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RESUMO

A atividade biolégica dos Oleos essenciais (OEs) de muitas espécies de género
Eugenia (Myrtaceae) tem sido reportada na literatura, tais como antioxidante,
anticolinesterasica, antibactericida e antifingica. No entanto, estas atividades podem
ser afetadas pela sazonalidade, a qual promove mudancas na composi¢cao quimica.
Neste sentido, este estudo objetivou a avaliagdo sazonal dos compostos volateis das
folhas de Eugenia uniflora, quimiotipo curzereno, e suas atividades antioxidantes. O
material botanico foi coletado em Belém (PA, Brasil) durante os periodos do inverno e
do verdo Amazonico (outubro/ 2017 — setembro/2018). Os OEs foram obtidos por
hidrodestilacao e analisados por Cromatografia gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM) e a aquisicdo dos dados climatoldgicos (temperatura, umidade
relativa, radiacdo solar e precipitacdo acumulada mensal) foi realizada no site do
Instituto Nacional de Meteorologia. Para a avaliacao da atividade antioxidante utilizou-
se 0 método do sequestro dos radicais livres DPPH. O rendimento médio dos OEs
durante a estacdo seca foi 1,4 + 0,6% e na estacdo chuvosa 1,8 + 0,8%. O
sesquiterpeno oxigenado curzereno foi o composto principal durante os periodos do
estudo anual com quantidades de 42,7% e 40,8% nos periodos seco e chuvoso,
respectivamente. A analise estatistica multivariada da composicdo quimica
apresentou alto nivel de similaridade (46,58%) entre as amostras. Além disso, os OEs
exibiram inibicdo dos radicais DPPH com valores médios de 55,0 + 6,6%. A variacado
sazonal ndo afetou o rendimento médio e teor de curzereno do 6leo essencial, e

também teve pouca influéncia em sua composicao quimica e potencial antioxidante.

Palavras-chave: Volateis, sesquiterpeno, fatores climaticos, DPPH.



ABSTRACT

The biological activity of essential oils (EOs) of several species of Eugenia (Myrtaceae)
genus have been reported in the literature such as antioxidant, anti-
acetylcholinesterase, antibacterial and antifungal activities. However, these activities
can be affected by seasonality which promotes changes in the chemical composition.
In this sense, this study aimed the evaluation seasonal of volatile compounds from
Eugenia uniflora leaves, chemotype curzerene, and their antioxidant activity. The plant
material was collected in Belém (PA, Brazil) during the periods of the Amazonian
Winter and Summer (October/2017-September/2018). The EOs were obtained by
hydrodistillation and analyzed by Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry
(GC-MS) and the acquisition of climatological data of the collection site. The EOs yields
during the dry season (1.4 + 0.6%) did not display a statistical difference in comparison
to the rainy season (1.8 = 0.8%). The oxygenated sesquiterpene curzerene was the
main compound during all periods of the annual study with amounts of 42.7% and 40.8
% in the dry and rainy period, respectively. The multivariate statistical analysis of
chemical composition showed a high similarity level (46.58%) among the samples.
Also, the EOs exhibited inhibition of DPPH radicals with average values of 55.0 + 6.6%.
The seasonal variability did not affect the oil yield and curzerene content of the oils,

and also have a low influence on its chemical composition and antioxidant potential.

Key-words: Volatile, sesquiterpene, climatic factors, DPPH.
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1 INTRODUCAO

Os Oleos essenciais (OEs) séo utilizados desde as civilizagbes antigas como
cosméticos, remédios, em rituais religiosos e na culinaria (VIEIRA, DIAS e LEONEL,
2016). O interesse por esse produto natural é crescente devido suas diversas
propriedades bioldgicas que vao desde bactericida a antioxidante, e por essa razao
possuem aplicagdes em varios setores industriais (BAKKALI et al., 2008).

As inimeras propriedades bioldgicas que os OEs possuem sdo consequéncia
de seus constituintes quimicos complexos, geralmente da classe dos terpenos
(SANGWAN et al.,, 2001; ANDRADE et al.,, 2014). Para a aplicacdo dos Oleos
essenciais, é importante a caracterizacdo quimica, pois a composicdo pode variar
entre individuos de uma mesma espécie botanica. Essas variagcbes devem-se a
ocorréncia de diferentes quimiotipos, de acordo com a adaptacdo da planta ao
ambiente circundante ou seu desenvolvimento (CHAMORRO et al., 2012).

Dentre as espeécies ricas em Oleo essencial, destacam-se os taxons de
Myrtaceae pertencentes ao género Eugenia devido grande numero de pesquisas
sobre as atividades antioxidante, anti-acetilcolinesterase (FEITOSA et al., 2017),
antibacteriana (LAWAL et al., 2016) e fungicida (RAHIMIFARD et al., 2008) de seus
Oleos essenciais.

Eugenia uniflora L. conhecida popularmente como ginja ou pitangueira, €
utilizada por comunidades tradicionais contra diversos sintomas como: colica, dor
abdominal, dor nas articulacdes e nauseas. Além disso, sdo atribuidas aos 6leos
atividades como hipotérmica, antinociceptiva e antimicrobiana (STEFANELLO,
PASCOAL e SALVADOR, 2011; VENDRUSCOLO, RATES e MENTZ, 2005).

Com base nestas informacgdes, o0 objetivo deste estudo foi avaliar as variagoes
sazonais da composicdo quimica dos Oleos essenciais de E. uniflora, quimiotipo

curzereno, e sua atividade antioxidante.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a influéncia dos fatores climaticos sob o rendimento, composicdo quimica e
atividade antioxidante do Oleo essencial da espécie Eugenia uniflora L., quimiotipo
curzereno.

2.2 ESPECIFICOS

- Analisar variacbes quantitativas e qualitativas dos compostos majoritarios

provenientes do estudo sazonal,

- Analisar estatisticamente a composi¢cao quimica dos volateis por analise hierarquica

de agrupamento (HCA) e andlise dos componentes principais (PCA);

- Avaliar a atividade antioxidante dos 6leos essenciais pelo método de sequestro do
radical DPPH.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 OLEOS ESSENCIAIS

Os oOleos essenciais (OEs) s&do substancias volateis, liquidas, naturais,
imisciveis em substancias polares e que apresentam um forte odor. S&o considerados
metabolitos secundarios sintetizados pelas plantas arométicas, e responsaveis pelo
sabor e aroma. Na planta, apresentam importantes fungdes como: protecao contra
bactérias, fungos e virus, e podem também atrair insetos para favorecer a polinizacao
ou repelir os indesejaveis (BAKKALI et al., 2008; TISSERAND e YOUNG, 2014).

Além disso, os OEs possuem outras caracteristicas fisico-quimicas como baixa
estabilidade na presenca de ar, luz, calor, e umidade, propriedades o6pticas, e em sua
maioria, apresentam a coloracdo amarelada ou incolor. A composi¢do quimica dos
OEs é complexa, seus principais constituintes sdo derivados terpénicos e
fenilpropanoides. Dentre as diferentes classes quimicas presentes nos OEs estdo os
hidrocarbonetos (monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos), aldeidos, cetonas,
ésteres, furanos, lactonas, entre outras (SANGWAN et al., 2001; SIMOES e
SPITZER, 2007).

E possivel extrair OEs de diversos 6rgéos das plantas: flores, folhas, frutos,
raizes, cascas dos caules e sementes. As estruturas vegetais secretoras destes
volateis variam de acordo com a familia botanica, tais como pelos glandulares
(Lamiceae), células idioblastos (Lauraceae, Piperaceae, Poaceae), canais oleiferos
(Apiaceae) ou em cavidades lisigenas ou esquizolisigenas (Pinaceae, Rutaceae)
(SIMOES e SPITZER, 2007; TISSERAND e YOUNG, 2014). Em relacio aos métodos
de extracdo, os mais utilizados séo enfloracdo, expressao (prensagem), extracado com
solvente, CO2 supercritico, arraste por vapor d’agua e hidrodestilagdo (BUCKLE,
2003). Porém, independentemente do tipo de extracdo, o rendimento em Oleo
essencial ao final da extragédo geralmente é muito baixo quantitativamente (SILVEIRA
et al., 2012).

Diversos fatores influenciam na composi¢ao quimica e no rendimento dos 6leos
essenciais como 6rgdo da planta, fatores ambientais (clima, solo, temperatura),
estresse hidrico e periodo de coleta, esses séo ditos parametros intrinsecos. Outros

parametros que podem afetar o 6leo qualitativamente e quantitativamente sdo o0s
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extrinsecos que incluem o método e tempo de extracdo e armazenamento do material
botanico (DUARTE et al., 2018; LI, FABIANO-TIXIER e CHEMAT, 2014).

A aplicacdo de OEs esta sendo cada vez mais difundida como alternativa a
substancias sintéticas em produtos farmacéuticos, alimenticios, agrondémicos,
cosmeéticos e sanitarios. Tal fato se deve as propriedades biologicas, algumas
conhecidas desde a antiguidade, tais como bactericida, fungicida, citotoxica,
inseticida, antiparasitéria, anti-inflamatéria, analgésica e antioxidante (BAKKALI et al.,
2008; BHARDWAJ, ALOK e KHANNA, 2013; SCHMIDT, 2010).

3.2 FATORES QUE INTERFEREM QUALITATIVAMENTE E
QUANTITATIVAMENTE O OLEO ESSENCIAL

A composicao quimica do 6leo essencial e o rendimento podem ser afetados
por fatores fisioldgicos, ambientais e geograficos (FIGUEIREDO et al., 2008). Alguns
desses fatores estao ilustrados na Figura 1.

Figura 1. Fatores que podem influenciar na producao dos metabolitos secundarios

@ Ritmo circadiano

indice pomom&sco
Sazonalidade Radiacdo UV

& N //zmr

s Herbivoria e
Alaque de patégenos
/./

Fonte: Gobbo-Neto e Lopes (2007).

Dentre os fatores fisioloégicos estdo inclusos: desenvolvimentos de 06rgaos
(flores, folhas, raizes), ciclo de atividade dos polinizadores, tipo de estrutura secretora
e agressfes mecanicas ou quimicas (FIGUEIREDO et al., 2008). Segundo Gobbo-
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Neto e Lopes (2007) a idade, o desenvolvimento da planta e dos 6rgdos vegetais
podem influenciar ndo s6 a quantidade total de metabdlitos produzidos, mas também
as proporgoes relativas dos componentes da mistura.

Quanto aos fatores ambientais diversos, estudos afirmam que o clima, solo,
deficiéncia de nutrientes, estacdes do ano, variacdo sazonal, forma de plantio,
adubacdo, uso de agrotoxicos, irrigacéo, tempo e condicdes ambientais, ataque de
patégenos e irradiacdo-UV podem afetar a composi¢cdo quimica dos OEs (AKULA;
RAVISHANKAR, 2011; RIBEIRO et al., 2018).

Com relacdo a influéncia das variacbes geograficas no rendimento e
composicdo dos volateis, existem inimeros exemplos da existéncia de quimiotipos
distintos/ragas quimicas para varias especies. As variacdes nos 6leos essenciais de
Zingiber officinale, Myristica fragans (FIGUEIREDO et al., 2008) e Psidium guineense
(FIGUEIREDO et al., 2018) de diferentes origens podem ser dadas como exemplos.

O conhecimento dos fatores de influéncia no Oleo é importante para a
otimizacdo das condicdes de cultivo para obter OE de alta qualidade que atendam as
exigéncias do mercado. Além da importancia comercial, as possiveis mudancas
também na composicdo dos OEs podem ser usadas como ferramentas
guimiotaxondmicas (FIGUEIREDO et al., 2008).

3.3 BIOSSINTESE DOS MONOTERPENOIDES E SESQUITERPENOIDES

Os OEs sdo constituidos principalmente de derivados terpenoides ou
fenilpropanoides (SIMOES e SPITZER, 2007). No geral, os terpenoides s&o
predominantes e compdem uma classe de produtos naturais com cerca de 40.000
compostos encontrados na natureza (THOLL, 2015). O esqueleto desses compostos
é formado por unidades isoprénicas (2-metilbutano), comumente condensadas por um
mecanismo de jun¢do denominado “cabeca-cauda”, como ilustrado na Figura 2 (p. 16)
(LUDWICZUK, SKALICKA-WOZNIAK e GEORGIEV, 2016).
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Figura 2. Terpenos oriundos da juncdo das unidades de isoprenos

Cs hemiterpeno cabeWuda

2-metilbutano 7
2-metil-1,3-butadieno

(isopreno)
C,40 monoterpeno Mﬁfb
cabeca

2,6-dimetiloctano

C45 sesquiterpeno */\/k/\/k/

2,6,10-trimetildodecano (Farnesano)

C, diterpeno )\/\/L/\/L/\)\/

2,6,10,14-tetrametilhexadecano (Fitano)

G2 sestertarpenc )\/\)\/\)\}Id\a)\/\)\/

cabeca
2,6,10,14,18-pentametilicosano

cauda

C3 triterpeno
cauda Y\/Y

2,6,10,15,19,23-hexametiltetracosano (Esqualeno)

C,o tetraterpeno

cauda

y,y-caroteno

Fonte: Adaptado de Breitmaier (2006).

Os terpenos sdo classificados de acordo com o numero de unidades
isoprénicas. Os hemiterpenos constituem a classe mais simples, com apenas uma
unidade isoprénica; os monoterpenos contém duas unidades isoprénicas (C10); os
sesquiterpenos (trés unidades isoprénicas, C15); diterpenos (quatro unidades
isoprénicas, C20); sesterterpenos (cinco unidades isoprénicas, C25); triterpenos (seis
unidades isoprénicas, C30); tetraterpenos (oito unidades isoprénicas, C40) e ainda os
politerpenos com mais de oito unidades isoprénicas (BREITMAIER, 2006). Dentre as
classes dos terpenoides, a classe dos diterpenos raramente ocorre nos OESs, ja as
classes dos sesterterpenos, triterpenos e tetraterpenos nao ocorrem (TISSERAND e
YOUNG, 2014).

Os terpenoides sédo produzidos a partir da condensacdo do difosfato de
isopentenila (IPP) e do difosfato de dimetilalila (DMAPP), seu isémero alilico
(TISSERAND e YOUNG, 2014). Por muito tempo pensou-se que o IPP fosse derivado
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somente da rota biosintética do acido mevalénico (MVA), porém foi descoberta a
producdo de IPP por uma via diferente, a rota do fosfato de metileritritol (MEP)
(BOUREAU et al., 2013).

A via do MVA consiste na formacdo do &cido mevaldénico a partir da
condensacéao de trés moléculas de acetil-CoA resultando no 3-hidroxi-3-metilglutaril-
CoA (HMG-CoA) que posteriormente é reduzido a acido mevalbnico. Para a formacao
do IPP, o &cido mavaldnico sofre duas sucessivas fosforilacdes nas hidroxilas
alcodlicas, seguida de descarboxilagéo e desidratacao. A formacao do DMAPP ocorre
a partir da incorporacédo de um préton em C-4 e remocéao do préton pro-R (Hr) de C-
2 pela enzima isomerase, como ilustrado na Figura 3 (DEWICK, 2009; THOLL, 2015).

Figura 3. Rota do mevalonato
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Fonte: Adaptado de Dewick (2009).

A via do MEP envolve o &cido piravico e o D-gliceraldeido-3-fosfato oriundos
da via glicolitica, com a finalidade de produzir 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXP) em
um processo mediado pelo difosfato de tiamina (TPP). DXP a partir de uma reagao

alddlica seguida de reacao alddlica reversa e reducgédo, é convertido em 2-C-metil-D-
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eritritol-4-fosfato. Etapas posteriores levam a formacéo do IPP e DMAPP, entretanto

essas etapas ainda ndo sdo bem elucidadas, como mostrado
2009).

Figura 4. Via do fosfato de metileritritol
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A condensacao das moléculas de IPP e DMAPP sdao catalisadas pelas enzimas

preniltransferases (isoprenil difosfato sintases). Assim é possivel a formacdo do
difosfato de geranila (GPP, Cao), difosfato de farnesila (FPP, Cis) e difosfato de geranil-

geranila (GGPP, C20), 0s precursores dos monoterpen
diterpenos, respectivamente como ilustrado na Figura 5 (p. 19)
BOUREAU et al., 2013).

0s, sesquiterpenos e
(SCHMIDT etal., 2010;
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Figura 5. Formacao dos precursores dos terpenos
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Fonte: Adaptado de Davis e Croteau (2000).

A ionizacdo seguida do ataque do grupo difosfato ou mudanca da
estereoquimica da dupla ligagcdo do GPP leva aos seus isdbmeros difosfato de linalila
(LPP) e difosfato de nerila (NPP). GPP e seus isbmeros formam cations ilustrados na
Figura 6 (p. 20). FPP origina o principal cation a-terpinila que a partir de ciclizacéo,
deslocamento de hidreto ou rearranjo gera a maioria dos esqueletos dos
monoterpenos (DEWICK, 2009; KUTCHAN et al., 2015).



Figura 6. Cations formados a partir do difosfato de geranila (GPP)
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As possiveis reacfes subsequentes ao cation geram a diversidade de

monoterpenos, alguns desses mostrados na Figura 7 (p. 21).
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Figura 7. Alguns monoterpenos formados a partir do cation a-terpinila
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Fonte: Adaptado de Davis e Croteau (2000).

A formacdo dos sesquiterpenos, assim como a dos monoterpenos, também é
a partir de cations, porém vindos do difosfato de farnesila (FPP). Devido a maior
cadeia carbonica e a presenca de uma ligacdo dupla a mais, quando comparado ao
GPP, a variedade estrutural dos compostos € maior (DEGENHARDT et al., 2009).

Alguns dos céations advindos do FPP séo ilustrados na Figura 8 (p. 22).



Figura 8. Cations formados a partir do difosfato de farnesila (FPP)
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Conforme Figura 9, a ciclizacdo do cation humulina seguida de desprotonacao
forma o B-cariofileno. Ja o deslocamento de hidreto do céation germacrila com
desprotonacdo subsequente gera o germacreno D. O germacreno A e B sao
produzidos a partir de desprotonac¢do. Enquanto germacrona é obtido a partir da
oxidacdo deste (DAVIS e CROTEAU, 2000).

Figura 9. Biossintese de alguns sesquiterpenos
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Fonte: Adaptado de Davis e Croteau (2000).

3.4 A FAMILIA MYRTACEAE E O GENERO Eugenia

A familia Myrtaceae compreende 145 géneros e 5970 espécies de arvores e
arbustos e encontra-se distribuida principalmente no hemisfério Sul, destacando-se
em diversos habitats na Australia e na América do Sul (Figura 10) (THE PLANT LIST,
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2013; WILSON, 2011). No Brasil, encontra-se representada por 23 géneros e 1029
espécies (794 endémicas) e com cerca de 14 géneros e 224 espécies no bioma
Amazonia (SOBRAL et al., 2015a).

Figura 10. Distribuicdo geografica de espécies de Myrtaceae

Fonte: Discover Life (2018).

Muitas espécies dessa familia destacam-se por seu grande potencial
econdmico, evidenciado pela exploracdo da madeira (Eucalyptus) e utilizacdo como
plantas ornamentais (Callistemon, Verticordia, Leptospernum). Além disso, a familia
possui uma grande variedade de frutos comestiveis como jambo (Syzygium
malaccense), goiaba (Psidium guajava), guabiroba (Campomanesia xanthocarpa) e
ubaia (Eugenia patrisii) (MITRA et al., 2012) e ainda espécies produtoras de 6leos
essenciais, ricos em monoterpenos, sesquiterpenos, ou uma mistura de ambos
(WILSON, 2011).

Dentre os géneros pertencentes a familia Myrtaceae, destacam-se o0s
Eucalyptus, Melaleuca, Psidium e Eugenia (SIANI et al., 2000), sendo o Eugenia um
dos que apresenta 0 maior numero de espécies (CARDOSO e SAJO, 2004). Além de
destacar-se quantitativamente, esse género possui espécies com grande potencial
econdmico e farmacolégico (QUEIROZ et al., 2015). O género Eugenia compreende
aproximadamente 1000 espécies, com ocorréncia principalmente na América Central
e do Sul, e poucas no continente africano (VAN DER MERWE, VAN WYK e BOTHA,
2005). No Brasil, é representado por 384 espécies, onde 297 sdo endémicas. Dentre
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os dominios fitograficos presentes no Brasil, na Mata Atlantica ocorre o0 maior nimero
de espécies, seguido da Floresta Amazonica e Cerrado (SOBRAL et al., 2015b).

Espécies de Eugenia sdo amplamente empregados na medicina popular
principalmente no tratamento de diarreia, dores de garganta, doengas cardiacas,
distarbios gastricos, como hipotensora e antipirética. Sao exploradas comercialmente,
devido a producédo de frutos comestiveis como pitanga (Eugenia uniflora), araca-boi
(E. stipitata), uvaia (E. pyriformes) e grumixama (E. brasiliensis), madeira (E. biflora,
E. paraensis, E. catharinae), e também como plantas ornamentais (Eugenia
sprengelii) e fornecedoras de 6leos essenciais (LAMARCA et al., 2013; QUEIROZ et
al., 2015).

Nos OEs de espécies de Eugenia geralmente ocorre o predominio dos
sesquiterpenos ciclicos, além de um pequeno teor de monoterpenos. O monoterpeno
a-pineno e o sesquiterpeno B-cariofileno sdo os compostos mais comuns. Poucas
espécies produzem 6leos com compostos alifaticos ou aromaticos, como por exemplo,
E. stigmatosa DC., a qual possui o acido fisetérico (90,50%) e E. patrisii que apresenta
(2E, 6E)-farnesol (34,5%), (2E, 6Z)-farnesol (23,2%), além de uma mistura dos
sesquiterpenos ciclicos cariofila-4(12),8(13)-dien-5a-ol e cariofila-4(12),8(13)-dien-53-
ol (15,6%), compostos alifaticos, como componentes majoritarios. E. confusa é
abundante em compostos aromaticos (DA SILVA et al.,, 2017; STEFANELLO,
PASCOAL e SALVADOR, 2011).

Segundo Queiroz et al., (2015), dentre as espécies desse género, Eugenia
uniflora é considerada a mais investigada devido sua ampla distribuicdo geografica,

além de estudos botanicos, fitoquimicos e farmacologicos.

3.5 Eugenia uniflora L.

Eugenia uniflora L. (Figura 11, p. 26) é uma arvore frutifera nativa do Suriname,
Guiana e Guiana Francesa, Brasil e Uruguai (WILSON, 2009) com ampla distribuicéo
na América do Sul (COSTA et al., 2013). E conhecida popularmente como pitanga,
denominacdo originada do tupi que significa “vermelho profundo”. Outras
denominacgdes para essa espécie sdo conhecidas, como cereja brasileira ou ginja
(GALLUCCI et al., 2010).
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Fonte: O autor.

Seus frutos, ilustrado na Figura 11C, sdo ricos em calcio, magnésio, fosforo,
potassio e vitaminas C (BENDER, 2006), além de possuirem antocianinas, flavonois
e carotenoides (LIMA et al., 2002). Devido seu sabor adocicado, sdo geralmente
consumidos in natura ou como refrescos e sucos, sorvetes, doces, licores, vinho e
geleias (CORADIN, SIMINSKI e REIS, 2011).

A infusdo de suas folhas e cascas € utilizada por muitas comunidades
tradicionais como anti-hipertensivo, antipirético, e no tratamento de gripe, tosse,
doencas cardiovasculares, asma, sinusite, cOlica, diarreia, disenteria, febre e
reumatismo (STEFANELLO, PASCOAL e SALVADOR, 2011; VENDRUSCOLO,
RATES e MENTZ, 2005). A ampla utilizacdo dessa espécie na medicina tradicional
desperta interesse dos pesquisadores.

Das folhas da planta foram isolados e identificados o esterol B-sitosterol, o
triterpeno acido betulinico e flavonoide miricetina (SAMY et al., 2014) (Figura 12, p.
27). Quanto as atividades biolégicas descritas para essa espécie, 0 extrato das folhas
possui propriedade antimicrobiana contra Candida albicans (FIUZA et al., 2008),
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larvicida frente Aedes aegyptii (FAMUYIWA e ADEBAJO, 2012) e antiparasitaria
diante Leishmania infantum e Trypanosoma cruzi (SOUZA et al., 2017). Os ramos
apresentam efeitos antioxidantes, analgésicos e anti-inflamatérios (FERNANDES et
al., 2016). J4 extrato dos frutos possui efeito antidepressivo (OLIVEIRA et al., 2017) e
atividade antioxidante (BAGETTI et al., 2011).

Figura 12. Alguns constituintes quimicos isolados de extrato das folhas de Eugenia
uniflora

[3-sitosterol acido betulinico miricetina
Fonte: Samy et al. (2014).
O OE dessa espécie apresenta grande variabilidade quimica evidenciada pela
existéncia de quimiotipos relatados na literatura, além de possuir muitas propriedades

bioldgicas como listados na Tabela 1 (p. 28).



Tabela 1. Composicéo quimica e propriedades bioldgicas do 6leo essencial de Eugenia uniflora
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Local de coleta OE Compostos majoritarios (> 5%) Atividade do OE Referéncia
Pelotas, RS, Brasil Folhas Germacreno B (21,2%), ep6xido de selina- Antimicrobiano, método de difusdo em VICTORIA et al., 2012
(HD) 1,3,7-(11)-trien-8-ona (19,3%), B-cariofileno agar e microdiluicao em caldo VICTORIA et al., 2013
(12,6%), germacreno A (11,6%), germacreno (Staphylococcus aureus, MIC 0,8
D (11,4%), selina-1,3,7-(11)-trien-8-ona mg/mL; Listeria monocytogenes, MIC
(9,7%) 1,04 mg/mL; Candida lipolytica, MIC
93,7 pg/mL; C. guilliermondii, MIC
109.4, ug/mL).
Antioxidante (radicais DPPH, IC50 833
pug/mL; ABTS IC50 8,1 pg/ml).
Efeito hepatoprotetor em ratos
Sao Lourengo do Sul, Folhas NI (38,3%), B-cariofileno (8,2%), espatulenol
RS, Brasil (HD) (7,7%), 9,10-deidro- isolongifoleno, (6,2%), Antimicrobiano, método de BECKER etal., 2017
viridiflorol (5,8%), allo-aromadendreno microdiluicdo em caldo (Enterobacter
(5,7%), ©&-cadineno (5,2%), deidro-cis-a- aerogenes MIC 3,125%;
copaeno-8-ol (5,2%), a-epi-cadinol (5,1%) Salmonella typhimurium (MIC 3,125%)
Sao Luis, MA, Brasil Folhas Curzereno (47,3%), y-elemeno (14,2%), anti-Leishmania
(HD) trans-B-elemenona  (10,4%), B-elemeno (L. amazonenses promastigotas, ICso RODRIGUES et al.,
(5,5%) 3,04 ug/mL; 2013
L. amazonenses amastigotas, 1Csp 1,92
Hg/mL)
Aguas de Santa Folhas Selina-1,3,7-(11)-trien-8-ona (34,0%), GALLUCCI et al,
Béarbara, SP, Brasil (AV) epoxido de selina-1,3,7-(11)-trien-8-ona 2010
(17,0%), germacreno B (10,5%), p-cariofileno
(5,0%), curzereno (5,5%)
Rio de Janeiro, RJ, Folhas furanodieno e curzereno (50,2%), B-elemeno MELO et al., 2007
Brasil (HD) (5,9%)
Seropédia, RJ, Brasil Folhas germacrona (37,9%), curzereno (16,6%), SANTOS, BRAZ-

jovens (HD)

germacreno B (13,6%), B-cariofileno (6,0%)

FILHO e CASTRO,
2015

OE: Oleo essencial; HD: Hidrodestilagéo; AV: Destilacdo por arraste a vapor; SPME: Microextracdo na fase sélida; MIC: Concentrac&o inibitéria minima.
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Local de coleta OE Compostos majoritarios (> 5%) Atividade do OE Referéncia
Seropédia, RJ, Folhas curzereno (22,4%), furanodieno (19,0%), SANTOS, BRAZ-
Brasil maduras (HD) germacreno B (14,4%), B-cariofileno (9,4%) FILHO e CASTRO,
2015
Anapolis, GO, Partes aereas Selina-1,3,7-(11)-trien-8-ona (43,0%), epoxido
Brasil. (HD)2 de selina-1,3,7-(11)-trien-8-ona  (20-29%), COSTA et al., 2009
espatulenol (7,5-10,0%)
Goias, Brasil Folhas (HD) curzereno (20,5%), germacreno B (21,6%), Antimicrobiano, método de
germacrona (17,3%), B-cariofileno (8,7%) microdiluicio em caldo COSTA etal., 2010
(Paracoccidioides brasiliensis,
MIC 500 pg/mL; MFC 500 pg/mL)
Goias, Brasil Folhas (HD) curzereno (42,6%), germacrona (13,5%), Antimicrobiano, ensaio com
germacreno D (8,8%), germacreno A (7,4%), microdiluicdo em caldo COSTA et al., 2010
[-cariofileno (7,0%) (P. brasiliensis,
MIC 62,5 pg/mL; MFC 125 pg/mL)
Goias, Brasil Folhas (HD) Selina-1,3,7-(11)-trien-8-ona (48,2%), ep6xido Antimicrobiano, ensaio com
de selina-1,3,7-(11)-trien-8-ona  (19,3%), microdiluicdo em caldo (P. brasiliensis, COSTA et al., 2010
atractilona (11,7%), germacreno B (5,9%) MIC 250 pg/mL; MFC 250 pg/mL)
Antimicrobiano, ensaio com difusdo em
agar e microdiluicdo em caldo
(Streptococcus equi, MIC 7,50 mg/mL;
Atractilona  (26,8%), curzereno (18,0%), Staphylococcus epidermis,
Osasco, SP, Brasil  Folhas (AV) germacreno B (9,3%) MIC 7,5 mg/mL;

Candida dubliniensis, MIC 0,23 mg/mL;
C. tropicalis, MIC 0,90 mg/mL;

C. albicans, MIC 1,80 mg/mL;

C. glabrata, MIC 0,93 mg/mL;

C. parapsilosis, MIC 3,75 mg/mL,;

C. grubii serotipo A, MIC 0,45 mg/mL; C.
gattii serotipo C, MIC 1,80 mg/mL; C.
gattii serotipo B, MIC 0,22 mg/mL; C.
neoformans serotipo D, MIC 0,11
mg/mL;

Saccharomyces cerevisiae, MIC 0,22
mg/mL.

LAGO etal., 2011

OE: Oleo essencial; HD: Hidrodestilagdo; AV: Destilac&o por arraste a vapor; SPME: Microextracdo na fase sélida; MIC: Concentrac&o inibitéria minima.
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Local de coleta OE Compostos majoritarios (> 5%) Atividade do OE Referéncia
Belém, PA, Brasil. Folhas e Germacrona (32,8%), curzereno (30,0%), MAIA et al., 1999
ramos finos germacreno B (15,6%)
Bahia, Brasil Folhas (SPME) B-cariofileno  (7,1%), vy-elemeno (8,5%), MESQUITA et al,
germacreno D (5,5%), y-muuroleno (5,3%), 2017
germacreno B (9,5%), (E,E)-germacrona
(5,1%), B-elemeno (7,4%)
Bahia, Brasil Folhas (SPME) y-elemeno (8,1%), germacreno D (6,1%), y- MESQUITA et al.,
muuroleno (7,7%), germacreno B (9,0%), B- 2017
elemeno (5,0%)
Bahia, Brasil Folhas (SPME) vy-elemeno (8,0%), germacreno D (6,5%), MESQUITA et al,
germacreno B (9,6%), B-elemeno (9,3%), B- 2017
cariofileno (5,2%), y-muuroleno (5,0%)
Oyo, Oyo, Nigéria Folhas (HD) Antimicrobiano, método de
Curzereno (19,7%), selina-1,3,7(11)-trien-8- microdiluicdo em caldo (Bacillus cereus,
ona (17,8%), atractilona (16,9%), furanodieno MIC 39 pg/mL;
(9,6%), epodxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona  Staphylococcus
(5,9%) germacreno B (5,8%) aureus MIC 156 pg/mL;
Escherichia coli MIC 625 pg/mL;
Pseudomonas aeruginosa OGUNWANDE et al.,
MIC 625 pg/mL 2005
Citotéxico (PC-3 carcinoma humano de
prostata, Mortes nas concentracdes
utilizadas: 99,55%; Hep G2 carcinoma
hepatocelular, 99,96%; Hs 578T
carcinoma humano ductal da mama,
100%
espatulenol (15,8%), a-copaeno (10,96%), Antimicrobiano, ensaio com
muurola-4,10-dien-1-B-ol (9,3%), O6xido de microdiluicdo em caldo (Bacilus
Cairo, Egito Folhas cariofileno  (8,93%), allo-aromadendreno licheniformis MIC 0,63 mg/mL)

(5,50%), nootkatona (5,17%)

Citotéxico (MCF-7 carcinoma humano
da mama ICso 76,40 pg/mL)

anti-  Trypanosoma  (Trypanosoma
brucei brucei, ICs0 11,20 ug/mL)

SOBEH et al., 2016

OE: Oleo essencial; HD: Hidrodestilagéo; AV: Destilaco por arraste a vapor; SPME: Microextracdo na fase sélida; MIC: Concentrac&o inibitéria minima.

Fonte: O autor.
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A Figura 13 ilustra as estruturas moleculares dos compostos identificados nos

6leos essenciais de E. uniflora.

Figura 13. Estruturas de compostos identificados nos 6leos essenciais de Eugenia

uniflora
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(1) germacreno A, (2) germacreno B, (3) germacreno D, (4) germacrona, (5) furanodieno, (6) curzereno,
(7) atractilona, (8) selina-1,3,7(11)-trien-8-ona, (9) 6xido de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona, (10) PB-
elemeno, (11) y-elemeno, (12) trans-pB-elemenona, (13) B-cariofileno, (14) éxido de cariofileno, (15) epi-
a-cadinol, (16) 6-cadineno, (17) viridiflorol, (18) allo-aromadendreno, (19) espatulenol, (20) 9,10-deidro-
isolongifoleno, (21) y-muuroleno, (22) muurola-4,10-dien-1--ol, (23) a-copaeno, (24) nootkatona, (25)
deidro-cis-a-copaeno-8-ol

Fonte: O autor.
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4 METODOLOGIA

4.1 LOCAL DE COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL BOTANICO

O material botanico de um espécime de Eugenia uniflora foi coletado na ilha de
Caratateua (Outeiro), municipio de Belém, Para (1°15'04,1" de latitude Sul 48°27'23,7"
de longitude Oeste), as folhas foram coletadas mensalmente (outubro 2017 a
setembro 2018) para avaliacdo sazonal. Ao todo foram coletadas 12 amostras.

A preparacdo de exsicatas, registro, incorporagdo no herbario e identificacao
da espécie foi feita segundo técnica tradicional em botéanica, ou seja, prensagem,
anotacdo de dados fenoldgico, etnobotanico, ambiente, tipo de vegetacdo. A
identificacdo botanica foi feita por comparacdo morfolégica com amostras auténticas,
com a incorporagdo de uma exsicata no Herbario “Jodo Murca Pires” do Museu
Paraense Emilio Goeldi em Belém, Pard, sob numero de registro MG-228493.

Os dados climaticos, como umidade da atmosfera, chuva acumulada mensal,
temperatura média e radiacao solar, foram consultados no site do Instituto Nacional
de Meteorologia (INMET) do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(BRASIL, 2014) na estagdo automética de Belém-PA. A estacéo é equipada com um
Vaisala modelo MAWS 301 (Finlandia), usado como padréo para rede de estacoes
automaticas de superficie. Os periodos climaticos foram determinados a partir do

indice pluviométrico e dados da literatura.

4.2 PROCESSAMENTO DO MATERIAL BOTANICO

A preparacdo do material para destilacao do 6leo essencial no Laboratério de
Engenharia de Produtos Naturais da Universidade Federal do Para (UFPA) foi
realizada em varias etapas. As folhas foram separadas dos galhos e colocadas sobre
bandejas, em estufa, com ventilagdo (35°C), para secagem durante dois dias. Apés
secagem, foi cortado em moinho com facas, homogeneizada, pesada e submetida

aos processos de extracoes.
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4.3 EXTRACAO E IDENTIFICACAO DOS COMPONENTES VOLATEIS

4.3.1 Extracdo dos 6leos essenciais

Os oOleos essenciais foram obtidos por hidrodestilacdo, utilizando-se a
metodologia descrita por Maia e Andrade (2009), em sistema de vidro do tipo
Clevenger modificado, acoplado a um sistema de refrigeracdo para manutencao da
agua de condensacéao entre 10-15°C, durante 3 h.

Apés a extracdo, os Oleos foram centrifugados durante 5 min a 3000 rpm,
desidratados com Na2SO4 anidro e novamente centrifugados nas mesmas condi¢oes.
Os Oleos foram armazenados em ampolas de vidro ambar, vedadas com chama e

acondicionados em geladeira a 5°C.
4.3.2 Calculo do rendimento dos 6leos essenciais
Os rendimentos (%) dos 6leos essenciais extraidos da biomassa vegetal foram

calculados das amostras livres de umidade (BLU) através da relagdo entre massa,

0leo e umidade, equacéo 1.

% dleo BLU= < vol. do dleo obtido (i) )x 100% Equacdo 1

1 . i 0,
massa do material (g)_(massa do mater|1aolo(g) umidade (/o))

A determinagédo da umidade residual das amostras foi realizada por meio de
um determinador de umidade Gehaka®, modelo IV 2500 por secagem com

infravermelho concomitantemente a extracao.
4.3.3 Anédlise da composi¢cdo quimica
A composigao quimica dos 6leos essenciais foi analisada por cromatografia de

fase gasosa acoplada a espectrometria de massas em condi¢des descritas na Tabela
2 (p. 34).
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Tabela 2. Condi¢gbes do CG/EM utilizado na andlise da composi¢ao quimica

Equipamento Shimadzu QP 2010 ultra, Auto-injetor:
AOC-20i
Coluna Coluna capilar de silica Rtx-5MS

(Restek, EUA) de 30 m de comprimento
x 0,25 mm de diametro interno revestido
com 5%-difenil/95%-dimetil-polisiloxano
(0,25 pym de espessura do filme)

Temperatura da coluna 60°C-240°C (3°C/min)

Temperatura do injetor 250°C

Gas de arraste Hélio

Velocidade do gas de arraste ImL/min

Tipo de injecdo Split 1:20 (solucdo de 5 yL de 6leo em
500 uL de Hexano)

Volume de injecdo 1 uL

Impacto eletrénico 70 eV

Temperatura da fonte de ions 200°C

Fonte: O autor.

Os constituintes voléateis foram identificados por comparacao de seus espectros
de massas e indices de retencdo com aqueles existentes na literatura (ADAMS, 2007)
e na base de dados do sistema (NIST, 2014). Os indices de retencdo foram
determinados de acordo com a equacdo de Van den Dool E Kratz (1963),
demonstrada na Equacédo 2, que relaciona o tempo de retencdo dos compostos ao
tempo de retengdo de uma série de hidrocarbonetos homaologos (Cs-C2o).

_ 100 ~
IR= (m) X T.R.(X)- T-R-(HA)+ IK(HA) Equa(;ao 2

Onde,

T.R.: Tempo de retencéo

HP: Hidrocarboneto que elui em tempo de retencdo posterior a substancia
desconhecida

HA: Hidrocarboneto que elui em tempo de retencdo anterior a substancia
desconhecida

|.K.: Indice Kovalts

X: Substancia desconhecida
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4.3.4 Quantificacdo dos volateis

A quantificacdo dos compostos volateis foi feita por cromatografia gasosa com
detector de ionizagdo em chamas (FID) em sistema Shimadzu QP 2010 nas mesmas

condi¢cbes que a CG/EM, exceto que hidrogénio foi utilizado como gas de arraste.

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para a avaliacdo da atividade antioxidante frente ao método do DPPH foi
utilizada a metodologia adaptada de Da Silva et al. (2017). Foram preparadas
solugdes estoque de 10 mg/mL com os Oleos essenciais em etanol. Aliquotas destas
solugdes (50 uL) foram misturas com 900 pL de tampé&o tris-HCI 100 mM (pH 7,4), 50
puL de tween 20 a 0,5% (m/m) e 1000 pL de DPPH 60 uM e incubadas a temperatura
ambiente no escuro por 120 min. Foi feito um branco substituindo a solu¢édo estoque
por etanol. As absorbancias foram medidas a cada 30 min a 517 nm (Shimadzu, UV
1800). A porcentagem de inibigdo dos radicais DPPH" (IDPPH) para os 6leos

essenciais foram calculadas de acordo com a equacéao 3.

Ab - Aa
Ap

Na qual:

lpppy (%) = ( ) x100 Equaco 3

Ab = Absorbancia do branco a 517 nm

Aa = Absorbancia da amostra a 517 nm

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas. Os percentuais de
inibicdo dos 6leos essenciais foram comparados com a inibicdo induzida pelo padréao
Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametillcroman-2-acido carboxilico), para tanto foi
construida uma curva de calibragdo com Trolox nas concentra¢des de 30, 60, 150,
200 e 250 pg/mL em etanol nas mesmas condi¢des utilizadas para determinar a
inibicdo de Oleos essenciais. A capacidade antioxidante total expressa em mg.ET/g foi

calculada de acordo com a equacéo 4.

ET /A-A
—(b a)><100xaxD Equacdo 4
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Onde,

Ab = Absorbancia do branco a 517 nm
Aa = Absorbancia da amostra a 517 nm
a = coeficiente angular da curva (1%)

D = fator de diluicdo do 6leo na mistura final.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

A composicdo quimica foi submetida a analise multivariada (Analise
Hierarquica de Agrupamento e Analise dos Componentes Principais) no software
Minitab® versédo 18. Os rendimentos, teores de curzereno e atividade antioxidante
foram analisados por teste de Tukey no software GraphPad Prism 5.0. Para
verificacdo da correlacdo dos dados obtidos com os parametros climaticos foi

realizada correlagéo de Pearson no software Minitab® verséao 18.

4.5.1 Andlise Hierarquica de Agrupamento

A composicdo quimica dos OEs foi submetida a Analise Hierarquica de
Agrupamento (HCA, do inglés Hierarchical Cluster Analysis) tomando como variaveis
0S compostos com teores iguais ou superiores a 3%. O método empregado foi
utilizando uma matriz de distancia Euclidiana e ligacao simples. Os dados foram pré-
processados através do autoescalamento onde centram-se os dados na média e
divide-se cada um pelo desvio padrdo, de forma que todas as variaveis tenham o

mesmo peso.
4.5.2 Andlise dos Componentes Principais

Na Analise dos Componentes Principais (PCA, do inglés Principal Component
Analysis), os dados multivariados também foram autoescalonados e agrupados de

acordo com as similaridades encontradas.

4.5.3 Teste de Tukey
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Os dados do rendimento, teor de curzereno e atividade antioxidante foram
analisados por analise de variancia (ANOVA) de um fator, seguida de teste de Tukey,

com 95% de significancia, com o software GraphPad Prism 5.0.

4.5.4 Correlacao de Pearson

Os coeficientes de correlacao de Pearson (R) foram calculados para determinar

a correlacao entre os parametros analisados (Minitab, verséo 18).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO EM OLEO ESSENCIAL VS PARAMETROS CLIMATICOS

Os parametros climaticos: temperatura, radiacdo solar, precipitacdo e umidade
relativa do ar foram monitorados nos doze meses (outubro/2017 a setembro/2018),
para avaliar a influéncia da sazonalidade no rendimento e composi¢cdo do Oleo
essencial de E. uniflora. Durante o periodo de estudo, os valores médios de
temperatura variaram de 23,7 °C (outubro) a 27,7 °C (novembro), a radiacao solar de
573,4 KJ/mz (abril) a 1450,7 KJ/m2 (dezembro), a umidade relativa média foi de 74,1%
(novembro) a 85,4% (fevereiro), e a precipitacdo média variou de 90 mm (julho) a
664,4 mm (fevereiro).

Com base nos dados de precipitacdo, a estacdo chuvosa ocorreu no periodo
de dezembro a abril (360,8 - 664,4 mm) e o periodo seco nos meses de outubro,
novembro e junho a setembro (90 - 236,6 mm). O més de maio (476,6 mm) foi de
transicdo entre os dois periodos. Quanto a temperatura, esta variou de 25,7 °C
(fevereiro) a 27,0 °C (dezembro) no periodo chuvoso e de 23,7 °C (outubro) a 27,7 °C

(novembro). No més de transicao a temperatura média foi 26,4 °C (Figura 14).

Figura 14. Rendimento de 6leos essenciais (%) de Eugenia uniflora e parametros
climaticos monitorados durante estudo sazonal: umidade relativa do ar (%);

precipitacdo (mm); temperatura (°C) e radiacdo solar (KJ / m2)
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Fonte: O autor.
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O clima da regido amazobnica brasileira € caracterizado por apenas duas
estacdes: periodo seco e chuvoso. Devido ao clima umido e quente, a Amazonia
apresenta heterogeneidade espacial e sazonal pluviométrica. A cidade de Belém,
localizada no hemisfério sul da regido amazénica, geralmente apresenta os meses de
fevereiro, marco e abril com maior indice pluviométrico e junho, julho e agosto com o
menor. Na porcdo sul da Amazénia, o periodo chuvoso normalmente se inicia em
dezembro e termina em abril. Porém, o inicio e o fim do periodo chuvoso pode sofrer
alteracao ao longo dos anos (MARENGO e NOBRE, 2009).

No estudo anual, o rendimento em 6leo essencial de E. uniflora variou de 0,8%
(agosto) a 3,1% (marc¢o), com média de 1,7 + 0,6% durante todo o periodo de estudo
(Tabela 3, p. 42). Nao houve diferenca estatisticamente significativa no rendimento
entre os periodos seco (1,4 + 0,6%) e chuvoso (1,8 + 0,8%), nem houve correlacao
significativa (p < 0,05) entre os fatores climaticos temperatura (R = 0,17), precipitacédo
(R = 0,31), radiacao solar (R = -0,17) e umidade relativa (R = 0,32) e o teor de 6leo
essencial.

Os resultados indicaram que os rendimentos dos OEs de E. uniflora ndo
apresentaram correlacdo com as condi¢des climaticas e ao periodo sazonal. Estudos
anteriores relataram rendimentos de 1,8% e 0,7% em OE para uma amostras E.
uniflora coletadas nas cidades de Belém (PA) e S&o Lourenco do Sul (RS),
respectivamente (BECKER et al., 2017; MAIA et al., 1999). O estudo sazonal do OE
de um espécime de E. uniflora coletada em Anapolis, Goias, rico em epdéxido de selina-
1,3,7(11)-trien-8-ona (29,0%), indicaram que o rendimento obtido no periodo chuvoso
foi 0,3 £ 0,3% e no periodo seco 0,2 + 0,2% (COSTA et al., 2009).

Espécies de Eugenia coletadas em Brasilia (DF) mostraram resultados
divergentes em relacéo a este trabalho: o rendimento de E. lutescens foi maior na
estacao chuvosa (0,25 £ 0,01%), quando a temperatura foi menor e a umidade relativa
maior. Por outro lado, E. langsdorffii apresentou o maior rendimento na estacao seca
(0,60 £ 0,03%), com maior temperatura e menor umidade. As diferencas no
rendimento do Oleo podem ser atribuidas aos fatores genéticos, ambientais e
geograficos (RIBEIRO et al., 2016).

5.2 ESTUDO DA COMPOSICAO QUIMICA
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A Tabela 3 (p. 42) apresenta os oitenta e cinco constituintes identificados nos
OEs de E. uniflora, listados em ordem crescente de seus respectivos indices de
retencdo (IR), representando em meédia 77,37% do contetdo total dos OEs. Os
cromatogramas encontram-se no apéndice A (p. 62). A Figura 15 (p. 41), mostra as
estruturas quimicas dos constituintes em maior teor (>5%) identificados.

A

Figura 16 (p. 41) mostra que apesar do teor de curzereno ter permanecido
praticamente constante, houve variacdo entre as classes de compostos presentes nos
Oleos, ou seja, 0s compostos minoritarios contribuiram para essa alteracdo. Em todo
o0 estudo, a classe dos sesquiterpenos oxigenados foi predominante nos 6leos (49,0-
70,8%), seguida dos sesquiterpenos hidrocarbonetos (6,6-26,9%). As classes dos
monoterpenos hidrocarbonetos (0,5-8,7%) e oxigenados (0,0-0,1%) apresentaram-se

em menor teor.
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Figura 15. Estruturas quimicas de compostos identificados nos 6leos essenciais de

Eugenia uniflora
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Fonte: O autor.

Figura 16. Variagao nos teores das classes de compostos e curzereno presentes nos

Oleos essenciais
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Tabela 3. Composicao quimica dos 6leos essenciais de Eugenia uniflora

42

Rendimento (%) 1,2 1,9 12 1,6 1,3 3,1 1,9 2,0 1,0 2,2 0,8 1,6
IR IRw) Constituintes (%) Out. Nov. Dez. Jan. Fev. Mar. Abr. Mai. Jun. Jul. Ago. Set.
785 7822 Hexan-3-ona tr 0,1
788 786  Hexan-2-ona tr tr tr 0,1 0,1 tr
792 795P Hexan-3-ol tr tr tr 0,1 0,1 0,1 tr
795 8022 Hexa-2-nol tr tr tr 0,1 0,1 0,2
847 8462 Hex-2E-enal 0,1 0,2 tr tr 0,1 0,1 tr tr 0,3 tr tr tr
849 8502 Hex-3Z-enol 0,1 0,1 0,1 tr tr
892 8912 Estireno tr 0,1 tr
991 9882  Mirceno 0,5 1,6 0,2 0,1 0,5 0,3 0,2 0,4 1,1 0,1 0,3 0,2
1028 10252  B-felandreno 0,3 0,7 tr 0,1
1028 10242  Limoneno 0,1 0,3 0,2 0,2 0,5 0,1 0,2 0,2
1036 10322 (Z2)-B-ocimeno 0,6 2,0 0,2 0,1 0,5 0,4 0,1 0,1 0,6 0,1 0,4 0,1
1046 10442  (E)-B-ocimeno 15 4,3 0,6 0,2 1,1 1,0 0,2 0,2 1,0 0,1 1,1 0,2
1098 10992  Oxido de a-pineno 0,1
1099 10952 Linalool tr 0,1 0,1 0,1 tr tr
1128 11282  allo-Ocimeno 0,1
1180 11782 Naftaleno 0,1 tr
1185 11842  Butanoato de hex-3Z-enila 0,1 0,1 tr tr tr 0,1
1336 13352  ©-Elemeno 1,2 1,6 0,7 0,5 0,4 0,9 0,4 0,3 0,1 0,7 0,6 0,6
1374 13742  |soledeno tr 0,1 tr tr tr tr 0,1 tr
1376 13742  a-Copaeno tr tr tr 0,1 tr
1385 13892 B-Elemeno 50 4.4 3,8 2,8 3,3 4,2 3,5 3,3 1,8 5,8 2,6 4.4
1411 14092  a-Gurjuneno 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1
1420 14172 B-Cariofileno 0,3 0,3 0,3 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,3 0,1 0,2

IR(c): Indice de Retengéo calculado; IR(): indice de retencéo da literatura; Out: Outubro; Nov: Novembro; Dez: Dezembro; Jan: Janeiro; Fev: Fevereiro; Mar:

Margo; Abr: Abril; Mai: Maio; Jun: Junho; Jul: Julho; Ago: Agosto; Set: Setembro. tr: tracos; 2: biblioteca Adams; P: biblioteca Flavour and Flagrance. Principais

constituintes (>5%) em negrito.
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IR IR Constituintes (%) Out. Nov. Dez. Jan. Fev. Mar. Abr. Mai. Jun. Jul. Ago. Set.
1428 14302 B-Copaeno 0,1 0,1 0,1
1434 14342 y-Elemeno 3,7 2,9 2,6 2,1 14 2,7 1,3 12 0,8 2,8 1,7 2,3
1440 14392  Aromadendreno 0,4 0,4 0,3 0,4 0,2 0,4 0,3 0,2 0,6 0,4
1444 1445  Selina-5,11-dieno 0,1 0,1 0,1 0,1 tr 0,1 0,1
1451 1452> Cadina-3,5-dieno tr 0,1

1452 14482  cis-Muurola-3,5-dieno 0,1 tr tr

1454 14522  a-Humuleno 0,1 0,1 tr tr 0,1

1460 14582  allo-Aromadendreno 0,5 0,2 0,3

1462 14642  9-epi-B-cariofileno 0,7 0,8 0,5 0,5 0,4 0,7 0,5 1,0 0,8
1476 1476 Selina-4,11-dieno 0,4 0,5 0,3 0,4 0,2 0,4 0,2 0,5 0,2 0,4
1482 14782  Germacreno D 2,7 2,8 1,7 0,8 2,5 0,6 0,4 0,5 0,9 15

1481 14782  y-Muuroleno 1,4 1,0
1487 14812  B-Selineno 0,6 0,7 0,8 0,8 0,5 0,6 0,6 0,6 0,6 0,4 0,5
1492 14922 §-Selineno 0,3 0,4 0,2 0,2 0,1 0,3 0,1 0,2 0,1 0,1
1496 14962  Viridifloreno 1.4 4,1 1,9 2,4 0,8 2,7 1.4 0,8 0,2 2,8 0,8 3,2
1503 14992  Curzereno 44,0 36,2 41,4 35,8 48,7 43,6 34,4 45,0 49,1 41,1 53,1 41,0
1502 15002  a-Muuroleno 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1

1504 15082 Germacreno A 0,1 0,2

1511 15092  a-Bulneseno 0,9 0,1 0,2 0,2 0,2
1516 15132  y-Cadineno 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,3

1519 15202  7-epi-a-Selineno 0,1 0,1 tr

1525 15222 §-Cadineno 0,5 0,5 0,5 0,5 0,2 0,5 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
1536 15322  y-Cupreneno 0,1 0,1

1538 1540°  Selina-4(15),7(11)-dieno 0,3 0,3 0,1

IR(c): Indice de Retengéo calculado; IR(): indice de retengéo da literatura; Out: Outubro; Nov: Novembro; Dez: Dezembro; Jan: Janeiro; Fev: Fevereiro; Mar:

Marco; Abr: Abril; Mai: Maio; Jun: Junho; Jul: Julho; Ago: Agosto; Set: Setembro. tr: tragos; 2: biblioteca Adams; °: biblioteca Flavour and Flagrance. Principais

constituintes (>5%) em negrito.
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IR IR Constituintes (%) Out. Nov. Dez. Jan. Fev. Mar. Abr. Mai. Jun. Jul. Ago. Set.
1542 1546 Selina-3,7(11)-dieno 0,2 0,1 0,2
1559 15592 Germacreno B 7,5 5,0 6,0 4,8 3,9 6,6 3,5 35 2,8 0,1 59
1566 15662 Maaliol 0,7
1578 1577%  Espatulenol 1,7 0,5 34 1,7 4,2 0,8 54 7,0 6,9 1,2 3.3 1,6
1583 1590* Globulol 2,7 4,1 3,6 15 7,4 2,1 51
1592 15922  Viridiflorol 1,3 1,8 1,9 2,7 15 1,9 2,4 2,0 1,0 4,7 0,8 6,2
1594 15952  Cubeban-11-ol 0,5 0,7 0,6 1,1 0,5 0,7 0,6
1603 16002  Rosifoliol 0,5 0,6 0,6 11 0,5 0,6 0,5 0,6 0,2
1604 16022 trans-B-Elemenona 0,8 0,9 1,1 1,9 0,8 0,9 1,3 1,0 1,7 0,4
1618 16182  Junenol 0,1 0,2
1632 16302 y-Eudesmol 0,1 0,2 0,2
1638 16322  8-isobutirioxil isoborneol 04
1641 16402  epi-a-Murrolol 0,6 0,8 0,9
1646 16442  a-Muurolol 0,1 0,3 0,3
1655 16522  a-Cadinol 1,1 2,2 0,2 3,1 1,8
1657 16572  Atractilona 0,7 0,8 0,8 11 14 0,9 1,3 1,2 1,3 0,1 0,5
1666 16652 Intermedeol tr 0,2
1698 16932 Germacrona 4,2 3,8 54 7,5 4,2 4,8 5,6 52 10,5 0,2
Monoterpenos hidrocarbonetos 29 8,7 11 0,5 2,4 1,8 0,8 0,8 3,2 0,5 2,0 0,8
Monoterpenos oxigenados 0,0 0,1 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 269 252 201 173 12,7 231 131 113 6,6 16,9 8,7 20,6
Sesquiterpenos oxigenados 557 490 569 528 644 535 587 685 708 557 56,7 543
Outros 0,3 0,8 0,0 0,1 0,4 0,1 0,2 0,4 0,6 0,3 0,1 0,2
Total 858 837 781 70,7 80,0 785 728 8,9 813 733 675 759

IR(c): Indice de Retengéo calculado; IR(): indice de retengéo da literatura; Out: Outubro; Nov: Novembro; Dez: Dezembro; Jan: Janeiro; Fev: Fevereiro; Mar:

Margo; Abr: Abril; Mai: Maio; Jun: Junho; Jul: Julho; Ago: Agosto; Set: Setembro. tr: tracos; 2: biblioteca Adams; P: biblioteca Flavour and Flagrance. Principais

constituintes (>5%) em negrito.

Fonte: O autor.
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O sesquiterpeno oxigenado curzereno foi o composto majoritario dos 6leos
essenciais durante todo o estudo sazonal. A concentracdo de curzereno variou de
36,2 (abril) a 53,1% (agosto). O teor médio de curzereno durante o periodo seco
(42,7% + 6,1) e chuvoso (40,8 = 5,9%) ndo apresentou diferenca estatistica
significativa pelo teste de Tukey (p > 0,05). Além disso, as variaveis climaticas
temperatura (R = -0,10), umidade relativa (R = -0,07), radiacdo solar (R = -0,19) e
precipitacédo (R = -0,03) n&o tiveram correlag&o significativa com o teor de curzereno
(p> 0,05), como pode ser visto pelos dados de correlagdo na Tabela 4 (p. 46)Tabela
4. Correlacdo entre os principais constituintes dos o6leos com 0s parametros
climaticos.

Outros compostos também foram identificados em quantidades significativas,
tais como os sesquiterpenos hidrocarbonetos B-elemeno (1,8-5,0%) e germacreno B
(0,1-7,5%); e os sesquiterpenos oxigenados espatulenol (0,5-7,0%), globulol (1,5-
7,4%), viridiflorol (0,8-6,2%) e germacrona (0,2-10,5%). Oleos essenciais de Eugenia
uniflora coletados na Amazénia exibiram diferencas em suas composi¢cdes quimicas
com ocorréncia de quatro quimiotipos: selin-1,3,7(11)-trien-8-ona (32,56-43,08%) e
epoxido de selin-1,3,7(11)-trien-8-ona (21,66%-30,38%); selin-1,3,7(11)-trien-8-ona
(18,12%), epoxido de selin-1,3,7(11)- trien-8-ona (16,04%) e oOxido de cariofileno
(18,12%); curzereno (50,48%); germacreno B (18,42%), curzereno (13,40%), e B-
cariofileno (9,12%) (FIGUEIREDO et al. 2019). A variabilidade na composi¢ao quimica
do Oleo essencial de E. uniflora descrita na literatura € mostrada na sec¢éo 3.5 (Tabela
1, p. 28).

A partir da analise do coeficiente de correlacdo de Pearson (R) verificou-se que
nao houve correlacdo estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os principais
constituintes dos OEs e os parametros climaticos. Os coeficientes de correlacao entre
0S compostos majoritarios com a temperatura, umidade relativa, radiacdo solar e
precipitacdo podem ser observados na Tabela 4 (p. 46). Os resultados acima
sugeriram que a variacdo na composicdo quimica durante o estudo ndo se
correlacionou aos fatores climaticos. A alteracéo pode ser atribuida a outros aspectos

como mostrados na sec¢ao 3.2 (p. 14).
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Tabela 4. Correlacdo entre os principais constituintes dos 6leos com os parametros

climaticos
Coeficiente de correlacéo (R)
Constituintes Fatores climéticos
Tem(poecr;ﬂura reLIJ;?ii\?;((j; Re;o(l)l;grao Precipitagcéo
O (kym?) (mm)
Curzereno -0,10 -0,07 -0,19 -0,03
B-Elemeno -0,11 -0,24 0,18 -0,19
y-Elemeno -0,23 -0,38 0,34 -0,34
Germacreno D -0,20 -0,30 0,36 -0,19
Viridifloreno 0,42 -0,34 0,36 -0,29
Germacreno B -0,36 0,07 0,16 0,25
Espatulenol -0,05 0,32 -0,20 0,29
Globulol 0,23 0,02 -0,29 -0,05
Viridiflorol 0,33 -0,15 -0,03 -0,17
Germacrona -0,14 0,25 0,00 0,20
Monoterpenos hidrocarbonetos 0,21 -0,52 0,35 -0,33
Monoterpenos oxigenados 0,10 -0,24 0,04 -0,02
Sesquiterpenos hidrocarbonetos -0,19 -0,25 0,32 -0,13
Sesquiterpenos oxigenados -0,09 0,25 -0,26 0,26
QOutros 0,20 -0,43 0,10 -0,27

Fonte: O autor.

A aplicacdo de Analise Hierarquica de Agrupamento (HCA), gerou o
dendrograma (Figura 17), o qual mostra que a composicdo quimica dos 6leos

essenciais tem 46,58% de similaridade em si.
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Figura 17. Analise Hierarquica de Agrupamento da composi¢ao quimica (>3%) dos

Oleos essenciais de Eugenia uniflora
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Fonte: O autor.

Na Analise dos Componentes Principais (PCA), mostrada na Figura 18, as
principais componentes (PC1 e PC2) explicaram 39,0% e 24,4% da variabilidade dos
dados, respectivamente, o que representa 63,4% da variabilidade total. O PCA mostra

que ndo houve separacado entre as amostras provenientes do periodo seco e chuvoso.
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Figura 18. Andlise dos componentes principais feito a partir da composi¢cao quimica

(>3%) dos oleos essenciais de Eugenia uniflora
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Fonte: O autor.

O estudo sazonal do 6leo essencial de folhas de E. uniflora coletada no Cerrado
brasileiro (estado de Goias), indicou a existéncia de dois grupos: o grupo |, o qual
conteve amostras coletadas na estacao seca, caracterizado por espatulenol (10%) e
oxido de cariofileno (4,1%) e o grupo I, amostras coletadas na estacdo umida, ricas
em epoxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (29%) (COSTA et al., 2009). Neste sentido,
os resultados observados no presente estudo séao divergentes, uma vez que nao foi
constatada influéncia da sazonalidade para o quimiotipo curzereno de E. uniflora.

Outro estudo avaliou o efeito da sazonalidade na composicao dos OEs de duas
espécies de Eugenia coletadas em Brasilia. Os OEs das folhas de E. langsdorffii
exibiram biciclogermacreno (14 e 15,0%, estacdo seca e chuvosa, respectivamente),
B-cariofileno (9,5 e 9,1%) e espatulenol (11 e 8,2%), 0 que representou pouca
variacdo. Nos OEs de E. lutescens os principais constituintes foram a-pineno (12,9 e
12,5%, estacdo seca e chuvosa, respectivamente), B-pineno (24,3 e 24,0%) e [3-
cariofileno (8,6 e 7,2%). Apesar de nas duas estacdes a porcentagem dos majoritarios

terem sido semelhantes, apenas 32,4% dos compostos foram identificados em comum
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em ambos 6leos, assim verificou-se que ocorreu diferenca quimica no periodo
chuvoso que seco (RIBEIRO et al., 2016).

As espécies E. neonitida e E. rotundifolia, tiveram suas folhas coletadas
trimestralmente na cidade do Rio de Janeiro (RJ). Os compostos majoritarios dos OEs
foram biciclogermacreno (15,2-21,0%), germacreno D (5,7-18,7%) e B-cariofileno (6,7-
11,0%) para em E. neonitida. Para E. rotundifolia, os principais foram a-pineno (19,7-
34,4%), B-pineno (20,6-34,1%) e B-cariofileno (3,6-11,7%). Apesar das variacdes
quantitativas e qualitativas nos OEs de ambas as espécies, a sazonalidade nédo
interferiu de forma significativa (DEFAVERI et al., 2011).

5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO OLEO ESSENCIAL

As amostras mostraram capacidade de sequestro do radical DPPH de 55,0 +

6,6%. Os valores da atividade antioxidante encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5. Atividade antioxidante dos 6leos essenciais de Eugenia uniflora

Més de Capacidade antioxidante equivalente Trolox Inibicdo (%)

coleta (mg ET/Q)
Out. 322,3+34 47,4 £ 0,52
Nov. 326,5+ 10,3 48,1 + 1,52
Dez. 435,0 £ 0,6 64,0 £ 0,1°
Jan. 436,3+2,3 64,2 £ 0,3°
Fev. 378,2+6,2 55,7 £ 0,9¢
Mar. 393,2+4,8 57,9+ 0,7¢
Abr. 371,1+7,1 57,3 + 0,4¢4
Mai. 373,6 £ 13,1 55,0 + 1,9¢de
Jun. 339,4+1,6 51,1 + 3,12
Jul. 400,3+ 3,4 59,6 + 1,2¢.df
Ago. 186,9+ 7,7 42,6 +0,3"
Set. 286,6 £ 4,0 57,9 + 0,4¢cdefg

valores com mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente no teste de Tukey (p < 0,05)

Fonte: O autor.

O maior percentual de inibicdo do DPPH foi observado nas amostras de 6leo
coletadas em dezembro (64,0%) e janeiro (64,2%). A capacidade antioxidante total foi
expressa em valores de capacidade antioxidante equivalente Trolox e as amostras de
dezembro (435,0 £ 0,6 mg ET/g) e janeiro (436,3 = 2,3 mg ET/g) apresentaram
atividade antioxidante significativa, apenas 2,3 vezes menores do que o padrdo

Trolox.
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O teste de Tukey com nivel de significancia de 5% (Figura 19) mostrou que as
inibicbes dos Oleos essenciais extraidos nos meses de outubro/novembro/junho
inibiram de forma estatisticamente semelhante (p<0,05) e tiveram composi¢cao
quimica 46,58% similar. Dezembro e janeiro também foram estatisticamente similares,
isso podendo ser justificado pela composicdo quimica semelhante mostrado no HCA
que indicou similaridade de 73,81% entre os Oleos dos dois meses, e o PCA onde os
pontos dezembro e janeiro se sobrepuseram (Figura 17 e Figura 18, p. 48 e p.48,
respectivamente).

Os OEs extraidos em fevereiro/marco também apresentaram inibicbes
similares entre si, nos quais exibiram 64,05% de similaridade entre suas composicdes
quimicas, verificada por HCA. Abril/maio, abril/julho e abril/setembro, inibiram de
forma semelhante e apresentaram 68,19%, 47,96% e 47,96% de similaridade entre si,
respectivamente, de acordo com o HCA. J&4 o 6leo essencial do més de agosto nao
inibiu de forma similar aos demais e foi o que apresentou menor inibicéo (42,6%, 186,9
mg ET/g).

Figura 19. Teste Tukey das inibicdes dos radicais DPPH pelos 6leos essenciais de

Eugenia uniflora
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Fonte: O autor.
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Existem diferentes métodos para determinar o potencial antioxidante, cada um
dos quais depende de um particular gerador de radicais livres, agindo por diferentes
mecanismos. Através do método do sequestro dos radicais livres DPPH- 0 OE do
quimiotipo germacreno B (21,2%) e epoxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (19,3%)
de E. uniflora (Tabela 1, p. 28) exibiu ICso 833,3 + 20,7 yg/mL (VICTORIA et al., 2012).
Figueiredo et al. (2019) relataram atividade antioxidante de 153,5 + 16,5 mg ET/mL e
178,8 £ 6,2 mg ET/mL, para dois espécimes da espécie em estudo de quimiotipo selin-
1,3,7(11)-trien-8-ona (32,6-43,1%) e epodxido selin-1,3,7(11)-trien-8-ona (21,7-30,4%).
Esses mesmos autores reportaram potencial antioxidante de 228,3 + 19,2 mg ET/mL
para outro quimiotipo cujo compostos em maior teor sdo selin-1,3,7(11)-trien-8-ona
(18,1%), epoxido de selin-1,3,7(11)-trien-8-ona (16,0%) e 6xido cariofileno (18,1%).
Outra amostra reportada por Figueiredo et al. (2019), com compostos germacreno B
(18,4%), curzereno (13,4%) e B-cariofileno (9,1%) em maior teor apresentaram a
atividade antioxidante 205,6 + 9,6 mg ET/mL. A capacidade antioxidante de Oleos
essenciais de diferentes espécies de Eugenia tem sido reportada na literatura: E.
flavescens (122,6 + 6,8 mg ET/mL), E. patrisii (111,2 £ 12,4 mg ET/mL) e E. egensis
(216,5+ 11,6 mg ET/ml) (DA SILVA et al., 2017).

A atividade antioxidante do curzereno frente aos radicais DPPH foi reportada
pelo método de bioautografia, onde foram observadas varias zonas de inibicdo em
placa de cromatografia em camada delgada (ZHAO et al., 2010). Apesar disso, o teor
de curzereno presente nos 6leos e a atividade antioxidante apresentaram correlacao
moderada negativa (R = -0,52), ou seja, grandezas inversamente proporcionais.
Entretanto, o efeito antioxidante dos 6leos essenciais ndo pode ser atribuido somente
aos seus constituintes principais, mas também a seus minoritarios (VICTORIA et al.,
2012). Esse sesquiterpeno também apresenta propriedades citotoxicas contra
melanoma (SKMEL-19, ICso: 5,17 uM) e induz a apoptose, podendo ser indicado para
a producéo de farmacos fitoterapicos com atividade anticancerigena (FIGUEIREDO
et al., 2019).
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6 CONCLUSOES

Os resultados mostraram que as variaveis climaticas ndo afetaram o
rendimento médio e teor de curzereno do 6leo essencial de E. uniflora e também
tiveram pouca influéncia em sua composi¢cao quimica e potencial antioxidante.

O alto conteddo de curzereno neste espécime de E. uniflora indica seu uso
como fonte renovavel desse composto, devido suas propriedades biol6gicas como
antioxidante e antitumoral.

Assim, este estudo contribui para o conhecimento dessa espécie com
significativo potencial medicinal, fornecendo dados cientificos que podem ser de

grande interesse para a industria de fitoterapicos no futuro.
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APENDICE A — CROMATOGRAMAS DOS OLEOS ESSENCIAIS DO ESTUDO
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