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Abstract: Essential oils from leaves and stems of Eperua duckeana Cowan (Fabaceae) were extracted by hydrodistillation and analyzed by
GC/FID and GC/MS. Sixteen and nineteen components were identified by comparison by their retention indices (RI) and mass spectra. The
major components identified in leaves were (E)-caryophyllene (31.8%), caryophyllene oxide (25.7%) and a- humulene (4.4%), and stems
(E)-caryophyllene (34.5%) and germacrene D (25.9%). The stems oil essential showed high cytotoxicity against tumor cell lines of leukemia
(HL-60). This is the first report regarding the essential oil composition and citotoxicy activity of the essential oil of Eperua duckeana
Cowan.
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Resumo: Oleos essenciais de folhas e galhos de Eperua duckeana Cowan (Fabaceae) foram extraidos por hidrodestilacio e analisados por
CG-DIC e CG-EM. Dezesseis e dezenove componentes foram identificados por comparagdo com seus indices de retencdo (IR) e espectros
de massas. Os componentes principais identificados nas folhas foram o (E)-cariofileno (31,8%), dxido de cariofileno (25,7%) e o alfa-
humuleno (4,4%), nos galhos (E)-cariofileno (34,5%) e o D-germacreno (25,9%). O 6leo essencial dos galhos mostrou alta citoxicidade
contra linhagens de células de leucemia (HL-60). Esse é a primeiro relato abordando a composicdo dos 6leos essenciais e a atividade
citotéxica do 6leo essencial de Eperua duckeana Cowan.
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INTRODUCAO

O género Eperua (Fabaceae) é constituido por
quatorze espécies endémicas da Amazonia Central
(Cowan, 1975). As espécies encontradas na
Amazbnia brasileira sdo conhecidas popularmente
como Muirapiranga (Silva et al., 2004) e as madeiras,
comercializadas como “wallaba”, sdo usadas em
construcbes pesadas devido a sua particular
resisténcia a deterioracdo em contato com a &gua,
assim como para lenha e carvdo vegetal (Cowan,
1975).

Algumas das espécies desse género,
principalmente E. oleifera, E. purpurea e E. falcata,
exsudam um oOleo resina que é utilizado na medicina
popular de modo andlogo ao da copaiba, como
cicatrizante, antifungico e bactericida (Veiga-Junior
& Pinto, 2002). Uma revisdo recente realizada por
Leandro & Veiga-Junior (2012) revela que as classes
de substancias investigadas nesse género S&o:
terpenos, principalmente diterpenos de esqueletos
labdano (King & Jones,1955; Medina & De Santis,
1981; De Santis & Medina, 1987; Maillo et al., 1987;
Avila & Medina, 1993; Amusant et al., 2007) e
clerodano (Avila & Medina, 1991; Avila et al., 1992;
Avila & Medina, 1993); além de flavonoides (Braz-
Filho et al., 1973; Villeneuve e Vergnet, 1988; Royer
et al., 2010). O Unico sesquiterpeno relatado em
espécies do género Eperua é o (E)-cariofileno,
detectado no 6leo essencial de E. bijuga (Maia &
Andrade, 2009). Para esse sesquiterpeno tém sido
atribuidas varias atividades bioldgicas, tais como:
antitumoral (Loizzo et al., 2007; Goren et al., 2011),
imunomoduladora (Goren et al., 2011), anti-
inflamatéria (Passos et al., 2007), anestésica
(Ghelardini et al., 2001), prevencéo e tratamento de
colites (Cho et al., 2007) e antimicrobiana (Sabulal et
al., 2006).

As arvores da espécie E. duckeana sédo
conhecidas por “muirapiranga de folha miuda” (Silva
et al., 2004) ou “Pau-de-6leo” (Veiga-Junior & Pinto,
2002) e apesar de serem comuns na Amazdnia
Central, nunca foram estudadas quimica ou
farmacologicamente. O objetivo deste trabalho foi a
analise da composicao dos 6leos essenciais das folhas
e talos de Eperua duckeana coletada no Amazonas
além da avaliacdo da citotoxicidade em linhagens de
células tumorais de cancer de ovario (OVCAR-8),
glioblastoma (SF-295), colorretal (HCT 116) e
leucemia (HL-60).
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MATERIAIS E METODOS

Coleta do material

O material vegetal da espécie E. duckeana foi
coletado na Reserva Florestal Ducke em Manaus
(AM), em outubro 2009. Essa espécie foi identificada
durante o projeto “Flora da Reserva Ducke” (Ribeiro,
1999) do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia— INPA e encontra-se identificada e
catalogada e sua exsicata depositada no herbario do
INPA sob registro N° 230699.

Extracéo dos 6leos essenciais

O material vegetal (folhas e talos) foi seco a
temperatura ambiente e triturado em moinho de
facas. As amostras foram submetidas ao processo de
hidrodestilacio em extrator do tipo Clevenger
modificado por um periodo de 4h. Os O6leos
essenciais foram tratados com sulfato de sodio anidro
e conservados sob refrigeracdo até a analise. O
rendimento foi determinado pela relagdo da massa do
Oleo obtido e a massa do material vegetal seco
utilizado na extracao.

Analise dos Oleos essenciais e identificacdo dos
constituintes

A caracterizagdo cromatografica foi realizada em
cromatégrafo a gas Shimadzu® (CG 2010) com
detector de ionizagdo de chama (CG-DIC) usando
coluna CP-Sil 5 CB (100% dimetilpolissiloxano) da
Varian ®, com medidas de 15 cm x 0,25 mm e
espessura do filme de 0,25 um e em Cromatdgrafo
QP-2010 da Shimadzu® com detector por
espectrometria de massas (CG-EM) e coluna VF-
1MS da Varian®, com as mesmas medidas da analise
por CG-DIC. Conduzidas sob as seguintes condigdes:
0 gas hélio (He) foi utilizado como gas de arraste
com fluxo de 2,0 mL/min, a injecdo foi realizada em
modo split 1:10, a temperatura do injetor em 250 °C e
do detector em 290 °C. A programacdo do forno foi
60 °C a 240 °C a 3 °C/min. Na anélise por CG-EM foi
aplicada a técnica de impacto eletrdnico a 70 eV e
realizada sob as mesmas condic¢Oes utilizadas para
CG-DIC.

A identificagdo dos constituintes individuais
foi realizada por comparac&o dos indices de Retencéo
(IR) obtidos por CG-DIC com dados da literatura
(Adams, 2007) e por comparacdo dos padrbes de
fragmentacdo dos espectros de massas com os da
Espectroteca Wiley. Os Indices de Retencdo foram
calculados utilizando comparacdo dos Tempos de
Retencdo com os de uma série homologa de n-
alcanos (C9 a C22) na equacdo de Van den Dool &
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Kratz (Van den Dool & Kratz, 1963). As
concentracdes dos componentes foram calculadas
usando a é&rea dos picos individuais de cada
substancia no CG-DIC.

Ensaio de Citotoxicidade in vitro

A citotoxicidade dos 0leos essenciais foi determinada
pela conversdao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul
de formazan, como descrito por Mosmann et al.
(1983). Os oleos foram avaliados frente a 4 linhagens
tumorais humanas: OVCAR-8 (adenocarcinoma de
ovério), HL-60 (leucemia promielocitica), SF-295
(glioblastoma) e HCT 116 (carcinoma colorretal).
Essas linhagens, cedidas pelo Instituto Nacional do
Cancer dos Estados Unidos (NCI/EUA), foram
cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com
10% de soro fetal bovino e 1% de antibioticos,
mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5%
de CO..

Os Oleos essenciais dissolvidos em
dimetilsulféxido (DMSO) puro e estéril na
concentracdo estoque de 10 mg/mL foram diluidos
seriadamente em meio RPMI (0,09-50 pg/mL) e
adicionados a placas de 96 pocos (100 pL/poco)
contendo as células previamente plagueadas na
concentragdo de 0,1 x 10° células/mL para linhagens
OVCAR-8 e SF-295; 0,7 x 10° células/mL para a
linhagem HCT-116 e 0,3 x 10° células/mL para a
linhagem HL-60 . Depois de 72 h de incubagdo em
estufa a 37° C e 5% de CO, as placas foram
centrifugadas, o sobrenadante aspirado e foram
adicionados 150 pL de MTT 10% m/v por poco.
Apo6s incubacdo a 37° C por 3 h, as placas foram
novamente centrifugadas e aspiradas. O precipitado
foi ressuspendido em 150 pL de DMSO e foi feita a
leitura em Espectrofotdbmetro de placa DTX-880,
Beckman Coulter a A 595 nm. O quimioterapico
doxorubicina (0,01-0,58 pg/mL) foi usado como
controle positivo. O calculo das Clsy (concentracéo
inibitéria média capaz de provocar 50% do efeito
maximo) e seus respectivos desvios foram realizados
a partir da regressdo n&o-linear no programa
GraphPad Prism (Versao 6).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As extracbes dos 0leos essenciais de E. duckeana
forneceram rendimentos de 0,64% para as folhas e de
0,10% para os talos. Os 0leos apresentaram perfis
diferentes, principalmente no que diz respeito aos
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constituintes majoritarios. Os indices de reten¢do (IR)
e as porcentagens dos constituintes identificados nos
6leos essenciais estdo listados na Tabela 1.

Nos 6leos essenciais das folhas e talos foram
identificados 16 compostos (83%) e 19 compostos
(88%) da composicdo quimica  percentual,
respectivamente. Os  constituintes  majoritarios
identificados no Oleo das folhas foram (E)-
cariofileno (31,8%) e Oxido de cariofileno (25,7%),
enquanto que para o Oleo dos talos foram (E)-
cariofileno (34,5%) e germacreno D (25,9%). A
concentracdo do (E)-cariofileno nos talos foi
semelhante aos das folhas, entretanto, algumas
diferencas podem ser observadas na composicdo dos
dois 6leos. A concentracdo de germacreno D no 6leo
dos talos (25,9%) foi aproximadamente 20 vezes
maior que do Oleo das folhas (1,1%). Em
contrapartida, 6xido de cariofileno estd presente no
6leo das folhas em alta concentracdo (31,8%) e
ausente nos talos.

Além disso, o- humuleno (4,4% folhas e
3,9% talos), B-elemeno (4,0% folhas e 2,4% talos), a-
copaeno (3,6% folhas e 3,0% talos) e [-selineno
(3,3% folhas e 3,6% talos) foram identificados nos
dois Oleos em baixa concentragdo. Entretanto,
constituintes  como  a-bergamoteno  (1,4%),
alloaromadendreno (0,4%), &-selineno (1,3%), 6-
cadineno (3,3%) e a-cadineno (0,1%) foram
observados apenas no 6leo dos talos, enquanto que
oxido de cariofileno (25,7%) e valenceno (1,7%)
foram observados apenas no 6leo das folhas. Esta é a
primeira descrigdo da composic¢do quimica dos dleos
de Eperua duckeana na literatura.

A atividade citotoxica dos 6leos essenciais
das folhas e talos foi avaliada frente as linhagens de
células tumorais de céncer de ovario (OVCAR-8),
glioblastoma (SF-295), colorretal (HCT 116) e
leucemia (HL-60). Segundo critérios estabelecidos
pelo National Cancer Institute (NCI, USA), o valor
limite de C150 para extratos com atividade citotoxica
promissora ¢ de 30 pg/mL (Costa-Lotufo et al.,
2005). O oleo das folhas apresentou atividade
citotoxica moderada frente as células tumoral de
leucemia (Clso 27,86 pg/mL) e o 6leo dos talos
apresentou alta atividade citotoxica frente a HL-60
(Clso 4,33 pg/mL) e atividade moderada frente as
linhagens OVCAR-8 (Clsy 28,58 pg/mL) e SF-295
(Clso 26,13 pg/mL) conforme apresentado na Tabela
2.
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Tabela 1
Composic¢do quimica dos 6leos essenciais das folhas e talos de Eperua duckeana

Percentual (%0)

Constituintes IR* IR**
Folhas Talos
d-elemeno 0,7 0,7 1335 1335
a-cubebeno 0,5 0,7 1347 1345
ciclosativeno 1,2 0,4 1361 1369
a-ylageno 0,7 0,4 1368 1373
o, -COpaeno 3,6 3,0 1373 1374
-cubebeno 0,5 0,5 1387 1387
B-elemeno 4,0 2,4 1390 1389
(E)-cariofileno 31,8 34,5 1417 1417
y-elemeno 1,3 1,9 1431 1431
a -bergamoteno - 1,4 1434 1432
a-humuleno 4.4 3,9 1449 1452
alloaromadendreno - 0,4 1456 1458
germacreno D 1,1 25,9 1480 1484
B-selineno 3,3 3,6 1481 1489
d-selineno - 1,3 1491 1492
valenceno 1,7 - 1494 1496
a-muuroleno 11 0,7 1497 1500
d-cadineno - 3,3 1521 1522
a-cadineno - 0,1 1533 1537
germacreno B 1,8 3,2 1552 1559
oxido de cariofileno 25,7 - 1590 1582

TOTAL 83,3 88,3 - -
IR*: Valores de indice de Retencdo calculados; IR**: valores de referéncia (Adams, 2007).

Tabela 2
Atividade citotoxica in vitro dos 6leos essenciais das folhas e talos de Eperua duckeana frente
as linhagens tumorais humanas de leucemia (HL-60), adenocarcinoma de ovario (OVCAR-
8), glioblastoma (SF-295) e carcinoma colonretal (HCT-116)

*

Amostra Clso (pg/mL)*
(ug/mL) HL-60 OVCAR-8 SF-295 HCT-116
Folhas 27,86 30,15 38,15 48,51
(22,56 —34,40) (19,71-46,12) (32,08 —45,36) (43,42 —-54,21)
Talos 4,33 28,58 26,13 30,87
(250-7,49) (24,40-33,49) (21,44-31,85) (26,23 —36,34)
0,01 0,02 0,01 0,01

Doxorrubicina 501 002  (0,00-0,02)  (0,01-0,02)  (0,01-0,02)

Os dados originados de experimentos independentes e apresentados como valores de Cls, e
intervalo de 95% de confianca (1C95%) obtidos por regressédo nédo-linear.
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O oOleo essencial que mostrou atividade
citotoxica mais promissora foi o 6leo dos talos, em
especial para linhagem tumoral humana de leucemia
(Clso 4,33 pg/mL), enquanto que o Oleo das folhas
apresentou apenas atividade moderada para a
linhagem citada e também para as outras duas
testadas. De acordo com a composicdo quimica, 0
componente em maior concentragdo em ambos 0s
Oleos é o (E)-cariofileno (aproximadamente 30%),
porém como apenas o0 6leo dos talos mostrou alta
atividade, entdo, pressupbe-se que  outros
constituintes sdo 0s  responsaveis por tal
citotoxicidade. O germacreno D, como o0 segundo
constituinte majoritario do Oleo dos talos, pode
influenciar positivamente na atividade frente a
linhagem tumoral humana de leucemia (HL-60).

Diversos autores sugerem a presenga de (E)-
cariofileno como o responsavel pela atividade
antitumoral de 6leos essenciais. Silva et al. (2008)
estudaram o Oleo essencial das folhas de Casearia
sylvestris e mostraram uma citotoxicidade seletiva
contra as linhagens de células tumorais HelLa, A-549
e HT-29 e verificaram que 0s padrdes de pB-
cariofileno e a-humuleno mostraram citotoxicidade
similar aquelas apresentadas pelo éleo, indicando que
estes compostos podem ser 0s responsaveis pelos
efeitos toxicos que foram observados no Oleo
essencial.

A atividade citotdxica apresentada pelos
6leos de Eperua duckeana pode ser causada pelos
compostos majoritarios (E-cariofileno ou germacreno
D), pelo sinergismo entre eles ou com outras
substancias presentes no 6leo essencial que podem
atuar com efeitos aditivos, causando a inibi¢cdo do
crescimento das células tumorais.

CONCLUSAO

A composi¢do quimica e a atividade citotoxica dos
6leos essenciais das folhas e talos de Eperua
duckeana foram avaliadas. (E)-cariofileno (31,8%),
Oxido de cariofileno (25,7%) e a- humuleno (4,4%)
foram o0s constituintes observados em maior
concentracdo nos 6leos das folhas enquanto que nos
6leos dos talos os constituintes majoritarios foram
(E)-cariofileno (34,5%) e germacreno D (25,9%),
sendo que este 6leo apresentou promissora atividade
citotoxica frente as linhagens de células tumorais de
leucemia (HL-60). Esta é a primeira descricdo da
composicdo quimica e avaliagdo biolégica de 6leos
essenciais de Eperua duckeana.
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