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Avaliagéo da Atividade
Antiinflamatéria dos Oleos Essenciais
de Cinco Espécies de Myrtaceae

Evaluation of the Anti-inflammatory Activity of
Essential Oils from Five Myrtaceae Species

Resumo

Os dleos essenciais obtidos das folhas de Eugenia brasiliensis, E. involucrata,
E. jambolana, Psidium guajava e P. widgrenianum (Myrtaceae) foram extraidos
por arraste a vapor e analisados por CG/EM e correlagdo com os Indices de
Retengées. Os constituintes volateis foram testados quanto a atividade
antiinflamatdria nos modelos de pleurisia induzida por zimozan e lipolissacarideo
(LPS). O pré-tratamento de camundongos com os 6leos até a dose de 100
mg/Kg, na forma de lipossomas p.o., n&o inibiram o acimulo de leucéceitos ou
0 extravasamento de proteinas, na pleurisia induzida por zymozan. O dleo
essencial de E. jambolana, no entanto, foi efetiva em inibir os leucdcitos totais
(56% a 200 mg/Kg) e a migracéo de eosindfilos, na pleurisia induzida por LPS
(74% a 100 mg/Kg), mas nenhuma correlagéo dose-resposta foi observada.
O dleo essencial de P, widgrenianum apenas demonstrou efeito inibitdrio sobre
a migracgéo de eosindfilos (70% a 100 mg/Kg). Os dleos mais ativos de E.
jambolana quanto P. widgrenianum também foram testados quanto a habilidade
em inibir a produgdo de oxido nitrico in vitro. O primeiro foi extremamente
potente (100%), com efeito dose-dependente, enquanto o segundo demonstrou
apenas um efeito moderado (51%), quando testados abaixo das doses
citotdxicas (25 ug/pogo). Os perfis cromatogréficos dos dleos essenciais
revelaram a predominéncia de sesquiterpenos nas espécies E. brasiliensis, E.
involucrata e P. guajava, enquanto que os monoterpenos foram mais relevantes
em P. widgrenianum e foram predominantes em E. jambolana.

Abstract

The essential oils obtained from leaves of Eugenia brasiliensis, E. involucrata,
E. jambolana, Psidium guajava and P. widgrenianum (Myrtaceae) were
extracted by steam distillation and analyzed by GC/MS and correlation of
Retention Indices. The volatile constituents were assayed for their activity
as anti-inflammatory agents in the zymosan and lipopolysaccharide (LPS)-
induced inflammatory models. Pre-treatment of mice with any of the oils at
up to 100 mg/Kg as liposomes, p. o. had no inhibitory effect on leukocyte
accumulation or protein leakage in zymosan-induced-pleurisy. E. jambolana
was however effective in inhibiting total leukocyte (up to 56% at 200 mg/
Kg) and eosinophil migration in LPS-induced pleurisy (up to 74% at 100 mg/
Kg), but no dose-response correlation was observed. P. widgrenianum showed
inhibitory effect only on eosinophil migration (up to 70% at 100 mg/Kg).
Both EJ and PW were also assayed for ability to inhibit in vitro nitric oxide
production. EJ inhibited NO production potently (up to 100%) and in a dose-
dependent manner, whereas PW showed only an effect moderate (51%),
when tested below the cytotoxic dose (25 ng/well). Chromatographic profiles
of the essential oils showed the predominance of sesquiterpenes in oils of E.
brasiliensis, E. involucrata and P. guajava, whereas monoterpenes were
more important in P. widgrenianum and predominant in E. jambolana.
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Introdugéao

A familia Myrtaceae é espalhada nas florestas bra-
sileiras, e muitas espécies séo cultivadas por seus
frutos comestiveis. As folhas da maioria das
espécies contém consideraveis quantidades de
substancias volateis (CRAVEIRO et al., 1981), que
as tornam fontes atrativas de 6leos essenciais.
Muitas espécies de Myrtaceae séo usadas na
medicina popular. Por exemplo, as folhas de Psidium
guajava séo utilizadas como remédios antidiar-
réicos, estimulantes, antiinflamatérios e antibac-
terianos, além do tratamento de hemorragias,
diabetes e vermes intestinais (GUPTA, 1995). As
folhas de Eugenia brasiliensis sédo usadas como
antireuméticas, e as sementes e folhas de Eugenia
jambolana sdo usadas como agente antidiabético
(CORREA, 1984).

Os decoctos das folhas de Eugenia uniflora e Eugenia
jambos foram efetivos como agentes antiinflamatérios
nos modelos de edema de pata e de artrite induzida
em ratos (SLOWING et al., 1994). A primeira espécie
também diminuiu o transito intestinal, assim como
produziu um aumento no tempo de sono induzido
por pentobarbital (SCHAPOVAL et al., 1994).
Efeitos similares foram observados com o extrato
metandlico das folhas de Psidium guajava (OLAJIDE
etal., 1999). A presenca de glicosideos de flavonois
nos extratos de folhas de Eugenia uniflora foi
relacionada com a recomendagéo popular para o tra-
tamento da gota (SCMEDA-HIRSCHMANN et al.,
1987). As propriedades antioxidantes também foram
descritas para os mesmos extratos (THEODOLUZ
et al., 1988). Rao e Nigam (1970) demonstraram a
atividade antimicrobiana in vitro, para 6leos essen-
ciais de Eugenia bracteata e E. jambolana, contra
organismos Gram-negativos e Gram-positivos.
Limberger et al. (1998) observaram uma inibigéo
moderada contra o crescimento de diversos fungos
e bactérias, com os 6leos de dezessete espécies de
Myrtaceae do sudeste brasileiro. O éleo essencial
de folhas de espécies de Psidium apresentou efeito
antinociceptivo, nos modelos de contorcéo induzida
por formalina ou acido acético, além de inibir o edema
de pata em camundongos (SANTOS et al., 1996a;
SANTOS et al, 1996b; SANTOS et al., 1998). O
objetivo do presente trabalho foi estudar a com-
posigao quimica e a atividade antiinflamatéria dos
6leos essenciais extraidos de folhas de cinco espécies
dos géneros Eugenia e Psidium.
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Material e Métodos
Material vegetal, Extragédo e Anélise Quimica

Folhas frescas de plantas cultivadas de Psidium
guajava L. (PG), P widgrenianum Berg (PW) e
Eugenia jambolana Lamk (Syzygium cumini Skeels)
(EJ) foram coletadas no campus da Fundagao
Oswaldo Cruz, cidade do Rio de Janeiro, Brasil. As
folhas de Eugenia brasiliensis Lam. (EB) e E.
involucrata DC. (E. bracteata Vell.) (EI) foram
coletadas no municipio de Campinas, Estado de Sao
Paulo, Brasil. As plantas foram identificadas pela
Dr.2 G. M. Barrozo (in memoriam), e as exsicatas
foram depositadas no Herbério do Jardim Botéanico
do Rio de Janeiro, sob Nos. 326232, (PW), 326233
(PG), 326234 (EB), 326235 (EJ) e 326236 (El). Os
6leos essenciais foram obtidos por arraste a vapor,
com auxilio de um dispositivo modificado de
Clevenger, durante um periodo de 4 horas. Os
indices de Refracbes foram determinados em um
aparato Abbé, a temperatura ambiente.

As anélises quimicas dos 6leos foram realizadas em
um equipamento de CG/EM Hewlett Packard 6890,
sob as seguintes condigdes: injecdes de 1ul de uma
amostra de 6 mg/100 pl de CH,Cl,, coluna capilar
HP-5 MS (30 m x 0,32 mm d.i. x 0,25 um de
espessura de filme); He como gés carreador, fluxo
de 0.5 mL/min; temperatura de injegdo 250 °C;
razdo de split 1/20; Ti 70 °C, ti 2 min, Tf 280 °C,
taxa de aquecimento 3 °C/min; espectro de massas
por impacto eletrénico, 70 eV, temperatura da fonte
de ions 250 °C. Os componentes foram identificados
individualmente por comparacao dos espectros de
massas com aqueles contidos na base de dados da
biblioteca do aparelho (Wiley library software
59943B), e os indices de Retencdes foram corre-
lacionados com referéncia a uma série de n-alcanos
(ADAMS, 1995).

Preparagédo das Amostras, Animais e Reagentes

Os éleos essenciais foram dissolvidos em cloroférmio
(50 mg em 10 mL) em um baléo de fundo redondo. O
solvente foi removido por evaporagao a vécuo, até a
produgao de uma fina pelicula do éleo no interior do
baldo e a remocao total do solvente. PBS (10 mL) foi
entao adicionado, e o filme foi disperso por sonicagéo
(50 Hz, 5 min). Todos os procedimentos foram efe-
tuados sob condicoes estéreis. Camundongos machos
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Swiss (20-30 g), da colénia da Fundagdo Oswaldo
Cruz foram alojados em um ambiente com
temperatura controlada (23 + 2°C) e iluminagao
(entre 7:00h e 19:00h), com livre acesso a ragéo e
agua. As seguintes substéncias foram utilizadas: azul
de Evans (Merck, Germany), lipopolisacarideo de E.
coli sorotipo 055-B5 (LPS), zimosan A, (todos Sigma,
USA).

Ensaio antiinflamatério in vivo

Determinagéo da atividade antiinflamatéria.
Os animais receberam 100 mg/Kg de éleo essencial
(p.0.) ou 100 mg/Kg da substéancia pura (i.p.) 1
hora antes do estimulo. Uma dose equivalente do
veiculo foi administrada ao grupo controle. A
pleurisia foi induzida pela técnica de Spector (1956)
modificada para camundongos por Henriques et al.
(1990). Resumidamente, uma agulha adaptada
(calibre 13 x 5) foi inserida cuidadosamente, na
profundidade de 1 mm na cavidade toracica direita
do camundongo, permitindo a injegdo de zimosan
(500 pg/cavity) ou LPS (250 ng/cavity) em um
volume de 100 ul. Os animais do grupo controle
receberam volumes iguais de salina estéril. Os
animais foram sacrificados por inalacédo de CO, 4
ou 24h depois da injecédo. Suas cavidades toracicas
foram lavadas com 1 mL de PBS contendo heparina
(20 1U/mL) e o fluido da lavagem foi coletado para
0 acesso aos leucdcitos e o extravasamento do azul
de Evans. A contagem dos leucécitos totais foi
efetuada em um contador automatico de particulas
(Z1; Coulter; USA). A contagem diferencial foi
realizada através de citoesfregacos (Citocentrifuga
Shandon, USA), corados pelo método de May-
Grinwald-Giemsa, com auxilio de microscépio
Optico sob objetiva de imersdo (100x; Olympus,
Japéao).

Os camundongos receberam uma injecao intravenosa
de azul de Evans (25 mg/Kg), 24 h antes do estimulo
inflamatoério. A lavagem pleural foi coletada nos
mesmos tempos descritos acima, centrifugados
(2.500 rpm por 10 min) e a absorbéancia do sobre-
nadante livre de células foi lido em um espectro-
fotébmetro (Shimadzu, Japédo) a 600 nm. A signi-
ficancia estatistica (p<0.05) foi analisada por
ANOVA seguida do teste de Student Newman Keuls.
Os resultados foram expressos como médias
+S.E.M. Para medida da toxicidade, os camundongos
Swiss machos (20-25 g) receberam 100 mg/Kg de

60

Avaliagdo da atividade antiinflamatéria
dos dleos essenciais de cinco espécies
de Myrtaceae

compostos puros (i.p.). Uma dose equivalente de
veiculo foi administrada ao grupo controle. Os grupos
de teste e controle (6 animais cada) foram obser-
vados durante 24h, sob condicoes ambientais
normais e com livre acesso a alimento e agua.

Ensaio antiinflammatério in vitro

Produgédo de Oxido Nitrico. Animais (camun-
dongos Balb/c) foram sacrificados 96h apds a
injecdo i. p. de solugéo a 3% de tioglicolato de sodio
aquoso. As cavidades peritoniais foram lavadas com
5 mL de RPMI, e a viabilidade celular foi deter-
minada por Trypan Blue. As células foram incubadas
em placas de 96 pogos (2,5 x 10° cells/mL) e
estimuladas ou ndo com meio enriquecido com IFN-
v mais LPS (30 ng/mL) na presencga de diferentes
concentragdes. Apds 24h, o nitrito liberado no
sobrenadante foi determinado pelo método de
Greiss.

Determinagédo da citoxicidade. Apds obtencéo
conforme a descrigdo acima, as células foram
incubadas com diferentes concentracoes dos 6leos
essenciais testados, durante 20h. Uma solugéo (5
mg/mL) de MTT [brometo de 3-(4,5-dimetitiazol-2-
il)-2,5-difenil tetrazolium] foi entéo adicionada (22,5
uL/well) em todos os pogos. As placas foram
incubadas a 37°C por 4 h, e DMSO (150 puL/pogo)
foi adicionado a todos os pogos, misturando-se
cuidadosamente para dissolver os cristais azul-
escuros. A placa foi lida em um leitor de microplaca
a 540 nm.

Resultados

Os rendimentos das extragoes dos 6leos essenciais
e seus indices de refragdes foram 0,14% (n,*
1,4990) para PG; 0,62% (n,* 1,4828) para PW;
0,07% (n,* 1,5005) para EB; 0,06% (n,*1,4970)
para EJ; € 0,08% (n,* 1,5021) para El. A composicéo
quimica, assim como as abundéncias relativas (area
do pico no cromatograma) dos constituintes iden-
tificados nos 6leos essenciais das cinco espécies de
Myrtaceae, estéo listados na Tabela 1. Uma com-
paracéo do conteldo total das espécies terpénicas
presentes (hidrocarbonetos e é&lcoois) das cinco
amostras demonstrou o maior teor de monoterpenos
totais (69%) de EJ, seguido por PW (34%). Por
outro lado, EB, El e PG demonstraram conter quase
100% de sesquiterpenos (Tabela 2).
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Tabela 1 - Constituintes identificados nos éleos essenciais de Eugenia. jambolana (EJ), Eugenia brasiliensis (EB), Eugenia

Abundancia relativa' IR?

involucrata (El), Psidium guajava (PG) e Psidium widgrenianum (PW)

Abundancia relativa' IR?

Constituintes EJ EB EI PG PW Constituintes EJ EB EI PG PW

&-pineno 22 | - - - | 14| 934 a-zingibereno 3.5 | 1487
canfeno 17 - - - - 944 a-selineno 0.33| 1.6 10 1493
benzaldeido 0.34 957 a-muuroleno 02113 1490
&-pineno 43| - - - - 973 bicyclogermacreno 19 1495
mirceno 19| - - - - 986 &-bisaboleno 0.47 1500
acetate de (2)-3-hexenol 0.44 1003 &-cadineno 0.24| 3.4 |0.70|0.70 1507
limoneno 73| - - | 16| 37| 1024 7-epi-a-selineno 0.35| 1510
1,8-cineol 0.21| 84| 1028 &-cadineno 14148123 |1.0]| 141517
cis-a-ocimeno 10 - - - - | 1036 cadina-1,4-dieno 0.17(0.15 1524
trans-&-ocimeno 59| - - - - | 1045 a-cadinene 0.74]0.19 1529
&-terpineno 08| - - - | 20| 1054 &-calacoreno 0.74 0.19 1535
a-terpinoleno 12| - - - | 071083 cariofil-5-en-12-al 0.61 1544
linalol 1.6 | 1094 &-calacoreno 0.78 1557
2-metilbutanoic acid, 2-metilbutil ester 2.7 | 1098 (E)-nerolidol 0.22 0.95 1557
fenchol [endo] 0.27 1108 ledol 18|32 1562
neo-allo-ocimeno 16| - - - - | 1128 alcohol do &-cariofileno 1.7 10.67 0.30 1562
trans-pinocarveol 0.40 1133 spatulenol 15 1575
hidrato de canfeno 0.25 1141 oxido de cariofileno 1.7 43 1578
borneol 0.34 1159 globulol 6.4 | 14 2.4 | 1580
terpinen-4-ol 0.58|0.25 0.60| 1170 epi-globulol 49 | 80 |0.16 1587
a-terpineol 70 16| - - [ 1.3 1188 viridiflorol 1.4 1.7 | 1594
acetate de fenchila [endo] 0.72 1212 rosifoliol 25|48 1598
acetate de bornila 22| - - - - | 1278 humuleno epéxido 0.75 46 1604
8-elemeno 5510.24 1331 a-oplopenone 1.7 0.67 1612
&-cubebeno 0.17 1341 cubenol 2.2 1606
isoledeno 0.22 1364 cariofil-5-en-2 &-ol 0.99 1609
a-copaeno 0.17] 23| 10| 39| 28| 1369 trans-isolongifolanona (7) 3.0 1619
a-bourboneno 1.2 [0.96 1376 a-acorenol 6.8 1621
acetate de geranila 0.60| 1376 cis-&-copaen-8-ol 0.43 2.0 1622
a-elemeno 72| - - | 1388 &-eudesmol 85 | 1625
&-gurjuneno 0.32(0.72 1401 carlofila-4,13-dien-5&-ol 0.55 34|12 1629
&-cariofileno 95|77 (30| 12| 21 | 1415 hinesol 1.4 | 1632
a-selineno 0.51|0.98 1418 cedr-8(15)-en-9-o.-ol 7.6 1633
a-gurjuneno 0.340.40 1424 T-cadinol 057(97 | 32076 1637
aromadendreno 29| 38|0.21{0.58| 1433 &-eudesmol 6.8 | 1644
a-humuleno 55( 22| 14| 15| 3.7 | 1446 a-muurolol 35 5.6 1645
allo-aromadendreno 1.7 | 23 [0.56 1455 &-eudesmol 82 | 1648
&-gurjuneno 0.45 0.33 1462 a-cadinol 0.30| 53 | 3.7 1651
&-muuroleno 0.25| 1.6 1467 cadaleno 0.45 0.12 1667
8-selineno 111 - | 1465 6,10,14-trimetilpentadecanone 0.1 1841
germacreno D 52| 1.1 1476 acetate de oplopanoila 0.45 1881
a-selineno 081 10| 1 1485 phytol 48 2119
valenceno 0.58 1478 Total identificado (%) 96|98 (96 |96 |99

'Calculado a partir das éreas relativas dos picos nos cromatogramas (injegoes de 1 ul de uma solugéo de 6 mg da amostra em 100 pl de CH,Cl,). EJ: Eugenia. jambolana,

EB: E. brasiliensis, El: E. involucrata, PG: Psidium guajava, PW: P widgrenianum. 2R = indice de Retencéo (ADAMS, 1995).
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Tabela 2 - Constituigéo geral dos éleos essenciais de folhas
de espécies dos géneros Eugenia e Psidium (Myrtaceae)

Composigao* EJ EB EI PG PW

Hidrocarbonetos Monoterpénicos 57 0.37| 20
Monoterpenos oxigenados 12 119 0.55| 15
Monoterpenos totais 69 | 19| - - 34
Hidrocarbonetos Sesquiterpénicos 19 | 34| 58 | 62 | 33
Sesquiterpenos oxigenados 12 | 63| 42 | 33 | 32
Sesquiterpenos totais 31 | 98 | 100| 95 | 66

*Baseada nos cromatogramas de CG/EM. EJ: Eugenia jambolana, EB: E. brasiliensis,
El: E. involucrata, PG: Psidium guajava, PW: P widgrenianum

A injecéo intratoracica de zimosan (500 pg/cavi-
dade) causou um aumento significativo na contagem
de leucdcitos totais, dentro do periodo de 4h de
estimulo. A contagem diferencial revelou que o acu-
mulo de leucécitos induzido pelo zimozan foi especi-
ficamente devido a infiltragao de neutréfilos. O pré-
tratamento com todos os 6leos essenciais (100 mg/
Kg; p.0.) ndo modificou o acumulo total de leucécitos,
células mononucleares, neutréfilos ou eosinéfilos
apbs 4h, nem o extravasamento protéico pleural
induzido por zimosan (4h) (dados ndo mostrados).

A Figura 1 (A-D) mostra os efeitos dos 6leos
essenciais sobre a pleurisia induzida por LPS. O
numero de leucécitos totais no fluido de lavagem
pleural aumentou em 24h (P < 0.05), apds a injecéo
i.t. de LPS, assim como os neutroéfilos, eosindéfilos e
as células mononucleares. O tratamento com
dexametasona (2 mg/Kg) reduziu os leucdcitos
totais de 5.15+ 0.55 x 10° para 2.54 + 0.21 x 10° e
o actimulo de eosinéfilos de 0.75 + 0.16 x 10° para
0.15 + 0.05 x 108. O tratamento com EB e El ndo
foram capazes de inibir a migragéo total ou diferencial
de células, induzida por LPS. O tratamento com PG
reduziu significantemente (P < 0.05) as infiltracdes
dos leucécitos totais e as células mononucleares,
medidos 24h apds as injecdes. Por outro lado, o
tratamento com EJ inibiu significantemente os leu-
cocitos totais, os acimulos de células mononucleares
e os eosindfilos, enquanto que PW inibiu tanto os
neutréfilos quanto os eosinéfilos. Com o objetivo
de avaliar se os efeitos dos 6leos EJ e PW ocorriam
segundo um perfil dose-dependente, os camun-
dongos que receberam uma injecéo i.t. de LPS foram
tratados com diferentes doses destes 6leos. A Figura
2 mostra que todas as doses de EJ inibiram, de
maneira similar, os acimulos de leucécitos, células
mononucleares, neutréfilos e eosindfilos. Assim como
EJ, PW nao demonstrou uma atividade dose-
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dependente, e apenas foi capaz de inibir o acimulo
de eosindfilos na cavidade pleural (Figura 3).

Figura 1 - Efeito inibitério do pré-tratamento com éleos
essenciais de Myrtaceae (p.o.) na inducéo por LPS, ap6s
24h, no acumulo de: leucécitos totais (A), células
mononucleares (B), neutréfilos, (C) e eosindfilos (D). * =
p <0.05e** =p<0.01, em relagdo ao grupo injetado
com LPS; + = < 0.001, em relagdo aos animais do grupo
controle, injetados com salina.
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Figura 2 - Efeito do 6leo essencial de Eugenia jambolana,
apds 24h, na inducao por LPS no recrutamento de: leucécitos
totais (A), células mononucleares (B), neutrdfilos, (C) e eosindfilos
(D). Oleo (50-400 mg/Kg; colunas hachuriadas) ou veiculo
(colunas vazadas) administrados p.o. 1h antes do LPS (250 ng/
cavidade) e fluido pleural coletado 24h depois. + e * indicam P <
0.05, quando comparado ao controle nao estimulado, injetado
com salina (colunas vazadas) ou com o grupo estimulado com
LPS tratado com salina, (colunas fechadas) respectivamente.
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Figura 3 - Efeito do ¢leo essencial de Psidium widgrenianum,
apds 24h, na indugao por LPS no recrutamento de: leucécitos
totais (A), células mononucleares (B), neutrdfilos, (C) e eosindfilos
(D). Oleo (50-400 mg/Kg; colunas hachuriadas) ou veiculo
(colunas vazadas) administrados p.o. 1h antes do LPS (250 ng/
cavidade) e fluido pleural coletado 24h depois. + e * indicam P <
0.05, quando comparado ao controle nao estimulado, injetado
com salina (colunas vazadas) ou com o grupo estimulado com
LPS tratado com salina (colunas fechadas), respectivamente.

Leucocitos Totais
(x10%/cavidade)
L
L

2.0+

1.54

z
1.0+ % % ?/
A (REan
i 1111

Células Mononucleares
(x10%/cavidade)

Neutréfilos
(x10%/cavidade)

SALINA LPS LPS LPS
50 100 200 400

Psidium widgrenianum (mg/Kg)

1.59

Eosindfilos
(x10%/cavidade)

LPS LPS LPS LPS
50 100 200 400

0.0
SALINA LPS

Psidium widgrenianum (mgi/Kg)
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Os efeitos citotdxicos de EJ e PW foram avaliados em
cultura de macréfagos peritoniais. Conforme exposto na
Tabela 3, PW foi citotoxico entre 50-200 ug/well,
enquanto as outras doses foram indcuas aos macroéfagos;
e apenas a dose de 200 ug/well de EJ foi citotdxica. Isso
tornou possivel a avaliagdo do papel imunomodulatério
destes 6leos in vitro. Assim, usando-se doses ndo-toxicas
de EJ e PW, foram avaliados os seus efeitos sobre a
producao de éxido nitrico. Conforme a Tabela 3, todas
as doses de EJ foram bastante efetivas em inibir poten-
cialmente (até 100%) a produgao de espécies oxigenadas
reativas, em maneira dose-dependente. As doses de PW
inibiram a produgéo de NO por macréfagos na maneira
dose-dependente, ensaiadas somente abaixo do nivel
de toxicidade (25 ug/well) (Figura 4 (A-B).

Tabela 3 - Efeitos de Eugenia jambolana (EJ) ou Psidium
widgrenianum (PW) sobre a viabilidade dos macréfagos e
inibicdo da producao de NO*

Eugenia jambolana Psidium widgrenianum

Dose (ug/pogo) |12,5) 25 | 50 | 100|200]12,5| 25 | 50 | 100 | 200

% Viabilidade 100 (100( 100|100 | 62 |100{ 100| 11 | 9 | 8
celular

% de inibigédo

de NO 18| 52| 85 (100 - | 44| 77

*Valores representam a média de triplicatas.

Figura 4 - Acéo dos 6leos essenciais de Eugenia jambolana
(A) e Psidium widgrenianum (B) na liberagéo in vitro de nitrito
por macréfagos peritoniais, demonstrando a inibigdo dose-
dependente na produgéo de 6xido nitrico.

75
+ A

Nitrito (M)
3
L

RPMI LPS LPS LPS LPS LPS
12,5 25 50 100

Eugenia jambolana (ug/well)

Nitrito (uM)

RPMI LPS LPS LPS
12,5 25

Psidium widgrenianum (pg/well)

64

de Myrtaceae

Resultados

As composigoes quimicas dos 6leos foram comparadas
com aquelas descritas para outros quimiotipos
reportados na literatura. O éleo de E. brasiliensis foi
apenas descrito para uma espécie adaptada nas llhas
Reunido (VERA et al., 1994). A principal diferenca
residiu na proporcdo dos monoterpenos totais, que
alcanca 50% na espécie cultivada no Oceano indico.
Em contraste, para a Eugenia involucrata coletada no
Sul do Brasil, os monoterpenos estiveram ausentes
(HENRIQUES et al., 1993). Biciclogermacrene foi a
substancia mais representativa no éleo, para a o caso
estudado aqui (19%); acompanhado por um significante
teor de isomeros do alcool globulol, além de outros
das séries do eudesmano e cadinano. No caso da
Eugenia jambolana, pouca variagdo no contetdo
terpénico relativo foi observada entre os éleos
essenciais de plantas coletadas no Nordeste do Brasil
(CRAVEIRO et al., 1983). Em todos eles, predomina-
ram os hidrocarbonetos monoterpénicos, particularmen-
te os pinenos. Ja a espécie Psidium guajava demons-
trou a variabilidade de quimiotipos, reportada na
literatura. Apenas os espécimens coletados na China
demonstraram a predominéncia de monoterpenos (o-
pineno e 1,8-cineol) nos dleos essenciais das folhas;
porém em todos os outros quimiotipos descritos,
predominaram os alcoois sesquiterpénicos do grupo
eudesmano (Jl et al., 1991). O dleo essencial de Psidium
widgrenianum n&o foi previamente descrito. Sua
composicao revelou 34% de monoterpenos, com
predominancia de o.-pineno (14%) e 1,8-cineol (8.4%).
Limoneno, linalol e p-mentenos (hidrocarbonetos e
alcoois) também ocorreram, em menor quantidade.
Entre os sesquiterpenos, o carofileno (21%) e os
isdbmeros do eudesmol foram os mais representativos;
estes Ultimos constituindo juntos 24% da composigao
total do dleo.

Todas estas diferencas nos perfis dos éleos devem ser
tomadas em consideracao; quando se propde qualquer
tipo de correlagcéo entre a composigao quimica e os
efeitos farmacoldgicos dos 6leos. Antagonismos e
efeitos sinérgicos entre os componentes sempre s&o
sugeridos, como uma decorréncia natural da complexa
composicdo dos Oleos. Apesar disso, até agora nao
ha claras e suficientes evidéncias para estes fendme-
nos, respaldadas por investigagoes sistematicas, e
também ndo ha evidéncias descritas para a especifi-
cidade farmacoldgica ou a similaridade molecular das
substancias presentes nos 6leos. Muitas atividades
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biolégicas dos dleos essenciais (principalmente aqueles
inteiramente constituidos por terpenos) tém sido
descritas, contudo ha pouquissimos estudos sobre a
atividade antiinflamatdria desses compostos (GIL et
al., 1989; OCETE et al., 1989; SIANI et al., 1999; SIANI
et al., 2000; HAUHASHEMI et al., 2003; SOUZA et
al., 2003). O presente estudo examinou a acdo de
alguns 6leos essenciais, no modelo de pleurisia
induzida por zimosan ou por LPS. O pré-tratamento
com qualquer dos 6leos estudados nao inibiu o
recrutamento de neutréfilos e o extravasamento pro-
téico, pela injecdo de zimosan, sugerindo que nenhum
dos dleos possui atividade antiinflamatéria em reagbes
agudas. Por outro lado, a atividade antiinflamatéria in
vivo dos éleos essenciais em doses mais altas que as
utilizadas neste estudo; foi reportada no modelo de
edema de pata em ratos (MARTIN et al., 1993).

EJ e PW inibiram a reacao inflamatoéria retardada,
induzida por LPS (Figuras 2 e 3). Esta reagao de
inflamacao é caracterizada pela migracao de células
com um importante acimulo de eosinéfilos e sem ex-
travasamento protéico (BOZZA et al., 1994; PENIDO
etal., 1997). Os leucdcitos totais, células mononucleares
e eosindfilos também foram inibidos significativamente
por EJ e PW. O actiimulo de eosindfilo € um importante
componente nos distirbios alérgicos, em infecgdes por
parasitas e bacterianas, tendo sido considerado uma
das causas do dano tecidual de pulmao, em tais casos.

Na direcdo de determinar os possiveis mecanismos
responsaveis pelas atividades antiinflamatorias, ambos
os 6leos foram avaliados quanto ao envolvimento da
produgao in vitro do éxido nitrico. Os resultados de-
monstraram que doses nédo-citotoxicas de EJ e PW
inibiram a producao de NO, uma agao evidentemente
responséavel, pelo menos me parte, pela atividade
destes dois d6leos. Conforme acima descrito, LPS é
um dos mais potentes elicitadores, de origem micro-
biana, do processo inflamatério. Ele ativa monécitos e
macroéfagos para produzir citocinas, tais como TNF-a,
IL-1 e IL-6, que por sua vez, servem como mediadores
endogenos da inflamagao, através da interagédo
mediada por receptores com vérias células-alvo
(DOBROVOLOSKAIA; VOGEL, 2002). NO é um
potente agente antimicrobiano e sua inibicdo nédo
apenas limita o controle do crescimento bacteriano,
mas também limita as conseqiéncias dos danos
imunopatotdgicos da infecgéo cronica (COOPER at
al., 2002). A inibicdo da NO sintase tem sido utilizada
em pacientes doentes criticamente sépticos, como
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estratégia para reverter os efeitos vasodilatadores da
producao enddgena de NO em paredes vasculares
(WALLEY et al., 1999).

Os resultados obtidos demonstram que, embora a
maioria dos 6leos essenciais testados ndo tenha sido
ativa na reagéo inflamatéria aguda, EJ e PW foram
efetivos em retardar a migracéo celular inflamatoria.
Os estudos prosseguem com a investigacéo de
componentes especificos dos 6leos mais ativos,
ensaiados na forma pura. Com isto se poderd tanto
determinar biomarcador(es) para a agao destes 6leos
neste alvo terapéutico, quanto apontar para o
desenvolvimento de uma metodologia em diregao a
padronizagao da bioatividade (composicéo x eficacia)
destes substratos.
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