). A inibicdo do edema foi

calculada por (pata direita — pata esquerda).

3.9 POTENCIAL HEMOLITICO

O teste foi realizado em placas de 96 poc¢os usando uma suspenséo a 2% de
eritrocitos de camundongos em solugéo de 0,85% NaCl contendo 10 mM CacClz, de
acordo com método descrito por Jimenez et al. (2003), em triplicata. ESEO foi
testado em concentracées (2 — 0,062 mg/mL). ApOs incubacdo a temperatura
ambiente por 30 minutos e centrifugacdo, o sobrenadante foi removido e a
hemoglobina liberada foi mensurada por leitor de espectrofotdbmetro na absorbancia
de 540 nm.
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3.10 TOXICIDADE AGUDA

Foram utilizados 12 animais separados em 6 grupos. 3 animais receberam 10
mg/kg de ESEO, outros 3 animais receberam 100 mg/kg ESEO, outro grupo de 3
animais recebeu 1000 mg/kg, os demais animais foram divididos individualmente
para receber 1600 mg/kg, 2900 mg/kg e 5000 mg/kg. Os animais receberam o éleo
essencial por via oral (v.0.) e foram armazenados em biotério durante 24h. Os
animais foram observados durante 24 horas quanto a sinais de toxicidade, a

mortalidade e o comportamento geral (LORKE, 1983). A DL50 foi calculada:
DL50 = V(D0 x D100)

DO0= maxima néo letal (sem morte)

D100= dose letal menor (onde ocorreu a morte)
3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram expressos em média + desvio padrdo e analisados
em software GraphPad Prism, USA. Dados foram analisados por ANOVA
unidirecional ou bidirecional seguido por Teste de Tuckey ou Bonferroni de acordo

com a necessidade da amostra.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE Eugenia stipitata (ESEO)

O Oleo apresentou um rendimento de 6,65 g (0,73% m/m). Os componentes
do ESEO com seus indices de retencdo (IR) das folhas de E. stipitata estdo
listados na Tabela 1. As analises por GC-MS revelaram que o Oleo essencial
possuia um perfil quimico complexo, foram encontrados um total de 49
compostos, o que representou 97,04% da composi¢cdo do ESEO. A composic¢éao foi
dominada por Guaiol (13,77%), Trans-Caryophyllene (11,36%), B-Eudesmol
(8,13%) e y-Eudesmol (6,55%).

Tabela 1: Composicdo quimica do Oleo esséncia de Eugenia stipitata

Composto IR2 |IRP 9%de Composto IR? IR® % de
area area
a-Thujene 924 924 0,28 y-Muurolene 1477 1478 0,45
a-Pinene 930 932 1,76 D-Germacrene 1482 1480 2,28
Sabinene 970 969 0,82 B-Selinene 1487 1489 0,84
B-Pinene 973 974 2,39 0-Selinene 1492 1492 0,84
B-Myrcene 988 990 0,29 Bicyclogermacrene 1497 1500 3,97
a-Terpinene 1014 1014 0,28 o-Amorphene 1508 1511 0,33
Cymene 1020 1022 1,43 y-Cadinene/ 1515 1514 0,26
Limonene 1024 1026 1.68 o-Cadinene 1524 1522 0,3
Eucalyptol 1026 1028 1.45 a-Calacorene 1544 1544 0,43
y-Terpinene 1054 1057 0.47 Elemol 1550 1548 4,39
a-Terpinolene 1086 1087 0.13 B-Germacrene 1558 1559 0,46
L-Pinocarveol 1137 1135 0.17 Palustrol 1569 1567 0,23
Terpinen-4-ol 1176 1174 4,06 Spathulenol 1579 1577 3,87
a-Terpineol 1189 1186 0,38 Caryophyllene oxide 1585 1583 3,81
Myrtenol 1195 1194 0,17 Guaiol 1600 1600 13,77
A-Elemene 1337 1335 0,8 5-epi-7-epi-a-Eudesmol 1607 1607 0,41
a-Copaene 1376 1374 0,71 10-epi-y-Eudesmol 1621 1622 5,97
-Bourbonene 1385 1387 0,65 y-Eudesmol 1634 1630 6,55
B-Elemene 1392 1390 0,91 Bicyclo[7.2.0]lundecane 1638 1639 0,12
Trans-Caryophyllene 1421 1417 11,36 [(-Eudesmol 1653 1649 8,13
y-Elemene 1434 1434 0,24 a-Eudesmol 1656 1652 5,97
Aromadendrene 1439 1439 0,35 Bulnesol 1669 1670 3,05

Guaia-6,9-diene 1444 1442 0,52 Cadalene 1677 1675 0,18
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a-Humulene 1454 1452 1,66 Eudesma-4(15),7-dien-1p3-ol 1688 1687 0,12

Aromadendrene 1462 1458 1,25 Total % 97,04%

Determinada por Cromatografia Gasossa associada a Detector de lonizacdo de Chamas (GC-FID) e
Cromatografia Gasosa associada a Espectrometria de massa (GC-MS). IR3= Indice de retencgéo
determinado; IRP= Indice de retencéo literatura especializada; % de area= area do composto em
relagéo ao ESEO

O oOleo essencial de E. stipitata mostra semelhanca na composicao
qualitativa com outros 6leos de espécies da mesma familia como também com
espécies do mesmo género. Em um estudo feito por Medeiros et al. (2003)
utilizando folhas de E. stipitata coletadas em Acores — Portugal, é possivel observar
que h& uma compatibilidade entre alguns compostos, mas ndo entre oS compostos
majoritarios. Os compostos majoritarios obtidos por Medeiros foram: B-Cariofileno
(22,7%), oxido de Cariofileno (15,4%), a-Pinene (14,1%), Myrcene (2,9%) e
Limonene (2,7%).

Estudos anteriores relataram a ocorréncia de Guaiol nos Oleos essenciais
de Eugenia uniflora (OGUNWANDE et al, 2005), E. brasiliensis, E.
beaurepaireana, E. umbeliflora (MAGINA et al., 2009), E. brejoensis (SILVA et al.,
2015), E. acutata e E. candolleana (NAKAMURA et al., 2010). Ja o trans-cariofileno
teve uma ocorréncia notavel nos 6leos essenciais de E. brejoensis (SOUZA et al.,
2017), E. caryophyllata (POLITEO; JUKIC; MILOS, 2010) e E. punicifolia (SALES et
al., 2014). E. copacabanensis, E. candolleana e E. acutata (NAKAMURA et al.,
2010).

A ocorréncia de B-Eudesmol ndo é relatada em espécies do género Eugenia,
entretanto o B-Eudesmol é encontrado em Eucalyptus citriodora (KOUNDAL et al.,
2015), Blepharocalyx salicifolius (HERNANDEZ et al., 2018) e Neomitranthes
obscura (VICTORIO et al., 2018), também pertencentes a familia Myrtaceae. y-
Eudesmol é descrito para E. candolleana (NAKAMURA et al., 2010).

4.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

No teste da capacidade antioxidante total a amostra demonstrou atividade
antioxidante total significativa, com eficiéncia de 69,16% em comparacdo ao padrao.
J& o efeito sequestrante do radical DPPH variou entre 21,40% na concentracdo de
78,125 pg/mL e 31,14% na concentracdo de 5.000 pg/mL, ndo havendo uma
atividade significativa quando comparado ao acido ascorbico que apresentou
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capacidade antioxidante variando de 89,91% na menor concentracao até 91,83% na
maior concentragao.

Num estudo anterior realizado por Neri-numa et al. (2013) utilizando extrato
do fruto de E. stipitata foi encontrado uma boa atividade antioxidante, onde o ICso da
atividade sequestradora de radicais DPPH foi de 0,69 £ 0,23 ug/mL. Por outro lado,
Garzoén et al. (2012) utilizando frutos obtidos da Amazoénia onde foram utilizados a
polpa e a casca liofilizadas apresentaram baixos valores, ndo demonstrando
atividade para eliminagéo dos radicais DPPH.

Estudos com Oleos essenciais de espécies de Eugenia atestaram sua
atividade antioxidante por meio da reducdo do DPPH, tais como: E.
egensis (79,6%), E. flavescens (45,1%), E. patrisii (40,9%) e E.
polystachya (11,5%) em comparacao ao Trolox (SILVA et al., 2017).

Este fato mostra os diferentes comportamentos do OE na reducédo de radicais
livres e na inibicdo da oxidac&o, sugerindo que os componentes do 6leo essencial
sd0 0s responsaveis pela atividade revelada no teste de DPPH e Fofomolibdénio
(SILVA et al., 2017).

4.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A Tabela 2 apresenta os resultados da atividade antimicrobiana do ESEO
obtidos no teste de microdiluicdo em caldo frente aos microrganismos testados.
Os resultados obtidos neste estudo indicaram que o ESEO apresentou uma boa
atividade in vitro frente bactérias gram-positivas e gram-negativas. Apresentando
melhor atividade frente S. aureus com CIM de 0,156 mg/ml e CBM de 0,625
mg/ml. J4 para A. baumannii e E. coli a CIM e a CBM foram determinadas em 20
mg/ml.

Tabela 2: Atividade antimicrobiana do Oleo essencial de Eugenia stipitata

(mg/mL)
Microrganismos CIM CBM
Staphylococcus aureus ATCC 29213 0,156 0,625
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 20 20
Escherichia coli ATCC 25922 20 20

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 40 40
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CIM= Concentracao inibitoria minima; CMB= Concentracdo minima bactericida.

A atividade antimicrobiana pode estar relacionada a um dos compostos
majoritarios do ESEO, o Guaiol, que possui atividade antimicrobiana comprovada
frente S. aureus e K. pneumoniae, como também pra outros microrganismos de
importancia médica (MOURA et al., 2002). Contudo, diversas espécies de Eugenia
com a presenca dos compostos majoritarios apresentados nesse estudo,
demostraram potencial antimicrobiano, como E. uniflora (OGUNWANDE et al.,
2005), E. brasiliensis, E. beaurepaireana, E. umbeliflora (MAGINA et al., 2009) e E.
caryophyllata (POLITEO; JUKIC; MILOS, 2010).

A atividade antimicrobiana ndo deve ser atribuida apenas a um composto,
tendo em vista que o sinergismo entre os compostos presentes no 6leo essencial
influencia aumentando ou diminuindo o potencial antimicrobianao do 6leo, como
citado por Hoet et al. (2006) e Bakkali et al. (2008). Ja em relacdo ao mecanismo de
acdo dos dleos essenciais, eles possuem a capacidade de causar danos na
estrutura fisica das bactérias devido ao seu efeito contra a membrana plasmatica
modificando a sua permeabilidade (SILVA et al., 2009). Essa capacidade
apresentada pelos Oleos essenciais em inibir o crescimento bacteriano permite que

0S mesmos possam ser utilizados como antimicrobianos naturais.

4.4 ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

O modelo de contor¢cdo abdominal € um modelo quimico de triagem néo
seletivo para drogas analgésicas, onde sédo liberados mediadores inflamatérios como
as citocinas IL1, IL-6, TNF-a e prostaglandinas (PGE2a e PGF2a), os quais
estimulam os neurdnios nociceptivos, sendo considerado, um tipico modelo de
nocicepcao inflamatéria visceral, amplamente utilizado na avaliacdo da via periférica
de drogas analgésicas (RIBEIRO et al, 2000).

Em relacéo ao potencial analgésico a Figura 5 mostra que as concentracdes
de 6leo essencial reduziram a dor por volta de 40-60% (p<0,01). A indometacina,
controle positivo, consegue reduzir a dor em torno de 75%, porém nao houve

diferenca estatistica em relacédo ao potencial do 6leo essencial (p>0,05).
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Figura 4. Efeito do Oleo essencial de Eugenia stipitata sobre a contor¢éo

abdominal induzida por acido acético.

*p<0,001 comparado ao grupo Veiculo; **p<0,01 comparado ao grupo Veiculo, one-way ANOVA
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seguido de Teste de Tuckey.
Resultados semelhantes também foram observados em outras espécies de

Eugenia, como nos estudos com E. candolleana (GUIMARAES et al, 2009) e E.
caryophyllata (DANIEL et al, 2009), onde ambos utilizaram 6leo essencial e foram
capazes de diminuir as contorcbes abdominais dos animais.

A administracdo do ESEO diminuiu o nuimero de contor¢bes abdominais
induzidos por 4cido acético. Embora o mecanismo do ESEO no presente estudo ndo
esteja claro, alguns estudos envolvendo Trans-Caryophyllene demonstraram que ele
apresenta um alto poder antinociceptivo, pois 0 mesmo pode atuar na COX-2 e
expressdo de TNF-a e PGE2 (FERNANDES et al., 2007; MEDEIROS et al., 2007).
Outro mecanismo de acdo do Trans-Caryophyllene € que o mesmo € agonista dos
endocanabinoides tipo 2, e compostos direcionados a esse sistema sdo usados para

tratar processos dolorosos e inflamatérios (PAULA-FREIRE et al., 2014).
4.5 ATIVIDADE ANTIPIRETICA

A pirexia induzida por fungo se caracteriza como uma febre patogénica, ela é
causada pela desregulacdo dos centros termorreguladores no hipotalamo, sendo
dependente diretamente da producdo de PGE2. Sabe-se que a liberagdo de IL-13
estimula a sintese de prostaglandinas, especialmente a PGE2, sendo expressa
principalmente em respostas a agentes inflamatorios, infecciosos ou endotoxinas
(SALVEMINI et al., 1996).

Apesar das concentracdes de 6leo essencial testadas ndo terem apresentado

reducdo da febre nos primeiros 30 minutos (p>0,05) como a
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Dipirona (p<0,001), todas as doses testadas apresentaram reducdo da temperatura
a partir da primeira hora (p<0,001). A Figura 6 mostra que a temperatura dos
animais tratados com 6leo essencial ficaram abaixo de valores febris a partir de 60
minutos de sua administragcéo, independente da concentracéo.

Figura 5: Potencial Antipirético do ESEO em camundongos induzidos por

injecdo subcutanea de Saccharomyces cerevisae.
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*p<0,001 comparado ao grupo Veiculo, one-way ANOVA seguido de Teste de Tuckey.
Os antipiréticos diminuem a temperatura pois inibem a sintese de

prostaglandinas no hipotalamo. No estudo realizado por Paula-Freire et al. (2014) foi
comprovado que o Trans-caryophyllene é eficaz na reducdo dos niveis de IL-1[,
diminuindo a producdo PGE:2 Sugere-se entdo que o ESEO apresenta efeito
antipirético por possuir capacidade de influéncia na biossinte de prostaglandinas no
hipotalamo (LOPEZ-CASTEJON; BROUGH, 2011).

4.6 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Apresentando uma resposta bifasica, o modelo experimental de edema de
pata induzido por carragenina permite detectar agentes anti-inflamatorios oralmente
ativos que atuam contra mediadores da inflamacdo aguda. A primeira fase é
mediada através da libertacdo de histamina, serotonina, citocinas e cininas, ao
passo que, a segunda fase é devido a libertacdo de prostaglandina e substancias de
reaccao lenta (SALVEMINI et al., 1996; ROCHA et al., 2006).

A Figura 7 mostra a variacao entre os edemas nas patas ao longo de 24h. A
partir da primeira hora, seguindo até 24 horas ap6s administracdo, houve reducao
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do edema em todas as doses de 6leo essencial administradas (p<0,001). Nao houve
diferenca estatistica entre as doses, nem em relacdo ao controle positivo do teste.
Figura 7: Resposta das concentracdes do Oleo essencial de Eugenia stipitata
sobre o edema de pata induzido por Carragenina.
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p<0,001 comparado ao grupo Veiculo, two-way ANOVA seguido por Teste de Bonferroni.
Os resultados do presente estudo indicam que o ESEO é eficaz contra

distarbios inflamatérios agudos. Podemos sugerir que o0s efeitos anti-
edematogénicos observados pode ser atribuido ao Trans-Caryophyllene, ja& que em
estudos realizados por Fernandes et al. (2007) ele foi capaz de reduzir a geracao de
PGE2, mesmo mecanismo utilizado por diferentes anti-inflamatorios usados
clinicamente (JEON et al., 2000; CHIVERS et al.,, 2004). A expressao de COX-2
também foi inibida sobre a acdo do Trans-Caryophyllene, € de conhecimento que
drogas que modulam a expressdo e/ou ativacdo de COX-2 representam uma
promessa e abordagem prética para o0 manejo da inflamacdo (MINGHETTI, 2004).

4.7 TOXICIDADE

O EsSEO é desprovido de sinais de toxicidade quando administrados em
camundongos. No estudo de Toxicidade aguda ficou indicado que a dose letal média
(DL50) é de 3.807,88 mg/kg, valor superior a dose eficaz, indica que a dose
necessaria para produzir os efeitos terapéuticos é aceitavelmente inferior a dose
toxica.

No teste de hemolise as concentracdes testadas em eritrocitos de

camundongos in vitro as taxas de hemodlise variaram entre 1,3 — 1,27 mg/ml,
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demonstrando que o ESEO apresenta baixa toxicidade, ndo possuindo atividade
hemolitica e ndo sendo capaz de causar danos as membranas.

Brito (1994) e Vasconcelos et al. (2005) informaram a importancia de estudos
desse tipo, pois 0s mesmos sdo relevantes para o desenvolvimento de pesquisas
cientificas com materiais obtidos de plantas, pois servem para determinar o potencial

toxico da planta e determinar a continuidade do estudo.
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5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados demostrados nesse estudo, € possivel observar
gue existe diferenca entre a composicdo quimica do 6leo essencial de folhas de E.
stipitata extraido em ambientes diferentes. O ESEO apresenta capacidade
antioxidante total e sequestrante de radicais de DPPH, como também é capaz de
inibir o crescimento de diferentes bactérias patogénicas. Também é evidente nesse
estudo que o ESEO apresenta capacidade de reduzir a nocicepcao para estimulos
nociceptivos diretos, reduzindo também a temperatura de animais em estado de
febre e sendo bom anti-inflamatéria ao diminuir o edema de pata induzido por
carragenina. Além disso o ESEO apresentou baixa toxicidade, mostrando que o seu

uso €é seguro.
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