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AVALIACAO CITOTOXICA DO EUCALIPTOL FRENTE A MODELOS
ERITROCITARIOS

Jose Anderson Francelino da Silva®; Cicero Roberto Nascimento Saraiva?.
RESUMO

O presente estudo teve como objetivo realizar a avaliacdo citotoxica do eucaliptol frente a
modelos eritrocitarios. O composto isolado foi doado pelo Laboratério de Pesquisa em
Produtos Naturais (LPPN) da URCA (Universidade Regional do Cariri). A avaliacdo da
citotoxidade do eucaliptol foi testada frente a curva de fragilidade osmédtica das células
vermelhas sanguineas onde foram feitas analises, em triplicata, com o composto eucaliptol.
Foi realizada com amostras de suspensdo de hemacias previamente lavadas com solucéo
salina e incubadas com eucaliptol diluido em Dimetil Sulféxido (DMSO) a 1%, em seis
concentragdes (5pug/mL, 10pg/mL, 25ug/mL, 50pg/mL, 100pug/mL, 200pug/mL). As amostras
foram incubadas em banho-maria a (37°C) nos tempos de 1 hora e 2 horas. ApGs esse tempo
estabelecido foram centrifugados a (1.500rpm por 15 min) e seus sobrenadantes foram
isolados e lidos em espectrofotdmetro de massa (540nm), e o controle foi NaCl 0,9%. Foi
observado que o contato direto do Eucaliptol com os eritrocitos ndo acarretou alteracdes
morfoldgicas significativas em sua membrana. Portanto, conclui-se que com os resultados do
presente estudo, o composto isolado eucaliptol frente aos modelos eritrocitarios, nao
apresentou potencial citotoxico, e ndo ocorreu hemolise consideravel quando incubado, porém
se faz necessario a realizacdo de testes mais especificos para uma maior compreensdo do
composto isolado em membranas celulares.

Palavras-chave: Citotoxicidade. Eucaliptol. Eritrécitos.

CYTOTOXIC EVALUATION OF EUCALYPTOL AGAINST ERYTHROCYTE
MODEL

ABSTRACT

The present study aimed to perform the cytotoxic evaluation of Eucalyptol against erythrocyte
models. The isolated compound was donated by the Natural Products Research Laboratory
(LPRL) of Urca (Regional University of Cariri). The evaluation of the cytotoxicity of
Eucalyptol was tested against the osmotic fragility curve of the red blood cells where analyses
were performed in triplicate with the eucalyptol compound. It was performed with samples of
suspension of red blood cells previously washed with saline solution and incubated with
eucalyptol diluted in dimethyl sulphoxide (DMSO) at 1%, in six concentrations (5 M g/ml, 10
M g/ml, 25 p g/ml, 50 p g/ml, 100 p g/ml, 200 p g/ml). The samples were incubated in a
water bath (37 © C) in times of 1 hour and 2 hours. After this time, they were centrifuged at
(1,500 rpm for 15 min) and their supernatants were isolated and read in mass spectrometry
(540nm), and the control was NaCl 0.9%. It was observed that the direct contact of Eucalyptol
with erythrocytes did not cause significant morphological alterations in its membrane.
Therefore, it was concluded that with the results of the present study, to observe that the
eucalyptol isolated compound against the erythrocyte models, did not present cytotoxic
potential, and there was no significant haemolysis when incubated, but it is done necessary to
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perform more specific tests for a greater understanding of the isolated compound in cell
membranes.

Key words: Cytotoxic, Eucalyptol, Erythrocyte.

1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Salde caracteriza plantas medicinais, como determinado
vegetal, que demonstre em seu organismo, principios ativos que possuam atributos com fins
terapéuticos (WHO, 2003).

As plantas medicinais sdo empregadas com a finalidade de prevencéo e tratamento de
determinadas patologias e consequentemente suavizar as manifestagdes clinicas das mesmas.
Desde a origem do homem, os vegetais vem sendo aplicados no uso contra diversas
patologias, pelo fato de possuir eficiéncia medicinal. Com o surgimento das primeiras
culturas, pdde ser observado que algumas plantas apresentaram compostos em sua
constituicdo, chamados de principios ativos; 0s quais, ao serem avaliados frente a algumas
doencas mostrou poder terapéutico, mesmo sendo testados sem caracteristicas de um
embaseamento cientifico (BADKE et al., 2011).

Os oOleos essenciais obtidos a partir de plantas medicinais sdo compostos bastante
volateis, que sdo extraidos do vegetal, onde esta presente em folhas e caules de alguns grupos
de vegetais, que apresenta compostos quimicos diversificados, proporcionando distintas
atividades bioldgicas. Essas atividades podem ser desempenhadas por seu composto
majoritario ou pela associacdo de substancias quimicas na sua composi¢cdo (OUSSALAH et
al., 2007).

J& existe diversos estudos para avaliar a citotoxidade de varios tipos de plantas com
seus Oleos vegetais, extratos e derivados. O teste de fragilidade osmoética € uma metodologia
antiga, rapida e simples que a partir dela obtém-se informacdes importantes sobre a influéncia
de produtos naturais com as membranas celulares (MAIWORM et al., 2008).

Segundo Freshney et al. (2016), estudos para medir a citotoxidade de 6leos vegetais e
extratos e seus derivados, ndo tinha tanta importancia até esse presente século, a forma como
se manuseava 0 vegetal e obtencdo dos seus componentes secundarios, as formas como eram
aplicada as substancias ativas diretamente na pele, a citotoxidade é caracterizada por trazer
algumas, alteragdes na parede da membrana celular, onde pode acarretar uma possivel
inibicdo enzimatica.

Bastante utilizada em varias partes do mundo o género Eucalyptus, possui diversas
propriedades terapéuticas é cultivada a bastante tempo. Tendo como seu pais de origem a

Austrélia, a erva do Eucalyptus possui um otimo valor econdmico, fazendo parte da



composi¢do atividades medicinais (ESTANISLAU et al., 2001). Encontrado também em
outras plantas como gengibre, alecrim, horteld e canela. O principal composto majoritario
encontrado no 6leo essencial de Eucalyptus é o eucaliptol (1,8-cineol), que possui diversas
atividades terapéuticas: cicatrizante, desinfetante, anti-inflamatéria, antibacteriana,
antifungica e antisséptica (ESFPM, 2012).

Nesse contexto, € indispensavel a busca e compreensdo de possiveis danos que esse
produto natural pode ocasionar no organismo, minimizando seus riscos e melhorando a vida
da populacdo. Portanto o presente estudo teve como objetivo a avaliagdo citotdxica do
eucaliptol frente a modelos eritrocitarios.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 TIPO DE ESTUDO

A presente pesquisa trata-se de um estudo experimental, o qual consiste em determinar
um objeto de estudo, selecionar as variaveis que seriam capazes de influencia-lo, definir as

formas de controle e de observagdo dos efeitos que a variavel produz no objeto (GIL, 2002).

2.2 LOCAL E PERIODO DE REALIZACAO DOS TESTES

As atividades foram realizadas no Laboratorio de Bioquimica do Centro Universitario
Ledo Sampaio (UNILEAO), Juazeiro do Norte— CE, durante o periodo de Agosto a Outubro
de 2018.

2.3 OBTENCAO DO EUCALIPTOL
O composto Eucaliptol foi cedido gentilmente pelo Laboratério de Pesquisa em
Produtos Naturais (LPPN) da Universidade Regional do Cariri (URCA), sob a coordenacgédo

do Dr. José Galberto Martins da Costa.

2.4 MATERIAL SANGUINEO E ASPECTOS ETICOS



O sangue foi fornecido pelos autores do trabalho e a amostra foi coletada por meio de
puncdo venosa em tubos com anticoagulante citrato, cumprindo com todos os aspectos éticos
especificados na Resolucéo 466/12, do Conselho Nacional de Satde (BRASIL, 2012).

2.5 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

Foi realizada a avaliacdo da fragilidade osmotica das células vermelhas sanguineas
com amostras de suspensao de heméacias previamente lavadas com solucdo salina e incubadas
com eucaliptol diluido em Dimetil Sulfoxido (DMSO) & 1%, em seis concentra¢@es (5pg/mL,
10pg/mL, 25pug/mL, 50pg/mL, 100pg/mL, 200pg/mL), foram incubadas em banho-maria a
(37°C) nos tempos de 1 hora e 2 horas. Apo6s esse tempo estabelecido foram centrifugados a
(1.500rpm por 15 min) e seus sobrenadantes foram isolados e lidos em espectrofotbmetro de
massa (540nm). O controle foi NaCl (0,9%). Apos a centrifugacdo das amostras em diferentes
concentracBes obteve-se aliquotas de cada amostra que foram ressuspensas em 2mL de
solucdo salina e foram confeccionados esfregagos corados com (May- Grunwald- Giensa) e
lidos em microscopia 6ptica (x100) (BARROS et al., 2016).

2.6 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados foi realizada atraves do software Graph Pad Prism
versdo 3.0 do Windows. Os resultados foram analisados pelo programa Analise de Variancia -
ANOVA seguidamente pelo Teste de Student Newman Keuls. As analises estatisticas foram
representadas pela Média + Erro Padrdo da Média (EPM).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a leitura no espectrofotdmetro, foi determinado o percentual de hemolise, e o0s

resultados estdo representados no grafico 1, representado a seguir.



Gréfico 1: Fragilidade osmética de amostras de sangue tratadas com diferentes concentragdes

de Eucaliptol
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Os resultados do presente estudo indicam que nas concentragdes de 5 a 100 pg/mL do
composto isolado no tempo de 2 horas houve mais hemdlise que no periodo de 1 hora, apenas
na concentracdo 200 pg/mL o tempo de incubacgdo ndo interferiu na fragilidade osmatica das
hemacias em contato com o Eucaliptol.

Em relacdo a concentracdo do Eucaliptol, quanto menor a concentracdo da substancia,
maior o percentual de hemdlise, com exce¢do da concentracdo de 50 pg/mL, que apresentou
potencial citoprotetor com periodo de incubacdo de 2 horas. Porém em todas as
concentrages, o percentual de hemdlise ndo foi significativo, sendo inferior a 5% em todas as
concentrag0es testadas.

Em pesquisas desenvolvidas para a avaliacdo da fragilidade osmética de eritrocitos
submetidos as duas concentracdes (50% e 100%) de extrato bruto de Turnera subulata, Silva
(2012) verificou que ndo houve hemolise significativa na concentracdo controle de 0,9% de
solucéo salina, corroborando com o resultado apresentado no presente estudo.

Foram confeccionados e visualizados esfregagos dos precipitados da maior e da menor
concentracdo do composto isolado utilizado (5ug/mL e 200ug/mL), no qual ndo foi notado

alteracdes significativas em nenhuma das ldminas, como mostra na figura 1.
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Figura 1: Visualizagdo das laminas nas concentragdes de 5ug/mL e 200ug/mL, nos

tempos de 1 e 2 horas

A: Concentragdo de 5pg/mL (1 hora). B: Concentracdo de 5pg/mL (2 horas). C: Concentracdo de
200pg/mL (1 hora). D: Concentragdo de 200ug/mL (2 horas)

Foi observado que o contato direto do Eucaliptol com os eritrocitos ndo acarretou
alteracGes morfoldgicas significativas em sua membrana.

Segundo Didelon et al. (2000), as hemacias incubadas com produtos vegetais podem
ocasionar uma alteragdo na sua estrutura e no seu citoesqueleto causado por modificacdes do
grau de particdo da estrutura destas células, caracterizando esse produto como citotéxico.

Pereira et al. (2009) em seu estudo utilizando extrato aquoso de folhas de Indigofera
Suffruticosa sobre eritrocitos de ratos, indicaram que em todas as concentragOes testadas
(37,5; 75 e 150 mg/ml), ndo houve hemdlise quando se utilizou solucdo salina na
concentracdo de 0,9%, porém em concentracBes menores que 0,5% de solucdo salina, o
extrato utilizado conseguiu alterar o perfil da curva de fragilidade osmotica quando

comparado com o grupo controle (0,9%).
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O composto isolado eucaliptol ndo aumentou a fragilidade osmética das células
sanguineas, sugerindo que esse produto ndo causa expressivas modificacdes na estrutura da
membrana celular.

Diferentemente, de Barros et al. (2016), onde utilizando éleos essenciais das folhas de
Piper aduncum, e da casca de Cinnamomum zeylanicum, observaram que esses produtos
podem induzir efeitos toxicos nas membranas dos glébulos vermelhos, pois aumentaram de
forma significativa a curva de fragilidade osmotica.

Em estudos desenvolvidos por Giani et al. (2007) e Mousinho et al. (2008) também
puderam constatar modificagdes no estrutura osmoética em eritrocitos, quando utilizaram uma

planta chinesa (Buzhong Yi Qi Wan) e extrato de Ricinus communis L.

4 CONCLUSAO

Com o presente estudo, foi possivel observar que o composto isolado eucaliptol frente
aos modelos eritrocitarios, ndo apresenta potencial citotoxico, pois quando incubado com
eritrocitos, ndo ocasionou hemdlise consideravel. Porém, é necessario a realizacdo de testes
mais especificos para a elucidacdo do comportamento desse composto isolado em membranas

celulares e avaliacdo da sua toxicidade.
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