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Resumo

Eucalyptus benthamii Maiden et Cambage € uma espécie promissora para
reflorestamento na regido Sul do Brasil. Sdo escassos estudos sobre atividades
biolégicas produzidas pelo 6leo essencial dessa espécie, o qual é extraido das
folhnas. O presente trabalho buscou avaliar a atividade do Oleo essencial desse
eucalipto sobre fibroblastos 3T3. Para isto foi utilizado o ensaio de redug¢ao do MTT.
O material botéanico foi coletado na Fazenda de Transferéncia de Tecnologia da
Embrapa Florestas em Ponta Grossa, Parana. E o 6leo essencial foi extraido a partir
do processo de hidrodestilacdo. O Oleo essencial de E. benthamii diminuiu a
viabilidade dos fibroblastos 3T3 nas maiores concentragcées (100 e 30 pg/mL) e
aumentou significativamente a quantidade de fibroblastos 3T3 quando esta linhagem
celular foi tratada com as menores concentracbes do 6leo essencial (30, 10 e 3
pg/mL), indicando um incremento na proliferagao celular.

Introducéo

As civilizacBes antigas ja utilizavam plantas para tratamento de diversas doencas,
mesmo sem conhecer a existéncia de microrganismos e o funcionamento do corpo
humano. A partir de observacdes empiricas, nossos ancestrais dominaram aos poucos
0s conhecimentos sobre plantas medicinais e esses conhecimentos eram passados
entre geracdes. Hoje, o conhecimento sobre a utilizacdo de diversas espécies vegetais
com finalidade terapéutica ja estda consolidado em bases cientificas. Os estudos das
espécies vegetais e seus compostos, permitiram a descoberta de muitos metabolitos
com finalidade terapéutica, cosmética, entre outras. A caracteriza¢do quimica possibilita
a identificacédo de atividades bioldgicas, servindo de base para sintese e semi-sintese
de compostos utilizados em cosméticos e medicamentos (MONTEIRO; BRANDELLI,
2017).

Os oOleos essenciais séo utilizados desde a antiguidade devido as suas propriedades
aromaticas. Sao substancias produzidas pelo metabolismo secundario das plantas, com
funcdo de protecdo contra predadores ou microrganismos prejudiciais ao seu
crescimento, atrair polinizadores, inibir o desenvolvimento de outras plantas, controlar
temperatura e a perda de agua. Os Oleos volateis, outra denominacdo dos Oleos
essenciais, sdo utilizados na producdo de cosmeéticos, medicamentos, domissanitarios,
entre outros produtos (BUCHBAUER et al., 1993).

Dentre os milhdes de hectares de florestas plantados no Brasil, mais da metade
corresponde ao género Eucalyptus spp. Parte significativa desse plantio, € destinado as
indastrias madeireiras e de producédo de celulose (AGRONLINE, 2008). As folhas de
eucalipto sdo a matéria-prima de onde é extraido o 6leo essencial.
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Eucalyptus € um género pertencente a familia Myrtaceae, que inclui cerca de 900
espécies e subespécies (BROOKER; KLEINIG, 2006). Essas arvores sdo nativas da
Australia e a maior parte cresce naturalmente. Atualmente, esse género esta distribuido
mundialmente. A introducdo desse grupo botanico em tantos paises pelo mundo se
deve a alta resisténcia a diversidade climatica e de temperaturas, ocorrendo tanto em
areas tropicais quanto em areas de temperaturas mais frias. (COMMONWEALTH OF
AUSTRALIA, 1962).

A espécie Eucalyptus benthamii Maiden et Cambage é uma arvore originaria da
Austrdlia. E uma das espécies mais utilizadas em regides de reflorestamento no Sul do
Brasil. E resistente ao frio, suporta temperaturas de até — 6°C e possui alta capacidade
de rebrota (LIMA, 2009; HIGA, 1999). Em estudos realizados por Silva, Brito e Silva
Junio (2006) verificou-se presenga de a-pineno, principal terpeno constituinte do 6leo
essencial de E. benthamii, associado a atividade antibacteriana e inseticida.

Essa espécie foi introduzida no Brasil pela Embrapa Florestas no ano de 1988, em
Colombo, no Parana. Em plantios experimentais, a espécie tem apontado rapido
crescimento, alta resisténcia a geadas, boa forma de fuste e alta homogeneidade do
talhdo (GRACA; SHIMIZU; TAVARES, 1999). Essas caracteristicas tornam a espécie
promissora como opgdo para reflorestamento em regides nas quais ocorrem geadas
frequentes e severas, como no sul do Brasil. Em estudo realizado com representantes
de Eucalyptus, E. benthamii tem sido a espécie de crescimento mais acelerado do
género (HIGA; CARVALHO, 1990). Por todas essas razoes, essa espécie tem sido de
grande importancia para o ciclo da madeira.

Sao escassas as pesquisas com abordagens fitoquimicas e/ou medicinais a partir de
Oleos essenciais ou de extratos obtidos de E. benthamii. Silva, Brito e Silva Junior
(2006) investigaram o potencial de algumas espécies de eucalipto para obtencdo de
esséncia. Doll-Boscardin (2012) realizou analises fitoquimicas de E. benthamii, a partir
de extracBes de 6leo essencial de folhas e obteve concentracdes de 0,35 e 0,4% de
6leo essencial, onde o constituinte majoritario foi a-pineno. O presente trabalho buscou
avaliar a atividade do 6leo essencial desse eucalipto sobre fibroblastos 3T3.

Material e Métodos

Coleta do material botanico

A coleta do material botanico foi realizada na Fazenda de Transferéncia de
Tecnologia da Embrapa. Foram selecionadas arvores de Eucalyptus benthamii
Maiden et Cambage para efetuar as coletas das folhas.

Extracdo do 6leo essencial

As folhas foram estabilizadas para extracdo do 6leo essencial por hidrodestilacdo. O
processo de hidrodestilagdo foi mantido durante 6 horas utlizando aparelho
Clevenger. ApoOs esse periodo, 0 material obtido foi armazenado em tubos de vidro
ambar, selados, em temperatura de 4 + 0,5°C.

Cultivo celular

O cultivo celular foi feito utilizando fibroblastos 3T3 e meio de cultivo DMEM
suplementado com 10 % soro fetal bovino. Utilizou-se antibioticos de amplo espectro
para evitar contaminacdo microbioldgica. Utilizou-se bicarbonato de soédio para
ajuste de pH. As células foram cultivadas em garrafa e mantidas 37° C em estufa
umidificada com 5% de COa.

Aplicacao do 6leo essencial de E. benthamii

Apods crescimento celular em quantidade adequada, foi feito plagueamento dos
fibroblastos em placa de 96 pocos. Incubou-se por 24 horas em estufa umidificada
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com 5% de CO2 a 37°C para fixacdo das células na placa. Para aplicacao, fez-se
diluicdo do 6leo essencial para concentracdes de 3, 10, 30, 100 e 300 pg.mL™.
Também foram aplicados somente meio DMEM como controle.

Ensaio de reducéo do MTT

O método MTT determina a capacidade das células reduzirem o sal sollivel brometo
3-(4,5)dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2il-tetrazdlico formando cristais insollveis de
formacdo com coloracdo violeta. Apds o periodo de incubag¢do, o sobrenadante foi
desprezado e adicionou-se uma solugdo de MTT a 0,5 mg.mL™! nos pocos contendo
células. Em seguida, as culturas foram incubadas a 37°C durante 30 min e ao abrigo
da luz, envolvias por papel aluminio. Para a solubilizagdo dos cristais de formazan,
produto da redugcdo do MTT, o dimetilssulfoxido (DMSO) foi adicionado e a leitura
espectrofotométrica da absorbancia, em comprimento de onda de 550 nm, foi
realizada em leitor de placas.

Resultados e Discusséo

Durante o processo de extracdo por meio do aparato de Clevenger, foi observado
gue o 6leo essencial extraido de folhas de E. benthamii possui uma densidade
menor do que a densidade da agua, uma coloracdo amarelo claro e um odor
caracteristico, bastante pronunciado.

Em relacédo ao ensaio de reducédo do MTT, foi verificado que o 6leo essencial pode
ser citotoxico aos fibroblastos como também pode aumentar a viabilidade celular. O
Oleo essencial diminuiu a viabilidade dos fibroblastos 3T3 nas maiores
concentracbes (100 e 30 pg/mL) e aumentou significativamente a quantidade de
fibroblastos 3T3 quando esta linhagem celular foi tratada com as menores
concentragdes do 6leo essencial (30, 10 e 3 ug/mL). Como demonstrado no grafico.
Efeito do 6leo essencial de E. benthamii em fibroblastos 3T3
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Gréfico 1: Os resultados estéo expressos como média + EPM (erro padrao da média) (n=8). O teste
estatistico utilizado foi o teste post-hoc de Tukey. ***p< 0,001 quando comparado com 0O grupo
controle; **p< 0,01 quando comparado com o grupo controle.

Buscamos, com essa andlise informagfes em relacdo ao comportamento bioldgico
do 6leo essencial, para que possa ser utilizado posteriormente em estudos in vivo. A
avaliacdo da citotoxicidade fornece um parametro de seguranca na utilizacdo de
compostos com potencial atividade terapéutica (YAMAGUCHI et al., 2013).
Figueiredo e colaboradores (2018) também observaram que altas concentragbes do
Oleo essencial de Hyptis martiusii Benth tem efeito citotoxico sobre fibroblastos,
enquanto que menores concentracbes podem ser utilizadas com finalidade
terapéutica. Estabelecer esse limite entre citotoxicidade e atividade terapéutica €
fundamental para realizacdo de estudos in vivo.
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Concluséo

Com os resultados obtidos, conclui-se que houve aumento de até 50% na
proliferagdo celular dos fibroblastos 3T3, quando foram utlizadas baixas
concentragdes (30, 10 e 3 pg/mL) do 6leo essencial de E. benthamii. Contudo, altas
concentragbes do 6leo essencial causaram efeito citotoxico na linhagem celular
testada, diminuindo a viabilidade celular em mais de 50% (300 pg/mL).
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