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COMPOSIÇÃO QUÍMICA E ATIVIDADE BIOLÓGICA DO ÓLEO 
ESSENCIAL DAS FOLHAS DE Cinnamomum triplinerve      
(Lauraceae) 
 

 
RESUMO 

  
Os óleos essenciais são líquidos aromáticos extraídos de partes do material vegetal que 
por sua vez possuem compostos terpênicos que fazem parte do metabolismo secundário 
das mesmas e apresentam propriedades biológicas, entre elas atividade antibacteriana e 
antineoplásica, contemplando portanto, como objetivo desta pesquisa analisar a 
composição química e associá-la à atividade biológica do óleo das folhas da espécie 
Cinnamomum triplinerve, pertencente a família Lauraceae. O óleo essencial das folhas 
in natura da espécie Cinnamomum triplinerve, foram obtidos por hidrodestilação por 
arraste de vapor, em sistema Clevenger, com rendimento de 0,37%, sendo que a mesma 
apresentou como compostos majoritários os sesquiterpenos cariofileno e nerolidol, 
enquanto que a extração com folhas secas apresentou rendimento de 0,16%, e obteve 
em sua composição química o sesquiterpeno espatulenol, como componente majoritário.                         
Para essas análises químicas foram utilizadas técnicas cromatográficass.  No ensaio 
biológico antibacteriano, utilizou-se linhagens de 7 microrganismos sendo esses: as 
bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis e as bactérias 
gram-negativas Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorecens, Enterobacter 
aerogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae. As propriedades antimicrobianas 
do óleo essencial puro foram determinadas por triagem utilizando métodos de 
bioautografia direta, difusão em ágar e microdiluição em placas de 96 poços, tanto para 
folhas in natura quanto para o óleo essencial de folhas secas, aprensentando uma ação 
antibacteriana mais eficiente para folhas secas.  Foi realizado também atividade 
citotóxica com 9 linhagens tumoral  humanas, e 1 linhagem celular normal onde o óleo 
essencial de folhas in natura apresentou atividade para as seguintes linhagens testadas: 
U251 (glioma); 786-0 (rim); PC-3 (próstata); K562 (leucemia) dentre as quais, 
apresentou resultado inativo para as demais linhagens testadas. Para o óleo essencial de 
folhas secas da Cinnamomum triplinerve embora apresentando fraca atividade para 
células Ovcar 03, obteve-se um índice de seletividade de 3,6 vezes mais citotóxico para 
células de ovário do que para células normais HaCat. A amostra não apresentou 
citotoxicidade para as demais linhagens analisadas.  
 
Palavras-chave: óleos voláteis; canela fedorenta; citotóxico.  

 

viii 



 

Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul 
Unidade Universitária de Dourados 

Programa de Pós- Graduação em Recursos Naturais 
 

 Dezembro/2016 
 

9 

CHEMICAL COMPOSITION AND BIOLOGICAL ACTIVITY OF 
ESSENTIAL OIL OF THE LEAVES OF Cinnamomum triplinerve 
(Lauraceae) 
 

 
 

 ABSTRAT 
 The essential oils are aromatic liquids extracted from parts of the plant material that in 

turn have terpene compounds that are part of the secondary metabolism of the same and 
have biological properties, among them antibacterial and antineoplastic activity, 
contemplating, therefore, as objective of this research to analyze the chemical 
composition And to associate it with the biological activity of the oil of the leaves of the 
species Cinnamomum triplinerve, belonging to the family Lauraceae. The essential oil 
of the in natura leaves of the species Cinnamomum triplinerve, were obtained by 
hydrodistillation by steam drag, in Clevenger system, with yield of 0.37%, being that 
the same one presented displayed the major compounds the sesquiterpenos cariofileno 
and nerolidol, whereas the Extraction with dry leaves presented yield of 0.16%, and 
obtained in its chemical composition the sesquiterpeno espatulenol, as major 
component. Chromatographic techniques were used for these chemical analyzes. In the 
antibacterial biological assay, we used lines of 7 microorganisms: gram-positive 
bacteria Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis and gram-negative bacteria 
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorecens, Enterobacter aerogenes, 
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae. The antimicrobial properties of the pure 
essential oil were determined by screening using direct bioautography, agar diffusion 
and microdilution methods in 96-well plates for both in natura leaves and essential oil 
of dried leaves, demonstrating a more efficient antibacterial action for leaves Dried. 
Cytotoxic activity was also performed with 9 human tumor lines and 1 normal cell line 
where the essential oil of leaves in natura presented activity for the following tested 
strains: U251 (glioma); 786-0 (kidney); PC-3 (prostate); K562 (leukemia) among 
which, presented inactive result for the other tested strains. For Cinnamomum 
triplinerve dry leaf essential oil although showing weak activity for Ovcar 03 cells, a 
selectivity index of 3.6 fold more cytotoxic for ovary cells was obtained than for normal 
HaCat cells. The sample did not present cytotoxicity to the other strains analyzed. 

 
 Keywords: volatile oils; Stinking cinnamon; cytotoxic. 
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1. INTRODUÇÃO 
 A botânica tem sido muito utilizada, para a produção de novos fármacos em 
razão da vasta diversidade de espécies que apresentam características antimicrobianas, 
antioxidantes, antitumorais, entre outras, devido ao fato dos compostos sintetizados pelo 
metabolismo secundário das plantas apresentarem estas e outras atividades. Entre as 
classes de produtos naturais conhecidos por suas substâncias ativas, pode-se citar, por 
exemplo, compostos fenólicos, alcalóides, terpenos que estão presentes em diversas 
famílias de espécies vegetais1.  

Há muito tempo as plantas medicinais vêm sendo estudadas na tentativa de 
descoberta de novos princípios ativos2, sendo que as mesmas têm sido testadas no 
tratamento de doenças, a fim de diminuir as desvantagens trazidas pelo uso crônico de 
antimicrobianos sintéticos, tal como a resistência dos microrganismos aos antibióticos3. 

Entre as espécies que já foram estudadas quimicamente, poucas tiveram seus 
extratos testados em ensaios farmacológicos, em especial para as doenças que mais 
atingem a humanidade atualmente, principalmente as caracterizadas pela presença de 
bactérias e células cancerígenas4. 

As infecções bacterianas estão disseminadas pelo mundo, principalmente nos 
países subdesenvolvidos, e por isso os estudos sobre atividade antimicrobiana de plantas 
representam um grande desafio para a descoberta e identificação de novos fármacos2;5. 

Por se tratar de uma planta não reportada química e biologicamente na literatura 
até o momento, no presente trabalho foram desenvolvidos estudos com a espécie 
Cinnamomum triplinerve, a qual é conhecida popularmente como “canela fedorenta”, 
coletada no município de Mundo Novo-MS. O estudo visou contribuir com as pesquisas 
quimiotaxonômicas e biológicas e registrar as possíveis atividades presentes no óleo 
essencial de suas folhas, bem como a sua composição química da espécie. 
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2. OBJETIVOS 
 

2.1 Geral 
  Avaliar o potencial bioativo do óleo essencial das folhas de Cinnamomum 
triplinerve (canela fedorenta) e correlacionar estes dados com a sua composição 
química. 
 

2.2 Específicos 
 Extrair por hidrodestilação o óleo essencial das folhas de Cinnamomum triplinerve; 

• Avaliar o rendimento e determinar a sua composição química; 
• Avaliar atividades biológicas: antibacteriana, antineoplásica e citotóxica do óleo; 
• Fazer um estudo comparativo entre o óleo de folhas in natura e secas, de 

Cinnamomum triplinerve. 
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3. REFERENCIAL TEÓRICO 
  

3.1 Óleo essencial 
 
 Os óleos essenciais, também chamados de óleos voláteis ou etéreos, são líquidos 
aromáticos obtidos de material vegetal como flores, brotos, sementes, folhas, galhos, 
cascas, madeira, frutos e raízes 6; 7. 

Tais óleos caracterizam-se também por se apresentarem naturalmente com uma 
grande variedade de constituintes que, de forma quase exclusiva, podem ser divididos 
em duas classes, (monoterpenos e sesquiterpenos) com base na biossíntese de origem8. 

Os óleos essenciais e seus compostos têm recebido atenção especial, por se 
apresentarem como alternativas para novos fármacos, pois muitos desses óleos têm 
demonstrando ação antibacteriana, antifúngica, antimicótica, anti-helmínticos e anti-
séptica, além de propriedades antioxidante, antitumoral e anti-espasmódica e também 
como eficazes conservante de alimentos9. 

O mecanismo de ação dos óleos essenciais tem sido bastante discutido devido à 
quantidade e variedade de compostos químicos presentes o que dificulta a atribuição de 
uma ação específica para a atividade antimicrobiana10. 

Muitas espécies de plantas produzem substâncias ativas quando submetidas a 
condições de estresse, como uma reduzida disponibilidade de nutrientes no solo, pois 
em geral o princípio ativo está associado ao metabolismo secundário do vegetal que 
reflete adaptações a condições adversas ou mecanismos de defesa. Assim, a pesquisa 
com extratos, frações e óleos essenciais oriundos de espécies vegetais, visa uma 
possível aplicação dos princípios ativos no tratamento de infecções causadas por 
fungos, bactérias, parasitas ou vírus11.  
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3.1.1 Propriedades farmacológicas dos compostos presentes em óleos 
essenciais 
 Em 2000 Dorman & Deans, relataram que a maioria dos óleos essenciais 
provavelmente exercem efeito antimicrobiano, afetando a estrutura da parede celular 
bacteriana, desnaturando e coagulando proteínas12.  

Dentre os compostos terpênicos estão o cariofileno, nerolidol, -pineno, e β-
pineno 13; 14 sendo que, estes compostos fazem parte da composição química dos óleos 
essenciais das folhas de Cinnamomum triplinerve apresentados neste trabalho. 

O α-pineno possui aroma agudo e penetrante de pinho, sendo considerado 
também um dos principais compostos de odor ativo do óleo essencial de Citrus 
sudachi15. A esse composto também são atribuídos as seguintes descrições odoríferas: 
floral, erva e tipo madeira de cedro16. No que diz respeito à ação farmacológica,12 

estabeleceram que o α-pineno era uma substância inativa como agente bactericida se 
comparada ao seu isômero β-pineno. Para chegarem a essa conclusão testaram esses 
compostos terpênicos in vitro contra 25 diferentes bactérias, sendo nove gram-positivas 
e dezesseis gram-negativas. Entretanto, um estudo desenvolvido em 2007 mostrou que 
este composto é capaz de inibir determinadas cepas de bactérias gram-positivas 
(Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermides, Streptococcus pyogenes, 
Streptococcus pneumoniae) causadoras de endocardite infecciosa17. Em outro estudo 
mais recente18, foi demonstrado que o α-pineno também possui toxicidade altamente 
seletiva contra três cepas de Actinomadura madurae. Essas bactérias são responsáveis 
pelo micetoma actinomicótico (lesão inflamatória subcutânea granulomatosa crônica). 
Essa doença infecciosa ocorre principalmente em países tropicais e subtropicais19. Por 
último, ao α-pineno atribui-se ação inseticida20. 

Outro composto químico de importância em óleos essenciais é o β-cariofileno, 
que influi no aroma e possui diversas atividades biológicas onde são atribuídas 
diferentes propriedades farmacológicas, podendo ser empregado na medicina tradicional 
para o tratamento de diversas patogenias. Várias atividades biológicas são atribuídas a 
esse composto tais como: anti-inflamatória, antialérgica, antifúngica e 
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anticarcinogênica4; atividades antimicrobianas frente à Staphylococcus aureus e 
Candida albicans21, anestésica22 espasmolítica23 e antinflamatória24, ação espasmolítica, 
insetífuga, bactericida, antiedêmica e carcinogênica, sendo essas duas últimas, 
relacionadas também ao seu produto de oxidação, o óxido de β-cariofileno25;3; 89 .  

Para Peixoto et al26, o nerolidol é um sesquiterpeno de ocorrência natural 
encontrado em óleos essenciais de folhas de inúmeras variedades de plantas e flores,  
apresenta aroma amadeirado e de maçã27. Os pesquisadores avaliaram o impacto de uma 
mistura racêmica de nerolidol na fosforilação oxidativa das mitocôndrias isoladas de 
fígado de rato, eles examinaram o efeito do nerolidol nos índices respiratórios, e o 
potencial da membrana e a abertura da transição de permeabilidade do poro 
mitocondrial. Os resultados indicaram que o nerolidol aumenta a capacidade 
mitocondrial de acumular cálcio, diminuindo a susceptibilidade das mitocôndrias para a 
abertura dos póros de transição, sugerindo que este composto possa ser utilizado para 
prevenir o efeito deletério de alguns eventos oxidativos que ocorrem nas mitocôndrias26. 

Segundo Wattenberg29, esse composto apresenta propriedade antineoplásica, e 
também possui efeito inibidor do crescimento do Plasmodium falciparum, o agente 
causador da malária e de Leishmania amazonensis, causador da leishmaniose 
tegumentar americana28. 

O E-nerolidol encontrado no óleo essencial da planta Baccharis dracunculifolia, 
foi também citado como um composto de grande interesse da indústria de perfumes, em 
virtude de apresentar características favoráveis para atuar como fixador natural, 
fundamental na composição dos perfumes30. 

O óleo essencial da Baccharis dracunculifolia D C. é considerado perfume 
exótico sendo exportado como matéria-prima para confecção de perfumes e tem como 
componentes majoritários os sesquiterpenos E-nerolidol e espatulenol31. 

O nerolidol é aprovado pela agência reguladora Food and Drug (FDA) como um 
agente flavorizante utilizado em alimentos e mostra-se como o um agente 
antimicrobiano com espectro restrito29. Estudos como o de Gelinski et al32 relataram 
que o nerolidol não inibiu o crescimento de algumas bactérias gram-negativas como 



 

Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul 
Unidade Universitária de Dourados 

Programa de Pós- Graduação em Recursos Naturais 
 

 Dezembro/2016 
 

24 

Salmonella sp., Escherichia  coli, e Proteus sp. Porém bactérias gram-positivas como 
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes foram sensíveis, apesar da pequena 
inibição apresentada. Dessa forma, o nerolidol pode ser um composto de odor ativo 
importante para o aroma global dessa erva. No que diz respeito às ações farmacológicas, 
o nerolidol é capaz de aumentar a suscetibilidade de microorganismos a agentes 
antimicrobianos como, por exemplo, os antibióticos 33; 34; 35. 

Os compostos presentes nos óleos voláteis podem agir também na proteção 
contra predadores, como o β-ocimeno, epóxido de cariofileno e espatulenol que são 
repelentes de formiga cortadeira de folhas por impedirem o crescimento dos fungos 
utilizados na sua alimentação, o mentol e a mentona são inibidores do crescimento de 
larvas, e certos himenopteros que sequestram α e β-pineno de Pinus sylvestris para 
protegerem as suas larvas do ataque de formigas 36; 37.  

O composto espatulenol é um sesquiterpenóide oxigenado outro composto 
majoritário dos óleos que foram analisados, é mencionado por apresentar significativas 
atividades biológicas, sendo destaque importante para as propriedades antibacterianas e 
moderada atividade citotóxica38.  Destacando-se a presença de espatulenol, o qual tem 
revelado múltiplas atividades biológicas, tais como inseticida, citotóxica e 
antimicrobiana 39. 

O espatulenol, além de influir no aroma de muitos óleos de interesse comercial 
para a indústria de perfumes, possui propriedade antibacteriana e moderada atividade 
citotóxica contra células do tipo KB4. Ao aroma do espatulenol pode-se atribuir as 
descrições odoríferas de ervas, frutas, florais e mofo40. Seu limiar de odor em água é de 
12 µg L-1 e a concentração máxima já relatada para esse composto na camomila alemã 
foi de 7,4% de seu óleo essencial41.  

 

3.2 Família Lauraceae 
 

O nome Lauraceae é originado do gênero Laurus L., que em latim significa 
louro. Contudo a literatura indica que esse nome é oriundo de laus_louvor, em 
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referência as coroas de louro que eram oferecidas a heróis com louvor em atos de 
bravura42. 

Lauraceae Juss. pertencente à ordem Laurales43, possui distribuição pantropical 
sendo bem representada na América, Ásia tropical, Austrália e Madagascar e pouco 
expressiva no sul da África (Figura 1). Compreende cerca de 50 gêneros e 2.500-3.000 
espécies44. No Brasil, a família é reconhecida por 23 gêneros e 434 espécies, dos quais 
18 gêneros e 125 espécies foram citados para região Nordeste do Brasil45. Os óleos 
essenciais de Lauraceas possuem propriedades antimicrobianas na qual se destaca a 
grande ocorrência no Mato Grosso do Sul4. 

 
       Figura 1. Mapa geográfico do Gênero Cinnamomum 

                                    As Lauraceas são representadas por árvores ou arbustos, geralmente providas de 
óleos essenciais e aroma característico. A família vem sendo apontada como uma das 
mais representativas nos inventários florísticos e fitossociológicos realizados em áreas 
de florestas bem preservadas da porção sudeste-sul do país, tanto em número de 
indivíduo quanto em riqueza de táxons. Este fato corrobora hipótese de que as regiões 
Sudeste e Sul do Brasil sejam um dos principais centros de diversidade da família 
Lauraceae46 47. 

 Esta família por sua vez é uma das mais importantes produtoras de óleos 
essenciais com elevado potencial econômico e comercial, sendo de grande relevância na 
indústria madeireira, principalmente para mobiliários de luxo. Cabe ressaltar que 
fornece ainda, óleos essenciais e alcalóides empregados na perfumaria, cosmetologia e 
na fabricação de fármacos48. A família Lauraceae está presente em todo o território 
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Nacional, porém tem sido potencializados estudos no Estado de Mato Grosso do Sul, na 
qual vem se destacando a atividade biológica dos seus óleos essenciais49; 4. 

 

3.2.1 Gênero Cinnamomum 
 

O gênero Cinnamomum (Lauraceae) é constituido por aproximadamente 350 
espécies, muitas das quais produtoras de óleo essencial. O valor comercial dos óleos de 
Cinnamomum depende da espécie e da parte da planta utilizada50. 
   Este gênero se apresenta em várias regiões do mundo e vasta distribuição pelas 
Américas. No Brasil pode ser destaque em diversos biomas. Dentre as espécies 
pertencentes a este gênero pode-se destacar as Cinnamomum zeylanicum, Cinnamomum 
verum, Cinnamomum burmanni, Cinnamomum canphora e Cinnamomum cassia, estão 
entre as espécies estudadas recentemente que apresentam potencial antimicrobiano e ou 
citotóxico51;52; 53;4.           
              

3.2.2 Espécie Cinnamomum triplinerve 
 A Espécie Cinnamomum triplinerve (Ruiz Pav.), é conhecida popularmente 
como falsa congonheira ou canela fedorenta dependendo da região, que apresenta 
alguns sinônimos entre eles: Cinnamomum brasiliensis, Laurus triplinerves, Phoebe 
brasiliensis54. 

É uma árvore com grande distribuição pelas Américas, sendo que no Brasil pode 
ser encontrada na mata atlântica, amazonia e cerrado. É uma espécie de difícil 
identificação no campo, o que exige uma combinação de caracteres particulares para 
fazer uma identificação confiável54. 

Apresenta-se como árvore de grande porte podendo chegar a 10 m de altura, 
conforme evidenciado na Figura 2. 
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Figura 2. Árvore da espécie Cinnamomum triplinerve 

 Fonte: Arquivo pessoal, 2016 
 

 A espécie Cinnamomum triplinerve, ainda não tem descrita a composição 
química de seus óleos voláteis, o qual é objetivo deste trabalho juntamente com análises 
preliminares do potencial antimicrobiano, antineoplásico e citotóxico do óleo extraído 
das folhas dessa espécie da família Lauraceae.  

 

3.2.3 Farmacobotânica da Cinnamomum triplinerve “canela fedorenta” 
 Árvores monóicas, que apresentam-se com 7–10 m de altura, com ramos 

angulosos e pilosos com folhas alternas em todo o ramo, cartáceas, lanceolado, ovaladas 
a elípticas, medindo 7,5–12 × 3–5,5 cm, base cuneada, ápice agudo ou acuminado, 
padrão de nervação acródromo imperfeito, reticulado denso, domácias em tufos de pêlos 
nas axilas de nervuras secundárias. Inflorescência panícula axilar, apresentando suas 
flores monóclinas, tépalas subiguais, pubescentes com estames com anteras 
quadrilocelares, 1ª e 2ª séries com filetes evidentes, mais delgados que anteras, anteras 
triangulares, estames da 3ª séries com par de glândulas triangulares na base, anteras 
triangulares, 4ª série estaminodial bem desenvolvida triangular ou cordada. Ovário 
globoso, com fruto bacáceo, elipsóide, sobre cúpula pateliforme de margem simples, 
tépalas persistentes, caracteriza-se por apresentar ritidoma pardo-claro e casca de cor 
creme com lenticelas transversais, folhas com superfície abaxial papilosa, folhas 
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trinérveas com domácias na axila de nervuras secundárias, flores com anteras 
quadrilocelares, estaminódios da 4ª série triangulares ou cordados, e frutos bacáceos 
elipsóides sobre cúpula com tépalas persistentes47. 

 

3.3 Atividade biológica 
3.3.1 Atividade antibacteriana 
 Os microrganismos utilizados nos experimentos de avaliação da atividade 
antimicrobiana foram escolhidos por serem as bactérias empregadas rotineiramente para 
esse tipo de estudo, sendo também responsáveis por várias formas de infecções em seres 
humanos e adquirir, com mais frequência, resistência aos antimicrobianos55. 

As taxas de resistência bacteriana registradas nos hospitais têm sido crescentes, 
o que tem despertado a atenção e preocupação dos profissionais da saúde. Além disto, 
bactérias originárias de ambientes não hospitalares carreadoras de genes 
multirresistentes tornam as infecções bacterianas cada vez mais difíceis de serem 
tratadas, aumentando ainda os riscos para pacientes internados e imunossuprimidos. 
Além de permitir a sobrevivência em ambientes considerados tóxicos às bactérias, 
mecanismos de resistência podem contribuir com fatores de virulência, regulação da 
homeostase bacteriana e desintoxicação de metabólitos intracelulares. O surgimento e a 
disseminação de resistência bacteriana ocorrem por diferentes mecanismos 
normalmente relacionados à pressão seletiva e também devido ao uso incorreto de 
antibióticos56. 

Portanto, o uso de óleos essenciais para o controle de microrganismos vem 
sendo ampliado, devido principalmente à busca por substâncias alternativas para o 
controle dos mesmos contra resistência à antibióticos57. 

Os terpenóides e compostos fenólicos são os responsáveis pela ação 
antimicrobiana dos óleos essenciais, que possuem seu mecanismo de ação associado ao 
caráter lipofílico dos compostos, os quais se acumulam nas membranas, havendo perda 
de energia pelas células microbianas58. 
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Em 2000 estudos realizados por Dorman e Deans12 relataram que, a maioria dos 
óleos essenciais provavelmente, exerce efeito antimicrobiano, afetando a estrutura da 
parede celular bacteriana, desnaturando e coagulando proteínas. Nesse contexto, a 
exploração dos óleos essenciais forma um dos grupos de compostos naturais com maior 
potencial para o desenvolvimento de produtos para o controle de patogenias. 

Um dos pontos que o presente estudo pode contribuir está na possível descoberta 
de atividades biológicas de novos agentes, sendo de extrema importância 
principalmente no Brasil que oferece uma vasta biodiversidade. Desta forma, tais 
pesquisas podem contribuir significativamente no desenvolvimento de novos fármacos 
ou no conhecimento de agentes fitoterapêuticos através da busca de substâncias menos 
tóxicas e inviabilidade de resistência dos microrganismos patogênicos59; 60; 9. 

Um grupo de microrganismo distinto é o coliforme, bactérias gram-negativas, 
anaeróbias, facultativas, em forma de bastonetes. Também são conhecidos como coli-
aerogenes. Os critérios utilizados para identificação são a produção de gás proveniente 
da glicose e a fermentação da lactose com produção de ácido lático e gás carbônico. O 
grupo coliforme inclui espécies dos gêneros Escherichia, Klebsiella, Enterobacter e 
Citrobacter56. 

O gênero Escherichia consiste em cinco espécies, das quais a Escherichia coli é 
o mais comum e clinicamente importante. Este microrganismo está associado a uma 
série de doenças tais como meningite e gastroenterite61. 

As doenças mais comuns incluem bacteremia, osteomielite, pneumonia e 
septicemia. No entanto, a esta linhagem também provoca infecções gastrointestinal, 
respiratória, urinária e na pele. Sendo, portanto, um patógeno oportunista, isto significa 
que ele infecta um hospedeiro já enfraquecido. Ela também é uma bactéria nosocomial, 
o que significa que geralmente reside nos hospitais. Consequentemente, seus fatores de 
risco incluem internação hospitalar que duram duas semanas ou mais, cirurgia invasiva, 
visitas de terapia intensiva e uso de antibióticos56. 

Os Enterococcus faecalis são habitantes naturais do trato gastrointestinal dos 
seres humanos e animais, porém podem ser encontrados em outras partes da região 
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corpórea. Está entre as espécies mais importantes e principal causa de infecções 
oportunistas nos seres humanos, incluindo infecções urinárias, infecções de risco 
cirúrgico, queimaduras, feridas, bacteremia, endocardite e meningite neonatal são partes 
da vasta gama patogênica que esta linhagem pode causar. As infecções graves causadas 
por enterococo são difíceis de tratar devido à capacidade do organismo para resistência 
intrínseca a muitos antimicrobianos e a produção de enzimas extracelulares e toxinas 
que agravam a infecção62. Sendo assim, fatores de virulência contribuem para a 
patogênese causada por enterococos: a colonização e invasão nos tecidos do hospedeiro, 
a modulação do hospedeiro a imunidade, e a produção de enzimas extracelulares e 
toxinas, aumentam a gravidade da infecção63. Muitos fatores de virulência, tais como a 
proteína de superfície de enterococos sp, substância de agregação bem como, formação 
de cápsula e gelatinase, estão envolvidos na adesão bacteriana sobre as células 
hospedeiras  ou na formação de biofilme em superfícies abióticas no hospital64;65. A 
produção de biofilme no ambiente hospitalar tem um importante papel na patogênese de 
infecções por enterococos e também favorece o sustento da doença por causa da 
penetração restrita66; 62. 

O nome Staphylococcus origina-se do grego sthapylé que significa cacho de 
uvas, isso se deve ao fato de que os cocos gram-positivos são dispostos em cachos 
irregulares semelhantes a cachos de uva. O gênero Staphylococcus é constituído por 
cerca de 32 espécies sendo algumas patogênicas61. Staphylococcus aureus é a mais 
resistente de todas as bactérias patogênicas não formadoras de esporos, algumas cepas 
são produtoras de enterotoxinas termoestáveis, sendo considerado atualmente o maior 
causador de toxinoses, pois algumas cepas são capazes de produzir enterotoxinas, nas 
diferentes etapas de processamento dos alimentos67; 14. 

Em relação à linhagem bacteriana de Klebsiella pneumoniae compreende um 
grupo de bactérias gram negativas pertencente à família Enterobactereaceae, resistente 
aos carbapenêmicos68. Tal microrganismo é um importante patógeno, causador de várias 
infecções, incluindo pneumonias, bacteremia, infecções purulentas e urinárias, podendo 
ocorrer em ambientes hospitalares. Diferentes cepas de Klebsiella pneumoniae 
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mostram-se resistentes a ampicilina e aumentam a resistência a carbapenemos 
representando uma ameaça real entre as espécies. A mesma representa um aumento no 
dilema terapêutico devido a sua resistência prolongada e capacidade de disseminar 
rapidamente69. 

Infecções causadas por microrganismos multirresistente são difíceis de tratar, 
levando a uma mortalidade e morbidade significativa sem contar com um excessivo e 
prolongado tempo de hospital, ocasionando custos elevados. O aumento da resistência 
antimicrobiana representa uma séria ameaça em todo o mundo, especialmente, em 
relação a algumas linhagens gram-negativas. O uso excessivo e a utilização indevida de 
agentes antimicrobianos é o componente vital para o surgimento e propagação de 
microrganismos multirresistentes. Muitos estudos têm sido realizados para avaliar a 
associação entre antibiótico-consumo-resistência, neste quesito entram as fontes 
alternativas como fitoterapia como agente antibacteriano70. 

As bactérias estão aptas a viverem em ambientes com concentração de solutos 
muito menores que as do seu citoplasma graças à presença de um envoltório rígido, a 
parede celular. A parede celular das bactérias gram-negativas, possui composição 
química mais complexa que a parede celular das gram-positivas. Na maioria das 
bactérias gram-negativas representadas por Escherichia coli, a camada de 
peptídioglicano difere um pouco das apesentadas pelas bactérias gram-positivas: como 
não existem peptídios interligantes, tetrapeptídios, situados em planos paralelos ao 
polissacarídio, de modo a poderem ligar-se uns ao outros56 (Figura 3). 

Por sua vez a membrana externa constitui uma barreira protetora adicional, 
sendo que o caráter hidrofóbico dos fosfolipídios torna a membrana externa 
impermeável a várias substâncias, impedindo-as de atingir a célula gram-negativa com a 
facilidade que atingem a gram-positiva. Assim, as bactérias gram-negativas ficam 
protegidas de vários antibióticos. Algumas bactérias gram-negativas apresentam toxinas 
solúveis, geralmente proteínas, porém todas apresentam uma endotoxina, constituída 
pela porção lipídica, sendo que sua liberação ocorre quando a célula é lisada, tornando-a 
mais resistente70 (Figura 3). 
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Figura 3. Diferenças nas estruturas de bactérias gram-positivas e gram-negativas 
                

 

  

 
Fonte: ANVISA, 2007 71 

 
Guimarães et al afirmam que em decorrência da natureza complexa da parede 

celular das bactérias Gram-negativas, essas são mais resistentes à ação de antibióticos, 
que não são capazes de atravessar efetivamente a barreira lipídica da camada externa 
dessas bactérias, portanto, estes estudos corroboram com os resultados encontrados na 
presente pesquisa72. 
 Os métodos de triagem atualmente disponíveis para a detecção da atividade 
antimicrobiana de produtos naturais se dividem em três grupos, incluindo os métodos de 
bioautografia, difusão, e diluição. Os métodos de bioautografia e difusão são 
conhecidos como técnicas qualitativas vez que estes métodos servem para verificar a 
presença ou ausência de substâncias com atividades antimicrobianas. Por outro lado, 
métodos de diluição são considerados ensaios quantitativos, uma vez que pode 
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determinar a concentração inibitória mínima73;74. As atividades antimicrobianas 
relatados na literatura foram avaliadas com diversos conjuntos de metodologias, graus 
de sensibilidade, a quantidade de compostos testados e linhagens microbianas. 

Sendo assim, paralelamente, a busca de antimicrobianos de origem natural que 
apresentam atividade sobre grande espectro de microrganismos e que possam ser usados 
como alternativa aos antibióticos convencionais vem sendo despertado o interesse da 
classe científica, sobretudo nas moléculas de origem vegetal já que as plantas possuem 
elevado potencial de sintetizar substâncias químicas de defesa contra agentes 
patogênicos59;75 sendo, uma possível alternativa para os microrganismos resistentes. 

 
3.3.2 Interações medicamentosas de antimicrobianos 
 A farmacocinética estuda a atividade do antimicrobiano no interior do 
organismo a partir dos parâmetros de velocidade de absorção, distribuição e eliminação 
da droga e de seus metabólitos. Com os conhecimentos de farmacocinética e das 
características do microrganismo frente ao antimicrobiano, é possível adequar 
posologia, via de administração e intervalo entre cada dose, visando melhorar resultado 
terapêutico e, ao mesmo tempo, reduzir a probabilidade de desenvolver efeitos tóxicos 
potenciais76. 

A fitoterapia proporciona o tratamento de uma dada doença mediante o uso de 
plantas. Pode-se dizer então que a fitoterapia é uma terapêutica caracterizada pelo uso 
de plantas medicinais empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais2. 

Após a administração de dose padronizada de um antimicrobiano, sua 
concentração plasmática aumenta rapidamente, até atingir a concentração sérica 
máxima; depois disso, na medida em que se distribui entre os tecidos são eliminados ou 
metabolizados, sua concentração no sangue vai diminuindo progressivamente até se 
tornar nula. A concentração do antimicrobiano detectada no sangue antes da 
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administração da dose seguinte (respeitando o intervalo padronizado) corresponde 
à concentração sérica mínima76 como representado na Figura 4. 

 
Figura 4. Representação gráfica dada pela curva de concentração sérica-tempo sob o efeito do 
antimicrobiano no organismo. 

                        Fonte: ANVISA, 2008 76. 
  

Emitida pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), a RDC nº 
48, de 16 de março de 2004, classifica o medicamento fitoterápico como aquele obtido 
empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais. Essa RDC não 
considera medicamento fitoterápico aquele que inclua substâncias ativas isoladas na 
composição, nem as associações destas com extratos vegetais. A eficácia e segurança 
são validadas em levantamentos etno- farmacológicos de utilização, documentações 
tecno-científicas em publicações ou ensaios clínicos77. 

O tratamento das infecções bacterianas é baseado numa ação sobre o agente 
etiológico, através de uma interferência sobre mecanismos celulares essenciais a sua 
sobrevivência, bem como de uma ação corretiva ou supressora dos fatores predispostos 
à instalação do processo infeccioso. O uso de antimicrobianos necessita de critérios 
rigorosos, por conta dos efeitos colaterais produzidos pela grande maioria desses 
compostos. Vale ressaltar que as pesquisas têm revelado muitas substâncias possuidoras 
de ação inibitória sobre uma variedade de microrganismos78. 
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A atividade antimicrobiana de extratos vegetais é avaliada através da 
determinação de uma pequena quantidade de substância necessária para inibir o 
crescimento do microrganismo teste, esse valor é conhecido como Concentração 
Inibitória Mínima (CIM) um aspecto bastante relevante em determinação da CIM de 
extratos vegetal é a preocupação em relação a aspectos toxicológicos, microbiológicos e 
legais, pertinentes aos compostos naturais ou suas combinações60. 
  Os óleos essenciais constituem múltiplas moléculas variáveis e bioativas, agindo 
em células alvos diretamente na membrana citoplasmática. A ruptura e a permeabilidade 
da membrana celular levam à perda de funções celulares importantes, como homeostase 
iónica e cadeia de transporte de elétrons. Os óleos essenciais podem exercer efeitos 
citotóxicos em células carióticas bem como permeabilização de membranas 
mitocondriais externas e internas que leva a causa morte celular por necrose e 
apoptose79;9. 

O método de diluição é usado para determinar a concentração mínima de um 
agente necessário para inibir o crescimento de um microrganismo. Os procedimentos 
para determinar a atividade inibitória podem ser realizados pela técnica de diluição em 
caldo. Os agentes antimicrobianos são geralmente testados em diluições consecutivas, e 
a menor concentração capaz de inibir o crescimento de um organismo é considerado 
como concentração inibitória mínima80. 

A resazurina sódica é um corante azul indicador de óxido redução, onde a 
coloração azul é interpretada como inibição de crescimento, enquanto o 
desenvolvimento de coloração rosa indica presença de células viáveis. A menor 
concentração da droga que inibe o crescimento é considerada como Concentração 
Inibitória Mínima (CIM)78. 

Para Nascimento et al, os métodos  de atividade antimicrobiana (diluição e 
difusão) não são necessariamente comparáveis. Isto porque o método de diluição mostra 
ser o que melhor disponibiliza dados quantitativos, enquanto que, a difusão em ágar, se 
constitui em um método qualitativo. Os resultados obtidos por cada um desses métodos 
podem diferir devido aos fatores intrínsecos dos testes81. 
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A utilização estratégica para bioensaios, com as três metodologias abordadas no 
referente trabalho, para rastreamento de compostos antimicrobianos em misturas 
complexas, tais como os óleos essenciais constituem uma abordagem amplamente 
consagrada, ainda que bastante preliminar, por não fornecer o mecanismo de ação dos 
compostos testados8. Entretanto, dado o custo relativamente baixo se comparado a 
ensaios mais específicos, estas análises em conjunto são insuperáveis no contexto de 
triagem, sendo para tanto utilizadas para as amostras selecionadas no presente trabalho.  

3.4 Atividade antineoplásica e citotóxica 
 Neoplasia significa novo crescimento (NEO = novo, PLASIA = formação), é 
caracterizada como a perda do equilíbrio entre proliferação e morte celular formando 
assim, um emaranhado de células organizadas ou desordenadas, que constituem o 
tumor, onde este por sua vez está relacionado à tumefação da inflamação. A oncologia é 
a ciência que estuda os tumores e as neoplasias e os classifica como benignos ou 
malignos82. 

O câncer é uma palavra originada do latim que deriva do termo grego cracinus, 
que significa caranguejo, assim denominada a partir de observações morfológicas 
comparativas entre a capacidade de aderência da célula cancerígena e a obstinação de 
um caranguejo quando se agarra a algo, realizadas por Hipócrates em torno de 460-370 
a.C.83. Tem como característica essencial ser um conjunto de doenças celulares, 
ocasionada por acúmulo de mutações genéticas e ruptura dos mecanismos de regulação 
epigenética, que proporciona desvios nos mecanismos de controle dos processos de 
proliferação e diferenciação celular84;86. 

 O Gênero Cinnamomum está entre as plantas medicinais mais utilizadas com 
diversos efeitos bioativos. No entanto, pouca evidência tem sido relatada sobre o 
potencial efeito antitumoral. No sistema in vitro e in vivo, o tratamento com 
Cinnamomum cassia inibiu fortemente a expressão de fatores pro-angiogênicos e 
reguladores da progressão tumoral não apenas em linhagens celulares de melanoma 
como também no modelo experimental in vivo. Além disso, o tratamento com 
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Cinnamomum cassia aumentou a atividade antitumoral das células T CD8 +, 
aumentando os níveis de moléculas citolíticas. Pode-se concluir que atividade citotóxica 
do extrato de Cinnamomum cassia tem potencial para ser um medicamento alternativo 
em tratamento de tumores52. 

No teste de citotoxicidade baseado na coloração, as células são primeiramente 
submetidas a condições adequadas de crescimento têm sua intensidade quantificada que 
é diretamente proporcional ao número de células viáveis. Em seguida é feita a 
comparação desses resultados na presença ou ausência de uma substância-teste85. 

O ensaio de sulforodamina B detecta quantitativamente a proliferação e 
sobrevivência das células, a mesma se liga a componentes protéicos das células, ou seja, 
cora proteínas celulares fixadas pelo ácido tricloroacético (TCA), sendo independe do 
metabolismo celular. Este método permite a avaliação em diversos tipos de células 
neoplásicas, possibilitando a pesquisa de amostras com maior especificidade. Outra 
vantagem é a rapidez e a eficiência do método, que em poucos dias pode avaliar um 
número elevado de amostras87;111.  

 
3.4.1 Tratamento contra neoplasias 
 Atualmente o carcinoma é considerado o mais grave problema de saúde mundial 
embora, uma vasta diversidade de agentes antitumorais estejam disponíveis os efeitos 
colateriais graves e a toxicidade limitam suas aplicações. Recentemente a medicina 
complementar e alternativa (CAM) vem se tornando um tratamento eficaz para vários 
tipos de câncer86. 

Parte significativa da descoberta científica de drogas nas últimas décadas tem 
sido focada em agentes para prevenir ou tratar o câncer. O tratamento pode ser realizado 
por terapias sistêmicas (quimioterapia, terapia hormonal, terapia alvo e imunoterapia) 
ou local (cirurgia, radioterapia e fototerapia ou associações desses tratamentos)85. 

 O principal objetivo da quimioterapia contra o carcinoma é erradicar células 
neoplásicas sem prejudicar as células normais. Infelizmente, a ciência ainda não tem 
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meios disponíveis que minimizam esse critério, e o uso clínico dessas drogas exigem 
que os benefícios sejam controlados com a toxicidade na procura de um agente 
terapêutico favorável87;88. 

Uma revisão de Newman e Cragg88 apresentou uma lista de todos os fármacos 
desenvolvidos e aprovados pela FDA (Food and Drug Administration) entre os anos de 
1981 a 2006 e concluiu que um significativo número desses fármacos são produtos 
naturais produzidos por micro-organismos ou pela interação dele com o local em que foi 
isolado. 

Para o tratamento do câncer, estima-se que mais de 60% dos fármacos usados 
são provenientes de fontes naturais89; 88. Drogas como a Vincristina e vimblastina, 
isoladas da Catharantus rose88; 90 são exemplos de fármacos de origem natural 
utilizados em quimioterapia. A química de produtos naturais constitui uma das 
principais linhas de pesquisa na busca de novos agentes antineoplásicos 91; 92. 
  O OE tem atraído considerável interesse devido à diversidade de seus 
constituintes bioativos, os quais desempenham um importante papel na prevenção e 
tratamento do câncer93. Alguns estudos com óleos essenciais apresentam atividade 
antitumoral ou citotóxica comprovadas como a Croton regealiamus94, Cedrelosis 
grevei95, Guatteria hispida e Guatteria blepharophylla96, Lindera umbellata97, 
Guatteria pogonopus98, Lippia gracilis99, Xylopia laevigata100, Xylopia frutescens101 e 
Santureja intermedia102. Alguns constituintes isolados de OE apresentam atividade 
anticâncer comprovada como timol, carvacrol, α-terpineno, β-terpinoloeno, 1,8-cineol, 
mentona, isomentona, β-terpeneno, 4-terpineol, cariofileno e borneol93. 

 O Estado de Mato Grosso do Sul apresenta uma flora rica e diversificada, fonte 
de inúmeras espécies que podem ser exploradas na busca de novas substâncias com 
atividade biológica, com destaque para algumas espécies pertencentes às famílias 
Lauraceae, Annonaceae, Apocynaceae e Asteraceae.  Através de estudos 
biomonitorados podem-se proporcionar mecanismos em busca de novas substâncias 
bioativas, especialmente contra o câncer103; 104; 49. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1 Material botânico  
 As folhas de Cinnamomum triplinerve (canela fedorenta), foram coletadas no 
município de Mundo Novo situado no Estado de Mato Grosso do Sul, sob as 
coordenadas geográficas de: Latitude 23º56`48” e Longitude 054º 12´ 90” a 256.46 m 
de altitude como segue a Figura 5. 

 
Figura 5. Coordenadas Geográficas do ponto de coleta no Município de Mundo Novo-MS 

+ 
Fonte: Arquivo pessoal, 2016 

 
4.2 Material biológico 
  Visando analisar a ação do óleo essencial da folha da espécie Cinnamomum 
triplinerve frente a diversas linhagens bacterianas, foram selecionadas para a presente 
pesquisa as cepas, mostradas no Quadro 1.  

Para usos nos bioensaios estas bactérias foram reconstituídas em solução salina 
0,8% estéril, semeadas em meio de cultura Mueller Hinton e incubadas a 36ºC por 24 h. 
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Quadro 1. Cepas bacterianas empregadas nos bioensaios. CCBH- Coleção de Cultura Bacteriana de 
Origem Hospitalar, doadas pela Fundação Fiocruz; CCCD Coleção de Cultura Cepar Diagnóstica 
(comercial). 
 CEPAS Gram ORIGEM 

Pseudomonas aeruginosa - CCBH 17832  Klebsiella pneumoniae - CCBH  3450  Escherichia coli - CCBH 19557  Enterococcus faecalis + CCCD E  006  Staphylococcus aureus + CCCD S  007  Pseudomonas fluorescens - CCCD P 008  Enterobacter aerogenes - CCCD E 001  
    CCBH –Centro de Cultura de Origem Hospitalar – Fundação Osvaldo Cruz 
    CCCD – Centro de Cultura Cepar Diagnóstica 

 
4.3 Reagentes 
 

Na realização do teste de sensibilidade antimicrobiana por disco de difusão, 
foram utilizados antibióticos de uso clínico em forma de discos antimicrobianos 
comerciais conforme ilustrado no Quadro 2 a seguir: 

 
 
Quadro 2. Disco antimicrobiano comercial utilizado na técnica de disco de difusão em ágar 

ANTIBIÓTICO CONTEÚDO DO DISCO MARCA / DIÂMETRO 
CLORANFENICOL (CLO) 10µg CEFAR / 6,25mm 

 
Foram utilizados os seguintes reagentes, materiais e equipamentos como 

demonstrado nos Quadros 3, 4 e 5: 
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Quadro 3. Reagentes utilizados para a triagem antibacteriana 
REAGENTES MARCA LOTE 

Cloreto de Sódio P.A. 250g Dinâmica 582.17 
Meio de Cultura Müller Hinton 500g Kasvi 111.714.212 

Meio de Cultura Lúria Bertani Kasvi 012.215.213 
Tween 80 1000 Ml Vetec 110.347.6 

Resazurina sódica 5g Sigma MKBT 9691V 
Álcool ABS 1000 mL Dinâmica 553.67 

 
 

Quadro 4. Materiais utilizados para a triagem antibacteriana 
MATERIAIS MARCA LOTE 

Micropipeta vol 10-100 µL Kasvi 152.103 
Placa para cultivo de células 96 poços Kasvi 140.901-078 Anvisa Papel filtro qualitativo J Prolab 1B4E19 

Swab estéril por radiação gama Absorve 140.8P 
 

4.4 Equipamentos 
 
 

Quadro 5. Equipamentos utilizados nas análises 
EQUIPAMENTOS MARCA MODELO 

Agitador de tubos vórtex Phoenix AP 56 
Autoclave Vertical Phoenix Luferco AV-30 

Balança semi-analítica Weblaborsp L303i 
Contador de colônias Phoenix Luferco CP 600 plus 

Estufa de esterilização e secagem Marconi MA033 
Estufa de incubação 36º C DELeo HW4900 

Estufa de incubação Shaker 30ºC Solab SL222 
Paquímetro digital Insize 100.712.319.8 

 
4.5 Coleta e extração do óleo essencial 
 As extrações foram realizadas no laboratório de Química Orgânica da 
Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul (UEMS) na unidade de Naviraí-MS, por 
hidrodestilação em sistema tipo Clevenger conforme demonstrado na Figura 6. 
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 Foram realizadas diversas coletas das folhas da espécie Cinnamomum 
triplinerve, tanto in natura quanto as folhas secas e levadas ao laboratório, onde foram 
extraídos o óleo essencial por hidrodestilação até um volume suficiente para realização 
das análises químicas e bioógicas a serem desenvolvidas.  

As folhas in natura foram coletadas sob as mesmas coordenadas geográficas das 
folhas secas, vale ressaltar que estas encontravam-se em galhos da árvore sob o solo 
úmido e sombroso, conectados ao tronco da árvore caída, sendo assim folhas secas 
foram consideradas aquelas retiradas de galhos secos da própria matriz arbórea. 

 
Figura 6.  Extração do óleo essencial por hidrodestilação das A) folhas in natura de Cinnamomum 
triplinerve. B) folhas secas de Cinnamomum triplinerve. 

                     
                                                

Fonte: Arquivo pessoal (2006) 
 Para o cálculo de rendimento foi obtida a massa das folhas que teve uma       

variação entre 200g a 700g de material bruto (folhas secas e In natura), conforme cada 
amostragem de extração. 

O rendimento dos óleos essenciais foi calculado pela seguinte fórmula69: 
 

 %   ó  
  has   100 

A B 
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4.6 Análises cromatográficas 
 

4.6.1 Cromatografia gasosa com detector de ionização de chama (CG-
FID) 
 As análises das amostras foram realizadas em um sistema de cromatografia a gás 
SERIE II HP5890 equipado com um detector de ionização de chama (FID) utilizando 
uma coluna capilar de sílica fundida (ZB-5, 30 m/0,25 mm, espessura de filme 0,25 
μm). A temperatura do forno foi programada de 50 a 250 ° C a uma taxa de 3 ° C min-1, 
com temperaturas do injetor e do detector de 240 ° C e 250º, respectivamente. A razão 
de divisão foi (1:50). O volume injetado foi de 3,0 μL. 

 Preparou-se uma mistura de n-alcanos C7-C21 diluída em n-hexano para a 
determinação dos índices de retenção programados de temperatura. As amostras foram 
analisadas em solução de acetato de etila. Foram então adicionados padrões internos (n-
alcanos) a cada amostra para auxiliar na padronização dos tempos de retenção e as 
amostras analisadas novamente. 

 As concentrações dos constituintes voláteis foram obtidas por normalização da 
área de pico utilizando GC-FID operando em condições semelhantes à do GC-MS. Os 
compostos com concentrações iguais ou superiores a 0,1% foram considerados para 
quantificação. 

 
4.6.2 Cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa (CG-
MS) 
 A análise de CG-MS foi realizada no Complexo Multidisciplinar de Apoio a 
Pesquisa (COMCAPE) da Univrersidade Estadual de Maringá – UEM, em um 
cromatógrafo a gás acoplado a uma espectrometria de massa (CG-MS Thermo-
Finnigan, Focus DSQII), com um analisador de massa quadripolar, ionização por 
impacto de elétrons (70 e V), e amostrador automático modelo Triplus. 
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A análise foi realizda utilizando uma coluna capilar DB-5 (espessura de 30m x 
0,25 mm DI x 025µm). Utilizou-se o gás Hélio de grau 5.0 analítico como gás de 
suporte a uma taxa de fluxo de 1,0 mL min-1. A entrada foi operada em modo de divisão 
(razão 1:15) com volume de injeção de 2,0 µL do óleo diluído em acetato de etila.  
O programa de temperatura do forno utilizado foi 60ºC, 1ºC min e 3ºC min até 260ºC. 
As temperaturas do injetor, da fonte de ionização e da linha de transferência foram 
ajustadas até 260ºC.  
 A aquisição de dados foi realizada pelo Software Xcalibur 1.4 SRI. A análise 
dos dados foi realizada pela Biblioteca NIST MS Serach 2.0 

Em seguida, foram determinados os índices de retenção (RI) para todos os 
compostos. A identificação dos constituintes químicos baseou-se na comparação dos 
seus índices de retenção (IR) e espectro de massa com os obtidos a partir de amostras 
autênticas das bibliotecas Wiley e NBS / NIST e a publicada por Adams105. 

Além da biblioteca NIST foi realizado o cálculo do índice de retenção (IK), 
utilizando uma mistura de padrão de uma série homóloga de hidrocarbonetos C7- C30 
(Sigma-Aldrich). Foi utilizado o IK, que se deu através da fórmula, mostrada a seguir: 

 
Ik 100. n TR1 TR2   

3 2 100 
 
Em que: 
IK= índice de retenção de Kratzs 
n = número de carbonos do alcano que elui antes do pico de análise 
Tr1=tempo de retenção do pico em análise 
Tr2 = tempo de retenção do alcano que elui antes do pico em análise; 
Tr3= tempo de retenção do alcano que elui depois do pico base. 
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4.7 Atividade antimicrobiana 
4.7.1 Bioautografia direta 
 
 Esta é uma técnica qualitativa uma vez que dá a percepção de presença e/ou 
ausência de substâncias com agentes antimicrobianos. Na bioautografia direta o inóculo 
é inserido sobre a cromatoplaca de camada delgada (CCD) contendo a amostra, onde 
será observada a inibição do microrganismo, enquanto que a bioautografia indireta pode 
ser feita a eluição da amostra separando os compostos na sua respectiva ação74. 

Os ensaios de determinação da atividade antimicrobiana pelo método de 
bioautografia foram desenvolvidos pelo método direto. As amostras em solução foram 
aplicadas em CCD (comercial), em uma série de concentrações na faixa de 1,0 µL, 5,0 
µL e 10,0 µL para 10 mL de meio de cultura com um inóculo de 1,0 x 104. Para cada 
cromatoplaca foi aplicado um padrão com a maior concentração de 10,0 µL do 
antibiótico, polimixina B, de acordo com o microrganismo a ser testado. Para a 
realização do teste foram utilizadas placas de Petri (10 x 100 mm), sobre as quais foram 
depositadas as cromatoplacas com as amostras aplicadas, e 10,0 mL do meio de cultura 
adequado, estes já contendo a suspensão com microrganismo indicador. Após 
solidificação dos meios, as placas foram incubadas na posição invertida por 16 à 24 
horas, a uma temperatura de 30ºC para a Pseudomonas fluorecens e 36°C para as 
demais linhagens. Decorrido o período de incubação, as placas foram reveladas com 
uma solução aquosa de resazurina sódica a 0,01% (5mg mL-1). Foi incubada por mais 4 
h para revelação e posterior leitura dos halos de inibição, classificando-as em ativo ou 
inativo. 

 
4.7.2 Difusão em disco  
 Utilizou-se o método de difusão em disco de ágar adaptado e aceito pelo Food 
and Drug Administration (FDA) e estabelecido como padrão pelo National Committe 
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for Clinical Laboratory (NCCLS)106, para triagem de atividade antimicrobiana do óleo 
essencial de folhas secas e in natura pertencente à espécie Cinnamomum triplinerve. As 
culturas de bactérias foram preparadas inoculando placas Müller Hinton Ágar (MHA) 
comercial contendo os organismos de teste, e depois incubando as placas a 36ºC durante 
24 h. A turvação de cada cultura foi ajustada para uma densidade óptica semelhante ao 
de McFarland 0,5102. 

Para o ensaio de difusão em disco utilizou-se um disco de papel de filtro estéril 
(6 mm de diâmetro) impregnado com 5,0µL de óleo essencial e colocada sobre o 
inóculo contido na placa placa de ágar com uma ligeira pressão. Utilizou - se como 
controle positivo os discos de cloranfenicol (75 g/disco), e como controle negativo a 
água destilada esterilizada (5,0 µL). Todas as placas inoculadas foram incubadas a 36ºC 
durante 24 h, com exceção da linhagem de Pseudomonas fluorecens, incubada a 30º C 
por 24h. Após o período de incubação realizou-se a leitura do diâmetro dos halos 
formados nos discos através de paquímetro digital106;102.    

Para o ensaio de difusão em ágar foi aplicada a análise de estatística de 
variância, onde os dados relativos a esta atividade foram submetida aplicada à diferença 
entre as médias e calculado o desvio padrão entre as mesmas.                                             

 
4.7.3 Concentração Inibitória Mínima (CIM) 
 As culturas de bactérias foram preparadas pela inoculação em placas Müller 
Hinton Ágar (MHA), a partir das cepas liofilizadas comerciais, com auxílio de swab 
estéril foi retirada uma alíquota aqual foi inserida em 4,0 mL de solução salina, sendo 
que em seguida a mistura foi agitada em vortex por 10 segundos; com o mesmo swab, 
retira-se o excesso na borda do tubo e faz-se a inoculação em placas, incubando as 
mesmas a 36ºC durante 24 h. Após as 24 h foram retiradas de 4 a 5 colônias que foram 
inseridas na solução salina, sendo ajustada a turvação de cada cultura para uma 
densidade óptica semelhante à escala 0,5 de Mc Farland107;108. 
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Sendo assim, para as avaliações de CIM foram selecionadas as bactérias citadas 
no Quadro 1, onde foram submetidas a triagem utilizando o método de microdiluição 
em placas de 96 poços estabelecido pela National Committe for Clinical Laboratory 
(NCCLS)107 e adaptado de acordo com  Freire108.   

A suspensão bacteriana foi obtida em solução salina com turvação 
correspondente ao inóculo de 1 x 104 UFC/mL. Os óleos foram inicialmente diluídos em 
água destilada estéril, obtendo-se a concentração de 16%. Para obtenção dessas 
diluições considerou-se a densidade das substâncias igual a 0,9 g mL-1. Foram 
adicionados em tubos de vidro estéril: 0,8mL do óleo, 0,05 mL de Tween 80 e 4,2 mL 
de água destilada estéril. O conjunto foi agitado durante 5 minutos em agitador de tubos 
vórtex e a concentração final obtida foi de 144 mg mL-1 (16%). Em cada um dos poços 
das placas de microdiluição foram inseridos 100 µL de caldo Müller-Hinton, e seguida 
inseriu-se 100 µL da emulsão dos óleos para obtenção da concentração inicial de 8% 
(72 mg/mL-1) isto para a primeira linha da placa de microdiluição. Foi inserido 10,0 µL 
da suspensão bacteriana das linhagens dispostas no Quadro 1, para cada placa. As 
concentrações subsequentes dos óleos foram obtidas após diluição seriada na própria 
placa, partindo-se da concentração inicial de 8 % (linha A) até 0,625% (linha H), pela 
transferência de 100 µL do conteúdo do poço subsequente. Para poços da linha H foram 
dispensados 100 µL do conteúdo de modo a igualar o volume total dos poços. As 
análises foram realizadas em triplicata107. 

Foi realizado o controle de toxicidade do Tween 80 na concentração utilizada 
para emulsão, no intuito de verificar se este não apresentava atividade inibitória para a 
bactéria, assim como o controle do óleo para verificar sua esterilidade (óleo mais meio 
de cultura). Também foram realizados: como controle positivo uma suspensão 
bacteriana em solução salina com turvação correspondente a 0,5 da Escala McFarland 
acrescida de polimixina B (antibiótico comercial com ação inibitória para o 
microrganismo o estudado) e como controle negativo, uma suspensão bacteriana 
acrescida com mais meio de cultura. 
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As placas foram incubadas a 36ºC por 24h, com exceção da linhagem bacteriana 
de Pseudomonas fluorescens que tem seu crescimento ótimo a 30ºC no mesmo período. 
Para revelação dos resultados foi utilizada uma solução de resazurina sódica 0,01% a 
qual foi adicionada (30,0 µL) em cada cavidade e as placas incubadas por mais duas 
horas nas respectivas temperaturas de acordo com o microrganismo. 

 
4.7.4 Concentração Bactericida Mínima (CBM) 
 A CBM foi obtida por meio de semeadura, em ágar Müller-Hinton, de alíquotas 
de 10,0 µL das diluições correspondentes a CIM e duas imediatamente anteriores, dos 
conteúdos dos orifícios das placas de microdiluição. Essas concentrações imediatamente 
superiores a CIM são suficientes para demostrar o efeito bactericida dos produtos 
naturais, visto que o efeito bacteriostático foi determinado pela ausência de crescimento 
nos orifícios da placa de microdiluição. Após a semeadura, as placas de Petri foram 
incubadas a 36ºC por 24h. A CBM foi considerada a menor concentração que impediu o 
crescimento visível das bactérias ou permitiu a formação de até 3,0 UFC. Assim, as 
concentrações na qual se observou a formação de mais de 3,0 UFC, foram consideradas 
inibitórias ao crescimento bacteriano (CBM); enquanto nas concentrações em que se 
observou nulidade de crescimento ou menos de 3,0 UFC, foram consideradas 
bactericidas109;108. Todos os testes foram realizados em triplicata. 

 
4.8 Avaliação citotóxica antiproliferativa  
  Os ensaios citotóxicos foram realizados pelo Centro de Pesquisa de Produtos 
Químicos, Biológicos e Agrícolas (CPQBA) da UNICAMP, divisão de Farmacologia e 
Toxicologia em parceria com o professor Drº João Ernesto de Carvalho e sob a 
supervisão da pesquisadora Ana Lúcia Tasca Gois Ruiz. 
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4.8.1 Preparo das culturas celulares  
 

Para o teste de citotoxicidade foram utilizadas, as seguintes linhagens celulares 
tumorais humanas nas suas respectivas densidades de inoculação: glioma (U251: 5,0 x 
104), mama (MCF-7: 6,0 x 104), ovário resistente (NCI-ADR: 5,0 x 104), renal (786-0: 
5,0 x 104), pulmão (NCI-460: 4,0 x 104), próstata (PC03: 5,0 x 104), ovário (OVCAR03: 
7,0 x 104), colon (HT29: 4,0 x 104) e leucemia (K562: 6,0 x 104). Também foi utilizada 
uma linhagem não neoplásica de queratinócitos (HaCat). As células foram cultivadas 
em meio de cultura RPMI 1640, com 5% de soro fetal bovino inativado (SFB – Gibco), 
Penicilina: Estreptomicina (1000 μg/mL: 1000 UI/mL, 1 mL/L) e  à 37 ºC em atmosfera 
úmida com 5% de CO2.  
            Em placas de 96 poços foram depositadas 100 L cells/poço. Após 24h para 
estabilização das células as mesmas foram expostas aos óleos das folhas in natura ou 
secas nas concentrações de 0,25, 2,5, 25, e 250 g/mL em DMSO/RPMI at 37∘C, 5% de 
CO2 durante 48 h. Doxorubicina (DOXO) foi usada como controle positivo (0,025, 
0,25, 2,5 e 25 g/mL). A concentração final de DMSO (0,25%) não afetou a viabilidade 
celular. Foram semeadas células nas placas denominadas T0 (tempo zero; ou seja, antes 
da adição da amostra) e placas teste (após adição das amostras). Após 48h as células 
foram fixadas com ácido tricloroacético a 50% e o crescimento celular foi determinado 
pela quantificação espectrofotométrica a 540nm do conteúdo proteico celular usando 
sulforodamina B (SRB)112. A concentração que leva a inibição total do crescimento 
celular (TGI) (total growth inhibition) foi determinada por análise de regressão não 
linear usando a curva dose-resposta para cada linhagem celular no programa ORIGIN 
8.0 (Origin- Lab Corporation) 87; 111.  
 Com esse procedimento, será preparada também a placa T0 (tempo zero), que é 
uma placa com triplicata de suspensão celular de cada linhagem e triplicata de meio 
completo.  Estas placas (T0 e teste) ficam incubadas por 24h. 
 Após a incubação, será adicionado na placa teste, triplicata de 4 concentrações 
das amostras-teste (0,25, 2,5, 25 e 250 µg mL-1) que serão incubadas durante 48hs. No 
que se refere a T0, após o período de 24h, ela será levada para procedimento de leitura 



 

Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul 
Unidade Universitária de Dourados 

Programa de Pós- Graduação em Recursos Naturais 
 

 Dezembro/2016 
 

50 

(as placas teste também serão levadas para leitura, porém somente após o período de 
48h estabelecido).  

Para a realização da leitura das placas, seja T0 ou placa teste realizar-se-á o 
seguinte procedimento: 

O sobrenadante das cavidades da placa será aspirado, permanecendo apenas as 
células aderidas, ou seja, as viáveis. Será adicionado 100µL de ácido tricloroacético 
(TCA) 20% em cada cavidade e as placas permaneceram por 30 minutos a 4°C em 
repouso. O sobrenadante será descartado, e a placa lavada em água corrente e então 
seca. O próximo passo será a adição de 50 mL de SRB (sulforodamina B – Sigma, 
USA) 0,1% diluída em ácido acético 1%. 

 A placa ficará em repouso por 30 minutos em temperatura ambiente Conforme 
a figura 12 B. Após o tempo esperado, serão realizadas 5 lavagens com ácido acético 
1% para retirar o excesso de corante livre, e à placa seca adicionar-se-á 100µL de 
tampão Trizma Base (10mm, pH 10,5) (Sigma, USA) para solubilizar o corante ligado 
às proteínas de membrana das células fixadas. O resultado será obtido em absorbância 
em 540nm.  

Para realizar o procedimento de leitura de células não aderentes, ao final das 
48h, o meio de cada poço da microplaca de 96 poços será cuidadosamente removido e 
substituído por 0,20 mL de outro meio fresco MTT (concentração final 0,5 mg/mL). As 
placas serão recobertas por papel alumínio e mantidas novamente a 37°C durante 4 
horas.  

O meio será então removido e os cristais de MTT insolúveis, formazan, serão 
dissolvidos com 0,20 ml de DMSO e a absorbância determinada a 540 nm, O ensaio 
detecta células metabolicamente ativas e a leitura é feita em espectrofotômetro a 540 
em leitor de microplacas.     

Serão obtidas as absorbâncias das amostras-teste, controle negativo (CN), 
controle positivo (CP) e branco (Br) das amostras.  O Controle positivo da reação será a 
doxorrubicina (Europharma®) nas concentrações de 0,025, 0,25, 2,5 e 25µg mL-1. A 
porcentagem de crescimento de cada amostra-teste será calculada em programa Excel 
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2003/2007, utilizando-se as fórmulas segundo Monks et al87, e associando-se com os 
parâmetros de efeitos citostático ou citocida.  

A dose que inibe 10% do crescimento celular (TGI) foi determinada em 
programa para gráficos e análises de dados (Origin Versão 8.0). Segundo Fouche et al. 
2008 os valores de TGI podem ser divididos em quatro categorias: inativo (TGI > 
50µg/mL), fraca atividade (15 µg/mL < TGI < 50 µg/mL), moderada atividade (6.25 
µg/mL < TGI < 15 µg/mL) e potente atividade  (TGI < 6.25 µg/mL). 
 A partir dos resultados obtidos foi calculado o índice de seletividade (I.S.), o 
qual indica a seletividade da amostra entre uma linhagem neoplásica e uma normal.
 Assim, o índice de seletividade corresponde à divisão entre o valor da TGI da 
amostra na linhagem de células normais  HaCat e o valor da TGI de cada amostra na 
linhagens de células neoplásicas. (IS= TGI NIH/3T3 /TGI células neoplásicas) 85. 
 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
5.1. Rendimento dos óleos essenciais de folhas in natura e folhas secas 
de Cinnamomum triplinerve 
 

Pode-se perceber que o rendimento obtido para o óleo essencial, a partir das 
folhas in natura de Cinnamomum triplinerve, foi de 0,37%, apresentando um 
rendimento superior. Enquanto que o rendimento de (0,16%) foi obtido para óleo de 
folhas secas. 

Esta é a primeira descrição do rendimento do óleo essencial da espécie 
Cinnamomum triplinerve, o qual pode ser considerado baixo em relação a estudos de 
outras espécies da família Lauraceae (Tabela 1).  
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Tabela 1. Comparação do rendimento dos óleos essenciais de espécies de Lauraceae. 
Espécies Rendimento Referência 

Cinnamomum triplinerve (folhas in natura) 0,37% Presente trabalho, 2016 
Cinnamomum triplinerve (folhas secas) 0,16% Presente trabalho,2016 
Cinnamomum burmannii (folhas) 1,01% Kuspradini et al113 
Endlicheria citriodora (folhas) 4,29% Klenicy et al114 
Endlicheria citriodora (galhos) 2,25% Klenicy et al114 
Rhodostemonodapne parvifolia (folhas) 0,07% Alcântara et al4 
Rhodostemonodapne parvifolia (caule) 0,01% Alcântara et al4 
Cinnamomum zeylanicum (folhas) 0,40% Lima et al13 
Cinnamomum zeylanicum (galhos) 0,30% Lima et al13 
 

Variações no rendimento dos óleos, assim como oscilações em sua composição 
podem ocorrer por diversas condições tais como: sazonalidade, horário de colheita do 
vegetal, condições bioquímicas e fisiológicas intraplanta. Além desses fatores é 
necessário considerar o ciclo cirdadiano, disponibilidade de água e nutrientes para o 
bom desenvolvimento do vegetal14. 

 Os óleos de folhas in natura e seca da Cinnamomum triplinerve, demonstraram-
se promissores pelos seus principais constituintes químicos, havendo necessidade de mais 
estudos, inclusive filogenéticos, envolvendo outras procedências, e mais variáveis, 
para explicar a variabilidade no rendimento do óleo essencial115. 

 

5.2 Identificação da composição química do óleo essencial das folhas de 
Cinnamomum triplinerve 
5.2.1 Composição química do óleo das folhas in natura por CG-DIC 
 

 A análise por cromatografia em fase gasosa com detectores de ionização de 
chama (CG-DIC) e espectrometria de massas (CG-EM), possibilitou a comparação do 
perfil cromatográfico do óleo essencial das folhas de Cinnamomum triplinerve e de sua 
composição química. 
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Pode-se observar que alguns compostos sobressaíram-se nas análises de CG-
DIC, demonstrando a presença majoritária de quatro compostos, sendo o cariofileno e o 
nerolidol os que se destacam, identificado pelos seus respectivos índices e comparados 
com a literatura Adams105 e biblioteca Nist do programa de CG-EM. Conforme a Figura 
7 a seguir. 

 
Figura 7. Cromatograma (CG-DIC) do óleo essencial de folhas in natura de Cinnamomum triplinerve. 

 
 
5.2.2 Composição química do óleo das folhas secas (CG-DIC)  
 
 A análise de CG-DIC apresenta os compostos com seus tempos de retenção 
e abundância bastante semelhante aos de CG-EM, tendo como majoritário o composto 
sesquiterpeno espatulenol com 83,73% de abundância, conforme a Figura 8. 
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Figura 8. Cromatograma (CG-DIC) do óleo essencial de folhas secas de Cinnamomum triplinerve. 

 
 
5.2.3 Composição química do óleo das folhas in natura por CG-EM 
 
  Vinte e nove compostos voláteis foram identificados para o óleo de folhas in 
natura da Cinnamomum triplinerve com base nos seus espectros de massas, comparados 
com os da literatura e com e biblioteca eletrônica, e com seus índices de retenção, 
obtidos por comparação de tempos de retenção com hidrocarbonetos lineares (Tabela 2). 

A análise química de cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa 
(CG-EM) possibilitou a identificação de monoterpenos e sesquiterpenos na composição 
dos óleos essenciais. 

A maior diversidade de compostos se deve a classe dos sesquiterpenos, com 
predominância dos compostos cariofileno e nerolidol nas amostras das folhas in natura 
representado nas respectivas fórmulas estruturais, para monoterpenos, α-pineno e β-
pineno foram os principais constituintes químicos observados (Figura 14). Foram 
identificados os compostos voláteis com base nos espectros de massas, comparados à 
literatura Adams e índices de retenção105. 
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Conforme o cromatograma do óleo, apresentado na Figura 9, foi possível 
observar a diferença de composição no perfil cromatográfico. Os compostos 
majoritários monoterpênicos foram encontrados com tempo de retenção de 
aproximadamente 7,88 e 9,55, atribuídos como os monoterpenos α-pineno e β-pineno, 
sendo representado em percentual de 13,50% e 6,04% respectivamente, enquanto que os 
compostos majoritários da classe dos sesquiterpenos tiveram seus tempo de retenção 
28,95 e 38,85 e abundância de 17,38% e 24,56% respectivamente.  

As Figuras 10 a 13 mostram e exemplificam os espectros de massa dos 
compostos analisados, onde foram observados os respectivos picos em comparação com 
os espectros da biblioteca. Desta maneira e com a obtenção dos índices de retenção, 
atribuiu-se a identidade de cada composto. 

 
 

 Figura 9. Perfil cromatográfico do óleo essencial das folhas in natura de Cinnamomum triplinerve, 
obtido por CG-EM. 
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Figura 10. Espectros comparativos entre a amostra do composto monoterpeno, α-pineno, presente no 
óleo de folhas in natura (A) e o espectro da literatura NIST (B). 

 A 

 B 
 
Figura 11.  Espectros comparativos entre a amostra do composto monoterpeno, β-pineno, presente no 
óleo de folhas in natura (A) e o espectro da literatura NIST (B). 

 

 A  
 

 B 
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Figura 12. Espectros comparativos entre a amostra do composto sesquiterpeno, cariofileno, presente no 
óleo de folhas in natura (A) e o espectro da literatura NIST (B). 
 

A 
 
 

 B  
 
 
Figura 13. Espectros comparativos entre a amostra do composto sesquiterpeno, nerolidol, presente no 
óleo de folhas in natura (A) e o espectro da literatura NIST (B). 

 A  
 
 

 B 
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Figura 14.  Estrutura dos principais compostos identificados no óleo de folhas in natura de Cinnamomum 
triplinerve. 

cariofileno                              

OH

nerolidol   
O óleo essencial de folhas in natura de Cinnamomum triplinerve apresentou 

informações qualitativas e quantitativas, obtidas pela técnica de cromatografia gasosa 
acoplada à espectrometria de massas (CG-EM). Foram identificados 29 compostos dos 
constituintes como demonstrado na Tabela 2. 

 
Tabela 2.  Relação dos compostos identificados a partir de análise cromatográfica do óleo essencial de 
folhas in natura de Cinnamomum triplinerve obtido por CG-EM. 

  Composto Abundância % TRa IKc Adams 
1 α-Pineno 13,50 7,88 927 932 
2 β-Pineno 6,04 9,55 973 979 
3 β-Mirceno 0,69 10,01 986 988 
4 Cimeno <p> 0,01 11,48 1022 1022 
5 D-limoneno 0,71 11,66 1031 1024 
6 Ocimeno (Z) 0,01 11,98 1033 1032 
7 β-ocimeno (E)  1,18 12,43 1044 1044 
8 Copaeno 2,63 27,08 1371 1374 
9 β-bourboneno  0,28 27,40 1379 1387 
10 β-elemeno  1,60 27,70 1385 1389 
11 α-gurjuneno 1,50 28,40 1402 1409 
12 Cariofileno 17,38 28,95 1415 1417 
13 α-humuleno 2,07 30,41 1450 1452 
14 Allo-aromadendreno 0,01 30,59 1455 1458 
15 τ-muuruleno 2,41 31,25 1471 1478 
16 Germacreno-D 1,87 31,47 1476 1484 
17 Viridiflorene 3,81 31,87 1486 1496 
18 β-guaieno (cis) 0,01 32,06 1490 1490 
19 α-muuruleno 0,01 32,21 1494 1499 
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20 τ-cadineno 2,06 32,78 1508 N 
21 γ-cadineno 3,58 33,00 1514 1513 
22 Ocidentalol 0,18 34,23 1545 1548 
23 Nerolidol 24,56 34,85 1561 1561 
24 Espatulenol 0,01 35,27 1572 1577 
25 Epoxido-cariofileno 1,85 35,45 1576 N 
26 Globulol 0,71 35,62 1580 1590 
27 Ledol 0,71 35,95 1589 1602 
28 τ-cadinol 0,01 37,78 1637 1638 
29 α-cadinol 2,39 38,28 1651 1651 

TRa : tempo de retenção da amostra /IKc: índice de Kovats calculado/ Adams: Literatura de 
comparação/ N: Não encontrado  
5.2.3.1 Isômeros do sesquiterpeno nerolidol 

O sesquiterpeno nerolidol pode ser biosintetizado naturalmente nas suas quatro 
formas isoméricas (Figura 15). No óleo de Cinnamomum triplinerve este sesquiterpeno, 
que representa 24,56 % da composição do óleo das folhas in natura, teve sua 
configuração (E-nerolidol) determinada. Foi identificado através de índices de retenção 
(1561) e por CG-EM. Através destes dados podemos atribuir que o sesquiterpeno 
apresentado, trata-se do isômero E-nerolidol.  

 
Figura 15. Isômeros do nerolidol 

 

 .    
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5.2.3.2 Isômeros do sesquiterpeno cadineno 
O exemplo a seguir demonstra a utilidade dos dados relacionados aos índices de 

retenção. Pode-se verificar a aplicabilidade, os quais são importantes para definir a real 
estrutura dos sesquiterpenos que apresentam o esqueleto carbônico cadineno.  

No cromatograma da Figura 16, observa-se que os compostos com tempo de 
retenção 32,78 minutos e 33,00 minutos tratam-se de sesquiterpenos com esqueleto 
derivado do cadineno. Esta observação é baseada nos dados de espectrometria de 
massas dos compostos conforme demonstrado na Figura 17 e 18 A e B respectivamente, 
e por pesquisa e comparação com dados da NIST (biblioteca de espectros). 
 
Figura 16.  Cromatograma representando os compostos τ-cadineno 2,06% com tempo de retenção 32,78 
e o γ-cadineno 3,58% com tempo de retenção 33,00. 

 
 

Figura 17. Espectros comparativos entre a amostra do composto τ-cadineno presentes no óleo de folhas 
in natura (A) e o espectro da literatura NIST.  

 A 
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 B 
 

Figura 18. Espectros comparativos entre a amostra do composto γ-cadineno presentes no óleo de folhas 
in natura (A) e o espectro da literatura NIST. 

 A 

 B 
 

Existem vários compostos que apresentam esqueleto básico, como o cadineno e 
consequentemente grande similaridade nos seus espectros de massas, não sendo 
possível atribuir a identidade do composto baseado somente nesse espectro de massa. A 
dificuldade aumenta quanto se trata de isômeros, como é o caso dos cadinenos aqui 
estudados. 
  Assim, a informação que foi decisiva para atribuir a qual dos isômeros do 
cadineno se referia os picos (32,78 e 33,00 minutos) foi baseada nos seus índices de 
retenção. Foi verificado um índice de retenção de 1508 para o composto com tempo de 
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retenção de 32,78 e 1514 para o composto com tempo de retenção de 33,00 minutos. 
Desta forma, baseados nos índices de retenção, foram identificados os compostos τ-
cadineno e γ-cadineno, presentes na amostra, demonstrando que os índices de retenção 
podem ser decisivos na indicação de compostos isoméricos presentes em óleos 
essenciais (Figura 19). 
 
Figura 19. Estruturas dos sesquiterpenos τ –cadineno 2,06% e γ-cadineno 3,58% 

                                            τ-cadineno                                     γ-cadineno 
 
5.2.4 Composição química do óleo das folhas secas (CG-EM) 
 
 
 Foram identificados três compostos em CG-EM para o óleo de folhas secas da 
Cinnamomum triplinerve com base nos seus espectros de massas, em comparação aos 
da literatura e com Biblioteca eletrônica do equipamento de espectroscopia de massas e 
seus índices de retenção que foram calculados, obtidos por comparação de tempos de 
retenção com hidrocarbonetos lineares.  

Sendo que o espatulenol, de acordo com as Figuras 20 e 21 A e B foi o 
composto majoritário com abundância de 83,73% (Tabela 3). 
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Figura 20. Perfil cromatográfico do óleo essencial das folhas secas de Cinnamomum triplinerve obtido 
por CG-EM. 

  
O interesse no óleo de folhas secas se deve ao fato de apresentar o alto teor 

(73%) de espatulenol sendo observada sua estrutura na Figura 22, como componente 
majoritário, o que dificilmente é encontrado em outros óleos, nos quais o teor deste 
sesquiterpeno é menor como apresentado no óleo essencial de folhas in natura (0,01%). 
Alguns picos com baixa abundância referem-se ao restante da composição, e não foram 
analisados.  

 
Tabela 3. Lista dos compostos obtidos a partir de análise cromatográfica do óleo essencial de folhas secas 
de Cinnamomum triplinerve obtido por CG-EM. 
 

  Composto Abundância 
% 

TRA IKC Adams105 

1 Espatulenol 83,73 34,06 1566 1577 
2 Òxido de cariofileno 3,5 35,16 1569 1582 
3 Verbenol (cis) 0,17 16,64 1143 1140 

Compostos listados por ordem de eluição em coluna DB5 por CG-MS 
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Figura 21. Espectros comparativos entre a amostra do óleo essencial das folhas secas (A) e o banco de 
dados da Literatura NIST (B), referente ao composto sesquiterpeno oxigenado espatulenol. 

 
A 

 
B 
 
Figura 22. Estrutura do principal compostos identificado no óleo de folhas secas de Cinnamomum 
triplinerve com abundância de 83,73% 

 
Espatulenol 

5.3 Resultados da triagem antibacterina do óleo essencial de 
Cinnamomum triplinerve. 

A triagem antibacteriana inicia-se com a técnica de bioautografia direta obtendo 
preliminarmente a sensibilidade dos óleos de Cinnamomum triplinerve, tanto para 
folhas in natura quanto para folhas secas. 
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5.3.1 Bioautografia direta do óleo essencial de folhas in natura  
 O ensaio com óleo de folhas in natura apresentou pouca difusão pelo ágar, 
sendo assim pode ter sido a razão pela qual os resultados obtidos desse óleo não 
apresentaram atividade antimicrobiana para esta técnica. 

 

5.3.2 Bioautografia direta do óleo essencial de folhas secas 
 O critério utilizado para interpretação dos resultados foi o aparecimento de 
zonas claras em torno das substâncias aplicadas na cromatoplaca de camada delgada 
(CCD), indicando a respectiva atividade antimicrobiana 116;74. 

As análises bioautográficas do óleo de folhas secas apresentaram-se com 
resultados consideráveis sensíveis (Ativos) na presença de 5 µL de óleo para as 
seguintes linhagens bacterianas  Enterococcus faecalis , Staphylococcus aureus  e 
Enterobacter aerogenes eviedenciado, enquanto que para as linhagens bacterianas de 
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas 
fluorescens foi considerado resistente (Figura 23). 
 
Figura 23. Resultados de bioautografia direta com formação de halos de inibição. A) Enterococcus 
faecalis; B) Staphylococcus aureus; C ) Enterobacter aerugenes. 

   
 

A B C 
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5.4 Disco de difusão 
 

5.4.1 Disco de difusão em ágar (halo de inibição) folhas in natura 
 

Realizou-se análise do óleo de folhas in natura por difusão em ágar na 
concentração de 1µL e 5 µL para verificar a melhor eficiência de ação antibacteriana do 
óleo. Pode-se observar que com 5 µL a ação foi maior para as linhagens gram-positiva 
de Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis  conforme as Figuras 23 A, B e C),  e 
para as gram negativas Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas fluorescens, sendo 
considerado sensível apresentando halo de inibição maior que 10mm de diâmetro 
considerando o disco 117 (Tabela 4). 

 
Tabela 4.  Atividade antibacteriana do óleo essencial da folha in natura de Cinnamomum triplinerve 
através de difusão em ágar (halo de inibição mm).  

Cepas 
bacterianas 

Gram Halo de 
inibição mm 

Padrão 
cloranfenicol 

Interpretação 

Enterobacter 
aerogenes 

- 0  27,26  R 
Enterococcus 

faecalis 
+ 12,6 +/- 0,37 29,52  S 

Staphylococcus 
aureus 

+ 14,6 +/- 0,53 24,65  S 
Escherichia coli 

 
- 7,4 +/- 0,47 30,45  R 

Klebisiela 
pneumoniae 

- 0  26,37  R 
Pseudomonas 

aeruginosa 
- 10,3 +/-0,46 12,39  S 

Pseudomonas 
fluorescens 

- 15,2 +/- 0,24 30,44  S 
      S- sensível / R- resistente n=3 
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Figura 24. Halo de inibição na concentração 5 µL A) Enterococcus faecalis B) Pseudomonas fluorescens 
C)  Staphylococcus aureus. 

   Fonte: Arquivo pessoal (2015) 

 
5.4.2 Disco de difusão em ágar (halo de inibição) folhas secas 
 

Para as análises realizadas com o óleo das folhas secas de Cinnamomum 
triplinerve (Tabela 5) apresentada a seguir, que o óleo apresentou-se sensível para as 
bactérias gram- positivas Staphylococcus aureus (Figura 25 A) e Enterococcus faecalis 
(Figura 25 B) confirmando a análise com a folha in natura, porém apresentou 
resistência para a linhagem de Pseudomonas aeruginosa, provavelmente devido aos  
seus compostos ou a composição sinérgica de todos eles. Apresentou resistência maioria 
das linhagens analisadas como: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e 
Pseudomonas aeruginosa que não apresentaram nenhum halo de inibição. 

Porém, Pseudomonas fluorescens e Enterobacter aerogenes apresentaram um 
halo de inibibição em torno de 8 mm. Entretanto neste trabalho foi considerado ativo 
somente aquelas em que o houve a presença de halo de inibição a cima de 10mm 
(Figura 25 C e D). 

 
 
 

 

A B C 
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Tabela 5. Resultado de atividade antibacteriana do óleo essencial da folha seca de Cinnamomum 
triplinerve através de difusão em ágar (halo de inibição mm). 

Cepas bacterianas Gram Halo de inibição 
Mm 

Padrão 
cloranfenicol 

Mm 
Interpretação 

Enterobacter aerogenes - 8,7 +/- 0,30 27,01 R 
Enterococcus faecalis + 12,5 +/- 0,21 28,36 S 
Staphylococcus aureus + 16,2 +/- 0,19 22,39 S 

Escherichia coli - 0 27,02 R 
Klebsiela pneumoniae - 0 28,00 R 

Pseudomonas aeruginosa - 0 15,20 R 
Pseudomonas fluorescens - 8,1 +/- 0,46 30,44 R 

             S- sensível R- resistente n=3 
 
Figura 25. Halo de inibição pelo método de difusão em ágar em concentração de 5 µL A) Staphylococcus 
aureus  B) Enterococcus faecalis C) Pseudomonas fluorescens D) Enterobacter aerogenes. 

                                           

A B
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                                            Fonte: Arquivo pessoal (2016) 
                

 
5.4.3 Atividade de Concentração Inibitória Mínima (CIM) do óleo 
essencial de folhas in natura 
 Estudos mostram que os óleos essenciais apresentam efeito bactericida e 
bacteriostático contra diferentes espécies de bactérias117; 6; 108. Entretanto, não há relatos 
quanto à ação de óleos essenciais de Cinnamomum triplinerve, sendo este um trabalho 
inédito frente às bactérias Enterobacter aerogenes, Enterococcus faecalis, 
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiela pneumoniae, Pseudomonas 
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens. 

A concentração inibitória mínima foi confirmada como positiva para o último 
orifício que apresentou coloração azul, indicando ausência de crescimento visível, em 
contrapartida, os orifícios que apresentaram coloração rosa indica a presença de células 
viáveis. 

 Os valores de CIM analisados demonstraram que o óleo da Cinnamomum 
triplinerve apresenta propriedades biológicas ativas frente à duas linhagens bacterianas 
das sete analisadas, sendo elas as Staphylococcus aureus e a Enterococcus faecalis 
(Figura 26). Os produtos naturais apresentam atividade antimicrobiana adequada 
quando sua concentração inibitória é inferior a 100 mg mL-1 53. A CIM do óleo essencial 
das folhas in natura da C. triplinerve apresentou atividade de 4% correspondente a 36,0 

D C 



 

Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul 
Unidade Universitária de Dourados 

Programa de Pós- Graduação em Recursos Naturais 
 

 Dezembro/2016 
 

70 

mg mL-1, indicando que para inibir o crescimento do microrganismo analisado 
(Sthaphylococos aureus) foi necessário 4% de amostra de óleo, correspondendo a 36,0 
mg mL-1 e para  Enterococcus  faecalis foi necessário  uma concentração de 8% de óleo 
correspondendo a  72,0 mg mL-1 (Tabela 6). 

 
Tabela 6. Resultados de atividade antibacteriana (MIC) do óleo essencial das folhas in natura de 
Cinnamomum triplinerve. 

Cepas bacterianas Óleo essencial 
mg mL-1 

Óleo essencial 
% 

Pseudomonas aeruginosa Sem ação Sem ação 
Klebisiella pneumoniae Sem ação Sem ação 

Escherichia coli Sem ação Sem ação 
Enterococcus faecalis 72,0 8,0 
Staphylococcus aureus 36,0 4,0 

Pseudomonas fluorescens Sem ação Sem ação 
Enterobacter aerogenes Sem ação Sem ação 

 
 
Figura 26. Atividade antibacteriana do óleo essencial das folhas in natura de Cinnamomum triplinerve 
pelo método de Microdiluição em placas de 96 poços A – Staphylococcus  aureus e B - Enterococcus 
faecalis. 

                                  
A B
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5.4.4 Atividade da Concentração Bactericida Mínima (CBM) do óleo 
essencial de folhas in natura 
 Conforme análise apresentada para concentração inibitória mínima CIM, foi 
verificada a concentração bactericida mínima CBM, sendo que a mesma foi considerada 
tanto bacteriostátca quanto bactericida para as linhagens de Enterococcus faecalis e 
Staphylococcus aureus sendo considerada atividade bactericida abaixo de 3,0 UFC 
(Figura 27). Em contrapartida as linhagens de Escherichia coli, Klebsiela pneumoniae, 
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens e Enterobacter aerogenes 
apresentaram- se resistente ao óleo indo de encontro com os resultados de CIM. 
 
 Figura 27. Concentração Bactericida Mínima frente à Staphylococcus aureus e a Enterococcus faecalis 
de folhas in natura de Cinnamomum triplinerve. 

        
 

5.4.5 Atividade da Concentração Inibitória Mínima (CIM) do óleo 
essencial de folhas secas 
  A ação do óleo de folhas secas apresentou uma atividade inibitória considerável 
sendo 2,25 mg mL-1 em relação as bactérias, Enterococcus faecalis, Staphylococcus 
aureus, uma vez que o limite estabelecido pela literatura é de até 100 mg ml-1 53, sendo 
necessário somente 0,25% do óleo essencial  para inibir o crescimento desses 
microrganismos (Figura 28). Este resultado é importante principalmente para S. aureus 
devido ao grande aumento da resistência de bactérias, em âmbito mundial (Tabela 7). 

 Considerando a atividade inibitória do óleo essencial de folhas secas do 
crescimento microbiano pode-se sugerir que tal atividade está relacionada à elevada 

C B A
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concentração de espatulenol (83,73%). Conforme relatos da literatura estão descritas 
atividades revelando múltiplas atividades biológicas, tais como inseticida, citotóxica e 
antimicrobiana 39. 
 
Tabela 7.  Atividade antibacteriana (CIM) do óleo essencial das folhas secas de Cinnamomum 
triplinerve. 

Cepas bacterianas Óleo essencial 
mg mL-1 

Óleo essencial 
% 

Pseudomonas aeruginosa Sem ação Sem ação 
Klebisiella pneumoniae Sem ação Sem ação 

Escherichia coli 2,25 0,25 
Enterococcus faecalis 2,25 0,25 
Staphylococcus aureus 2,25 0,25 

Pseudomonas fluorescens Sem ação Sem ação 
Enterobacter aerogenes Sem ação Sem ação 

 
 
Figura 28. Atividade antibacteriana do óleo essencial das folhas secas de Cinnamomum triplinerve pelo 
método de Microdiluição em placas de 96 poços. Da esquerda para direita Enterobacter aerogenes, 
Enterocococcus faecalis, Escherichia coli, e Sthaphylococcus aureus. 
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5.4.6 Atividade da Concentração Bactericida Mínima (CBM) do óleo 
essencial de folhas secas 
 

A Concentração Bactericida Mínima, foi de encontro com a com a CIM sendo 
então bactericida para as bactérias Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis com 
2,25 mg ml-1 e com apenas 0,25% de óleo essencial sendo considerado bactericida para 
ambos os microrganismos gram-positivos. As demais linhagens bacterianas formaram 
mais de 3,0 UFC o que não caracterizou atividade bactericida, como é o caso da 
Escherichia coli, que apresentou CIM, porém, não apresentou atividade para CBM, ou 
seja, foi considerada bacteriostática para Escherichia coli, porém não bactericida 
(Figura 29). 

 
Figura 29. Concentração Bactericida Mínima frente à Staphylococcus aureus e a Enterococcus faecalis 
de folhas secas. 
 
  
 
 
 

Fazendo um comparativo dos resultados apresentados para atividade 
antibacteriana pode–se observar que dentre as técnicas de triagem analisadas 
preliminarmente o ensaio de difusão em ágar apresentou o melhor resultado se 
comparado com a bioutografia direta, já que houve inibição do crescimento, halos acima 
de 10,0 mm de diâmetro106;110 mostrando-se sensível para Enterococcus faecalis e 
Staphylococcus aureus, ambas gram negativas e também para Pseudomonas 
aeruginosa, sendo esta uma gram-positiva entre as linhagens de bactérias testadas.  

Embora essa tenha sido a técnica com maior quantidade de microrganismos 
sensíveis, pode-se considerar que o método de microdiluição em caldo confirmou a 
atividade antimicrobiana, para as linhagens de Staphylococcus aureus e Enterococcus 
faecalis, o que demonstra uma maior resistência das gram-negativas provavelmente 
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devido a sua camada lipohidrofóbica, pois a alteração da permeabilidade da membrana e 
das paredes celulares das bactérias se deve ao caráter lipofílico dos óleos essenciais que 
se acumulam nas membranas, bactérias gram-negativas, possuem membrana externa 
rica em lipopolissacarídeos, formando uma superfície hidrofóbica. 

 Esse caráter cria uma barreira à permeabilidade das substâncias hidrofóbicas 
com os óleos essenciais, sendo uma provável explicação para a resistência das bactérias 
gram-negativas aos óleos essenciais12. 

Estudos como o de Gelinski et al32 relataram que o nerolidol não inibiu o 
crescimento de algumas bacterias gram-negativas como, Escherichia coli. Porém, houve 
sensibilidade para bactérias gram-positivas como Staphylococcus aureus. O que 
provavelmente tenha ocorrido com a ação do óleo essencial de Cinnamomum triplinerve 
através da composição do nerolidol (24,5%) como sendo um sesquiterpeno majoritário, 
contribuindo com a atividade em relação à Staphylococcus aureus.  

O β- cariofileno é um isômero que apresenta atividades biológicas entre elas: 
anticarcinogênicas, antioxidantes, antibacteriana conforme estudos realizados21; 23; 89.  
Pode-se então compreender que o óleo essencial de Cinnamomum triplinerve possui 
potencial farmacológico devido à concentração expressiva do mesmo (17,38%), na 
composição química de Cinnamomum triplienerve in natura. 

O óleo essencial de folhas secas de Cinnamomum triplinerve tem como o 
composto majoritário o espatulenol, encontrado principalmente nos indivíduos Ocotea 
nectandrifolia pertencente à família Lauraceae assim como neste estudo em 
Cinnamomum triplinerve pode estar relacionado à atividade antimicrobiana. 

 Levando em consideração que fatores extrínsecos como temperatura, umidade e 
caracteírticas do solo, podem influenciar na composição química desses óleos, a 
atividade biológica mais intensa pode ser confirmada por este fato, uma vez que ao estar 
diretamente ligada ao tronco os metabólitos secundários devido ao estresse sofrido 
podem ter intensificado os compostos, principalmente o espatulenol com abundância de 
83%. 
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5.4.7 Atividades antiproliferativa e citotóxica do óleo essencial de 
folhas in natura. 
 

Conforme a Tabela 8 o óleo essencial de folhas in natura da espécie 
Cinnamomum triplinerve apresentou fraca atividade em 5 linhagens testadas e foi 
inativo nas demais adotando-se o critério proposto por Fouche et al (2008)119. 

A partir das atividades antimicrobianas encontradas para os óleos essenciais de 
folhas in natura, foi importante conhecer a citotoxicidade frente a células normais, onde 
foi constatatdo um valor de TGI igual a 62µg/mL, não apresentando assim toxicidade 
para células normais e indicando potencial uso em testes clínicos.  

O resultado em células HaCat (62 µg/mL) também permitiu o cálculo do índice 
de seletividade em relação a linhagem de células leucêmicas, que embora com fraca 
atividade 27,5 µg/mL, nesta última, mostra que o óleo foi 2,3 vezes mais seletivo para 
linhagem neoplásica. 
 
Tabela 8. TGI (µg mL-1) – Resultados de atividade  antineoplásica e citotóxica do óleo essencial de 
folhas in natura de Cinnamomum triplinerve. 

  2 M A 7 4 P O H K Q 
Doxo 0,83 9,8 >25 13,1 12,9 4,9 5, 5 >25 3,4 9,1 

Cinnamomum triplinerve 
(In Natura) 

40,5 
 

57,4 68,6 45,2 61,7 45,6 50,6 52,5 27,5 62 
Linhagens tumorais humanas: 2 = U251 (glioma); m = MCF-7 (mama); a = NCI-ADR/res (ovário com 
fenótipo de resistência a múltiplos fármacos); 7 = 786-0 (rim); 4 = NCI (pulmão); p = PC-3 (próstata); o = 
OVCAR-03(ovário); h= HT29(cólon); k =K562 (leucemia). 
Linhagem não tumoral humana: q = HaCat (queratinócitos imortalizados). 
TGI = concentração (em µg/mL) necessária para inibir totalmente a proliferação celular. 

  
A presença de alguma atividade em especial frente a células leucêmicas 

provavelmente pode estar relacionada ao composto nerolidol presente e maior 
abundância no óleo de folhas in natura. Uma relação entre composição química e 
atividade antiproliferativa é evidente, pois o hidrocarboneto terpênico nerolidol é 
considerado um agente antiproliferativo. A sua evidência na composição poderia manter 
a atividade para a maioria das células, porém, promoveu propriedades específicas para 
células leucêmicas K 562. Entretanto, Houghton et al87 descreveram que pela análise 
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dos constituintes químicos dos óleos essenciais não é possível afirmar que o 
componente majoritário é o que realiza a atividade biológica em estudo. Assim, o efeito 
pode ser atribuído a um constituinte em menor proporção, como pode ser o caso do 
sesquiterpeno cariofileno 17,38 % encontrado também no óleo essencial de folhas in 
natura, ou de um sinergismo entre os compostos existentes no óleo.  
 

5.4.8 Atividades antiproliferativa e citotóxica do óleo essencial de 
folhas secas 
 

Os resultados citotóxicos apresentados pode-se observar segundo Fouche et al 
uma fraca atividade em células de ovário 20,9 µg mL-1 (Tabela 9). Porém foi 
estabelecido um índice de seletividade de 3,6 sendo mais citotóxico para células de 
ovário OVCAR 03 do que para células HaCat normais humanas. 
 
Tabela 9. TGI (µg mL-1) – Resultados de atividade antineoplásica e citotóxica do óleo essencial de folhas 
secas de Cinnamomum triplinerve. 

  2 m A 7 4 P o H K q 
Doxo 0,82 >25 9,9 1,7 2,6 2,0 <0,025 >25 9,2 0,026 

Cinnamomum 
triplinerve 

(folhas secas) 
160,2 120,2 189,7 > 

250 
62,3 140,3 20,9 95,3 53,4 75,6 

2 = U251 (glioma);  m = MCF-7 (mama); a = NCI-ADR/RES (ovário com fenótipo de resistência a 
múltiplos fármacos); 7 = 786-0 (rim); 4 = NCI-H40 (pulmão, tipo não pequenas células); p = PC-3 
(próstata); o = OVCAR-03 (ovário); h = HT29 (cólon); k = K562 (leucemia). Linhagem não tumoral 
humana: q = HaCat (queratinócitos imortalizados). 
 
 A espécie Cinnamomum triplinerve até o momento não foi reportada à literatura 
sua composição química e repectiva atividades biológica, pode ser observado um óleo 
promissor, em relação a atividades antibacterianas, sendo propostos futuros estudos para 
confirmar tais observações, contudo, o isolamento dos compostos e seus estudos tem 
grande potencial para abrir novas perspectivas no sentido de desenvolver um 
antimicrobiano eficaz podendo ser usado no tratamento de doenças infecciosas por 
microrganismos, como a linhagem de Staphylococcus aureus, associados a infecções de 
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pele, uma vez que foi confirmada a ação na triagem realizada com óleo de 
Cinnamomum triplinerve tanto em folhas in natura quanto em folhas secas. 
 

6. CONCLUSÃO 
                O óleo essencial de Cinnamomum triplinerve coletada no Estado de Mato 
Grosso do Sul foi obtido a partir de folhas in natura e folhas secas, apresentando 
rendimentos das amostras de 0,37% e 0,16% respectivamente. 
 Houve grande diferença entre a composição química dos óleos. No óleo obtido 
de folhas in natura observou-se a presença de monoterpenos e sesquiterpenos, enquanto 
que o óleo de folhas secas notou-se a presença exclusiva de sesquiterpenos. 

Os principais compostos identificados no óleo essencial de folhas in natura 
foram os monoterpenos α-pineno (13,5%), β-pineno (6,04%) e os sesquiterpenos E-
nerolidol (24,5%) e cariofileno (17,38%). Sendo que no óleo de folhas secas foi 
identificado a presença de espatulenol com 83,73% de abundância. 

Os ensaios antimicrobianos (MIC e Difusão em ágar) evidenciaram o potencial 
de inibição dos óleos. Os melhores resultados foram obtidos para concentração 
inibitória mínima (MIC) com o óleo de fohas secas com valores de 2,25 mg/mL-1 com 
ação frente às bactérias Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis. O espatulenol 
provavelmente contribui para este melhor desempenho de inibição bacteriana, quando 
comparam-se os diferentes óleos. 

Quanto às atividades citotóxicas o óleo extraído de folhas in natura de 
Cinnamomum triplinerve obteve-se citotoxicidade para as linhagens de glioma (40,5 
µg/mL-1), rim (45,2 µg/mL-1), prótata (45,6 µg/mL-1), ovário (50,6 µg/mL-1) e leucemia 
(27,5 µg/mL-1), sendo que para células leucêmicas K 562 este óleo foi 2,3 vezes mais 
citotóxico do que para células HaCat normais humanas. Entretanto, o óleo de folhas 
secas obteve-se atividade para células de ovário (20,9 µg/mL-1) com índice de 
seletividade de 3,6 para esta linhagem de Ovcar 03 em relação à células HaCat normais 
humanas. 
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Vale ressaltar que plantas medicinais fazem parte do embasamento 
argumentativo em relação à importância da atividade citotóxica para preservação de 
ecossistemas, portanto, a espécie de Cinnamomum triplinerve pode estar entre as 
espécies de Lauraceas em ascensão do ponto de vista biológico, sendo potencial para 
descobertas de novos fármacos.  
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8. APÊNDICE 
8.1 Cromatograma identificado por CG - DIC por tempo de retenção 
dos compostos. 

 
  8.2 Cromatograma identificado por CG - DIC por abundância dos 
compostos. 
 

  
 


