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RESUMO

SANTOS, Frances Regiane. Estudo comparativo dos dleos essenciais de espécies da
familia Myrtaceae através do perfil cromatogréafico, anélise multivariada e atividades
bioldgicas. 2016. 115p. Tese (Doutorado em Ciéncias — Quimica Orgéanica). Instituto de
Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ.

A familia Myrtaceae compreende mais de 3.500 espécies, que estdo amplamente distribuidas
por todos os continentes (exceto Antartida). Este trabalho descreve a diversidade quimica e o
potencial biologico dos 0leos essenciais extraidos de folhas frescas de espécies de Myrtaceae
cultivadas no Jardim Botanico da UFRRJ. Seis espécies diferentes foram estudadas: Eugenia
uniflora L.(pitangueira), Eugenia brasiliensis Lam (grumixameira), Psidium cattleianum
Sabine (aracazeiro), Psidium guajava L. (goiabeira), Syzygium cumini (jameleiro) e
Syzygium malaccense (L.) Merr. & L. M. Perry (jambeiro vermelho). Os seus 6leos
essenciais foram extraidos por hidrodestilacdo e avaliados com o auxilio de analises
cromatogréficas (CG-DIC e CG-EM), quimiometria (utilizando Anélise de Componentes
Principais - ACP e Analise de Agrupamentos Hierarquicos — AAH) e através de atividades
bioldgicas (larvicida, tripanocida, fungicida e antioxidante). O 6leo essencial das espécies E.
uniflora L, E. brasiliensis P.cattleianum e P. guajava apresentou, principalmente,
sesquiterpenos em sua composicao, enquanto o 6leo de S. cumini foi rico em monoterpenos
e 0 de S. malaccense apresentou constituintes quimicos ndo oriundos de metabdlitos do
isopreno. Os resultados obtidos através da quantificacdo e identificagdo quimica dos 6leos
essenciais por Cromatografia em Fase Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
EM) aplicadas as anélises quimiométricas permitiu discriminar trés agrupamentos de 6leos
essenciais, de acordo com a similaridade na composicéo de constituintes volateis para cada
espécie. Especificamente para P. cattleianum e P. guajava os constituintes 3-cariofileno e o-
humuleno foram considerados os marcadores do género Psidium. Para os ensaios biol6gicos
realizados, os resultados obtidos com os 6leos essenciais das espécies estudadas mostraram-
se eficazes quanto a atividade larvicida e fungicida. O 6leo essencial de E. uniflora e o
furanodieno isolado apresentaram atividade antioxidante pelo método TBARS, e também
apresentaram potencial atividade tripanocida, sugerindo que ambos sejam uma alternativa
interessante para combater doencas parasitarias como a doenca de Chagas.

Palavras-chave: Oleos essenciais, CG-EM, Quimiometria, atividade tripanocida.



ABSTRACT

SANTOS, Frances Regiane. Estudo comparativo dos 0leos essenciais de espécies da
familia Myrtaceae através do perfil cromatogréafico, anélise multivariada e atividades
bioldgicas. 2016.115p. Tese (Doutorado em Ciéncias- Quimica Orgénica). Instituto de
Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ.

The Myrtaceae family comprises more than 3,500 species, which are widely distributed on
all continents (except Antarctica). The chemical diversity and the biological potential of
essential oils extracted from fresh leaves of Myrtaceae species cultivated in the Botanical
Garden of UFRRJ were described. Six different species were studied: Eugenia uniflora L.
(“pitanga™), Eugenia brasiliensis L. (“grumixama”), Psidium cattleianum Sabine (“araca”),
Psidium guajava L. (“goiaba”), Syzygium cumini (“jameldo”) and Syzygium malaccense (L.)
(“jambo™). Chemical, statistical and biological methods were used, with the aid of
chromatographic analysis (GC-FID and GC-MS), chemometrics (PCA and HCA statistical
analysis) and biological activities (larvicide, trypanocidal, fungicidal and antioxidant) to
determine these essencial oils. The essential oil of species E. uniflora L, E. brasiliensis,
P.cattleianum and P. guajava showed mainly sesquiterpenes in its compositions, while the
oil from S. cumini was rich in monoterpenes and S. malaccense presented, mostly, chemical
constituents not derived isoprene metabolites.. The chemometric analysis of GC-MS data of
the oils extracted from leaves of six species, discriminated three groups of essential oils,
according to the similarity of the composition of volatile components for each species.
Specifically, for the P.cattleianum and P. guajava data, the B-caryophyllene and o-
humuleno constituents could be considered markers of Psidium genus. The biological results
suggested that the essential oils of the species studied were effective as they showed
larvicide and fungicidal activity . The essential oil of E. uniflora and its isolated furanodiene
showed antioxidant activity, with the TBARS method, and also showed potential anti-
Trypanosoma cruzi activity, which suggests that both are an interesting alternative to combat

infectious diseases such as Chagas disease.

Key words: Essencial oils, GC-MS, Chemometrics, trypanocidal activity
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1. INTRODUCAO

A quimica de produtos naturais estd intimamente relacionada a biodiversidade,
principalmente a vegetal. Neste contexto, o Brasil é detentor da maior diversidade genética
do mundo, com cerca de 55 mil espécies catalogadas (de um total estimado entre 350 a 550
mil), produtoras de madeiras, celulose, fibras, alimentos, 0leos vegetais e 6leos essenciais,
entre outros produtos naturais, sendo um valioso arsenal quimico a ser estudado
(CARNEIRO et al, 2014).

Apesar da riqueza da flora brasileira, nos Gltimos 20 anos, o nimero de informacgdes
sobre plantas medicinais tem crescido apenas 8% anualmente, onde cerca de quatro mil
espécies vegetais da flora brasileira foram estudadas em busca de compostos bioativos e
apenas 1.100 foram avaliadas em suas propriedades medicinais (CARNEIRO et al, 2014).

O interesse pelo estudo dos constituintes volateis de plantas estd baseado nao
somente na possibilidade de obtencdo de compostos aromaticos, a partir dos Oleos
essenciais, na aplicacdo de produtos como perfume, fragrancias e cosméticos, mas também
daqueles possuidores de propriedades terapéuticas, ou como inseticidas, fungicidas,
bactericidas, ou ainda, de compostos precursores de moléculas de alto valor agregado
(OOTANI et al, 2013).

O Jardim Botanico da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro foi criado ha
trés décadas, especialmente, para promover oportunidades nos setores de educacdo e
pesquisa, onde existe uma colecdo de familias botanicas ja identificadas e catalogadas
(CYSNEIROS et al, 2011), das quais a familia Myrtaceae foi escolhida para o presente
estudo.

A familia Myrtaceae (do grego Myrtus = perfume) é uma familia botanica com cerca
de 140 géneros e 3.500 espécies de arvores e arbustos, que se distribuem por todos os
continentes (exceto Antartida). Sdo plantas arbustivas ou arboreas representadas nas
Américas, principalmente, pelas plantas frutiferas. O género Eugenia constitui um dos
maiores géneros desta familia, apresentando cerca de 1.115 espécies, distribuidas,
principalmente, nas regiGes tropicais das Américas. Grande parte destas espécies € usada na
medicina popular e muitas ja foram submetidas a estudos quimicos, além de avaliacdes
farmacoldgicas (SIANI et al, 2000).

Este trabalho descreve a diversidade quimica e o potencial bioldgico dos 6leos
essenciais extraidos de folhas frescas de seis espécies de Myrtaceae cultivadas no Jardim

Botanico da UFRRJ: Eugenia uniflora L. (pitangueira), Eugenia brasiliensis Lam
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(grumixameira), Psidium cattleianum Sabine (aragazeiro), Psidium guajava L. (goiabeira),
Syzygium cumini (jameleiro) e Syzygium malaccense (L.) Merr. & L. M. Perry (jambeiro
vermelho).

Devido a complexidade quimica na composicdo dos déleos essenciais, 0s métodos
quimiométricos tém sido aplicados com sucesso aos dados analiticos para reduzir esta
complexidade e evidenciar as informagdes mais relevantes, auxiliando tanto na identificacéo
de variedades que apresentam diferencas na sua composi¢do quimica quanto nos estudos de
guimiotaxonomia. Neste contexto, as técnicas de estatistica multivariada, analise de
componentes principais — ACP (ou PCA - Principal Component Analysis) e de agrupamento
hierarquico — AAH (ou HCA - Hierarchical Cluster Analysis) sdo ferramentas importantes e
complementares para identificar semelhancas ou diferencas entre amostras complexas
(COSTA et al., 2009; REZENDE et al., 2013).

O objetivo do presente trabalho foi realizar um estudo comparativo da composicéo
quimica e do teor dos dleos essenciais obtidos das folhas de seis espécies da familia
Myrtaceae, existentes no Jardim Botanico da UFRRJ. Para isso utilizou-se a aplicacdo
conjunta de técnicas cromatogréficas (CG-DIC e CG-EM) associadas aos métodos
quimiométricos com o intuito de discriminar o perfil destes Gleos essenciais, e assim,
contribuir para o conhecimento da composicao quimica das diferentes espécies.

Além disto, apesar da ampla utilizacdo de Oleos essenciais para diferentes
propriedades farmacolégicas, sempre é importante compreender outras acdes biologicas que
possam ser aplicadas a saude humana, agricultura e ao meio ambiente. Neste sentido, no
presente trabalho foi realizado um estudo com uma abordagem bioldgica, através de ensaios
de atividades larvicida, tripanocida, fungicida e antioxidante, objetivando a busca de novos
quimioterapicos eficazes e que se apresentem com uma alternativa promissora no sentido de

proporcionar uma substituicdo desejada e esperada para algumas substancias de risco.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae compreende cerca de 140 géneros e mais de 3.500 espécies de
arvores e arbustos que estdo distribuidas em regides tropicais e subtropicais da Austrélia,
Asia e América. No Brasil sdo registrados 23 géneros e cerca de 997espécies, distribuidas
principalmente na Mata Atlantica, onde sdo encontradas 636 espécies (MORAIS et al,
2014). De acordo com Sobral e colaboradores (2009), esta familia corresponde a 1,32% do
total de angiospermas conhecidas, sendo assim, bastante representativa, considerando um
total de 400 familias. Entre os géneros mais representativos destacam-se Eugenia, Myrcia,
Myrtus, Psidium, Pimenta, Syzygium, Eucalyptus e Melaleuca (LAGO et al, 2011).

As espécies brasileiras de Myrtaceae geralmente ndo produzem madeiras valiosas,
restringindo-se ao fornecimento de lenha, a utilizacdo em pequenas pecas ou objetos e outras
formas de uso local (GRESSLER et al, 2006). Por outro lado, hd numerosas espécies
frutiferas, algumas exploradas comercialmente, como por exemplo, a goiabeira (Psidium
guajava L.), a jabuticabeira (Myrciaria cauliflora) e a pitangueira (Eugenia uniflora L.).
Essas espécies representam apenas uma pequena fracdo do grande potencial econémico da
familia, tendo em vista o grande nimero de frutos comestiveis produzidos por espécies ndo
comerciais. Algumas espécies estdo desaparecendo da natureza antes mesmo que se tenha
conhecimento basico de sua biologia (LANDRUM & KAWASAKI, 1997), como pode ser
visto pelas listas de espécies de Myrtaceae ameacadas no Brasil divulgadas pela Fundagdo
Biodiversitas (2005).

Esta familia representa uma importante fonte de déleos essenciais com atividades
bioldgicas tais como antibacteriana, antifingica, antimicrobiana, antioxidante, entre outras
(LAGO et al, 2011). Além disso, muitos membros desta familia sdo utilizados na medicina
tradicional a partir da decoc¢do de folhas com finalidade antirreumatica, anti-inflamatoria,
antipirética, hipoglicemiante, diurética e reguladora do aparelho digestivo (CRUZ &
KAPLAN, 2004; LAGO et al., 2011). Espécies de Myrtaceae também se destacam por seu
potencial econémico, sendo muitas utilizadas como alimento, como por exemplo, as
espécies de P. guajava L. e E. uniflora L., consumidas em forma de suco, doces, geleias e
sorvetes (MORAIS et al, 2014). Apresentam também importancia ecologica, pois seus
frutos carnosos e suculentos sdo fontes de alimento a fauna silvestre, o que acaba veiculando
a dispersdo das sementes e favorecendo a sobrevivéncia e permanéncia das espécies
(GRESSLER et al, 2006).



2.1.1. Eugenia uniflora L. — Pitangueira

A pitangueira (Eugenia uniflora L.) € uma planta tropical frutifera nativa do Brasile
que pertencente a familia Myrtaceae, tem seu cultivo bem difundido em outros paises da
América do Sul (BICAS et al, 2011) e tem sido largamente explorada pelas industrias
alimenticias, de cosméticos e de farmacos (ALMEIDA et al, 2012). E um arbusto ou
arvoreta medindo de 4-10 m de altura, de tronco tortuoso e liso, de cor pardo-clara,
ramificado, copa estreita (Figura 1). Popularmente é conhecida como pitangueira-vermelha,
pitanga, pitanga-vermelha, ibipitanga, pitangatuba, pitangueira-de-jardim, pitangueira-do-
campo (LIRA JUNIOR et al, 2007).

Figura 1. Exemplar e folhas da espécie E. uniflora localizada em Seropédica
(Fonte: arquivo pessoal)

As folhas de E. uniflora séo largamente utilizadas na medicina popular, na forma de
infusdo ou decoccdo, por apresentarem propriedades anti-inflamatorias, antidiarreica
(SCHAPOVAL et al, 1994), anti-hipertensiva e antimicrobiana (OLIVEIRA et al, 2008).
Outros relatos da literatura tém destacado atividades hepatoprotetora (VICTORIA et al,
2013), antinociceptiva, hipotérmica (AMORIM et al, 2009), antitumoral (OGUNWANDE et
al, 2005), inseticida (JUNG et al, 2013) e indutor de fitoalexinas (MAZARO et al, 2008).

A E. uniflora apresenta, tanto nas folhas como nos frutos, 6leo essencial rico em
sesquiterpenos, além de taninos, pigmentos flavonoidicos e antocianicos, saponinas, sais

minerais e uma pequena concentra¢do de &cido ascorbico (LORENZI & MATOS, 2002).
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Suas folhas, quando jovens, apresentam uma coloracdo bronze passando a um verde escuro a
medida que envelhecem (MELO et al, 2007).

Tem sido descrito na literatura que o 6leo essencial de E. uniflora extraido por
hidrodestilacdo da parte aérea da planta apresenta rendimento de 0,74 a 1,8%. O dleo
apresenta propriedades adstringentes e odor agradavel, sendo utilizado atualmente na
fabricacdo de sabonetes, desodorantes e 0leos corporais por promover sensagdo de frescor
(MAY et al, 2007).

Vérios estudos examinaram a composicdo do dleo das folhas de E. uniflora de
diferentes regides no Brasil e em outros paises (WEYERSTAHL et al, 1988; HENRIQUES
et al, 1993; MELO et al, 2007; COSTA et al., 2009; PEIXOTO et al, 2010), e tais estudos

demonstraram que a composicao e a concentracdo dos componentes sdo muito complexas.

2.1.2. Eugenia brasiliensis Lam — Grumixameira

A grumixameira (Eugenia brasiliensis Lam), pertencente a familia Myrtaceae, é uma
planta nativa do Brasil, com ocorréncia do sul da Bahia até Santa Catarina. E uma arvore de
porte médio com excepcional valor paisagistico, dotada de copa densa e estreita com folhas
simples, geralmente opostas e de coloracdo sempre verde (Figura 2). Quando adulta, pode
alcancar até 15 metros de altura (DONATO & MORRETES, 2007). Tradicionalmente, suas
folhas, frutos, madeira e cascas sdo utilizados para reumatismo, distdrbios gastrointestinais,
como diurético e como anti-inflamatério (PIETROVSKI et al, 2008; MAGINA et al, 2009).

O oleo essencial extraido de suas folhas e cascas é aromatico, diurético, tendo seu
uso difundido na medicina popular no tratamento de reumatismo (LIMA et al, 2008).
Poucos sdo os relatos na literatura descrevendo o estudo e atividade bioldgica do 6leo

essencial extraido de suas folhas.



Figura 2. Folhas do exemplar Eugenia brasiliensis L. (Jd. Botanico da UFRRJ)
(Foto: Ricardo Alves-Silva).

2.1.3. Psidium cattleianum Sabine - aracazeiro

O aracazeiro (Psidium cattleianum Sabine), vulgarmente conhecido com os nomes de
araca, aragd-do-mato, araga-do-campo e aragé-amarelo, é uma espécie pertencente a familia
Myrtaceae, encontrado em estado nativo no Brasil desde Minas Gerais até o Rio Grande do
Sul (FETTER et al, 2010). Trata-se de uma espécie arborea cuja altura varia entre 3,0 e 6,0
m, com tronco liso e casca descamante (Figura 3). Os frutos sdo amarelos ou vermelhos,
sugerindo que a espécie possa ser dividida em dois morfotipos (LORENZI, 1992). E uma
espécie nativa, endémica do Brasil, utilizada como planta ornamental, que fornece frutos
comestiveis e muito apreciados (ALVARENGA et al, 2013).



Figura 3. Exemplar e folhas de Psidium cattleianum Sabine (Jd. Botanico da UFRRJ)
(Foto: Ricardo Alves-Silva)

Na medicina popular, o aracazeiro (P. cattleianum) é usado como adstringente,
hepatoprotetor, antidiarreico e analgésico. As folhas sdo usadas como cha ou pela
mastigacdo direta para alivio de dores abdominais ou de garganta (ALVARENGA et al,
2013).

2.1.4. Psidium guajava L. — goiabeira

A goiabeira (Psidium guajava L.; Myrtaceae) € uma arvore perene, rastica, que
atinge porte arbustivo ou arb6reo com menos de 10 m, é considerada nativa da América
tropical, em especial do Brasil e das Antilhas. O tronco € tortuoso, liso e descamante e as
folhas s&o simples e de textura coriacea (LORENZI, 1992) (Figura 4). E uma excelente fonte
de vitaminas essenciais para o crescimento e bom funcionamento do corpo humano
(especialmente vitaminas C e A) (OGUNWANDE et al, 2003).



Figura 4. Exemplar e folhas de Psidium guajava L. (Jd. Botanico da UFRRJ)
(Foto: Ricardo Alves-Silva).

Diferentes partes da planta sdo utilizadas na medicina popular para o tratamento de
vérias doencas humanas. A casca tem sido utilizada para o tratamento de diarreia, seu fruto é
tonico, laxante e anti-helmintico, enquanto as folhas sdo usadas para o alivio da tosse,
distarbios pulmonares, feridas e Ulceras (SHEN et al, 2008). Aos 6leos essenciais presentes
na planta sdo também atribuidas propriedades analgésicas e anti-inflamatérias (BAKKALI et
al, 2008).

2.1.5. Syzygium cumini (L.) Skeels - Jameldo

O ¢género Syzygium € considerado um dos maiores da familia Myrtaceae, com
aproximadamente 500 espécies de arvores e arbustos, dos quais cerca de 400 distribuem-se
no Brasil e assumem destaque especial por fornecerem extratos utilizados na medicina
tradicional como antimicrobianos, anti-inflamatérios, hipoglicemiante e cardiotonicos
(VENDRUSCOLDO et al., 2005).

Syzygium cumini, conhecido popularmente como jameldo ou jamboldo, é originario
da regifio Indo-Malésia, China e Antilhas e cultivado em varios paises, inclusive o Brasil. E
uma arvore frondosa, de porte médio, podendo alcancar 10 metros de altura. Sua copa é
cheia, ampla e bastante ramificada, com folhas simples, lisas, escuras e com textura coriacea
(SIQUEIRA-NUNES & MARTINS, 2010) (Figura 5).
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Figura 5. Exemplar e folhas da espécie Syzygium cumini (L.) Skeels (Jd. Botanico da UFRRJ)
(Foto: Ricardo Alves-Silva)

De acordo com Volpato e colaboradores (2002), informacgdes etnofarmacoldgicas
incluem o uso desta espécie como medicacdo hipoglicemiante para controle de Diabetes
mellitus. Outros estudos também comprovam a potencialidade da utilizacdo da espécie no
controle da glicemia (GROVER et al, 2000, SHARMA et al, 2006).

2.1.6. Syzygium malaccense (L.) Merr. & L. M. Perry — Jambo vermelho

Syzygium malaccense (L.) Merr. & L. M. Perry pertence a familia Myrtaceae, nativa
da India e da Malasia, € uma planta de frutos comestiveis, que pode atingir de 12 a 15m de
altura, com tronco reto e copa densa, com forma piramidal e ramificagdo abundante que se
inicia a 1,5-2,0 m do solo. De agosto a fevereiro, época da florada, ela se recobre de flores
vermelhas, caracterizando seu aspecto ornamental (MELO et al, 2009) (Figura 6). Suas
folhas sdo utilizadas comumente na medicina popular como diurético, agente
antimicrobiano, no tratamento da diabetes, de infec¢bes dérmicas, do trato gastrintestinal e
respiratorio bem como nas inflamagdes (OYINLADE, 2014).

Investigacdo na Nigéria mostrou que as folhas desta planta forneceram um déleo
essencial rico em monoterpenos (KARIOTI et al, 2007), semelhante ao padrdo quimico

encontrado mais recentemente por Lawal e colaboradores (2014).



(Jd.Boténico da UFRRJ) (Foto: Ricardo Alves-Silva).

2.2. Oleos Essenciais

Os oOleos essenciais sdo reconhecidos por seu valor medicinal desde os tempos
antigos e continuam a ser de primordial importancia até os dias atuais. Tém sido usados ha
muitos anos como perfumes, aromas para alimentos e bebidas, ou para curar o corpo e a
mente. Registros achados na Mesopotamia, China, india, Pérsia e Egito antigo mostram o
uso dos 6leos essenciais, extraidos de diferentes maneiras, em diversos tratamentos. Por
exemplo, no antigo Egito, a populacdo extraia os éleos por infusdo. Mais tarde, 0s gregos e
romanos usaram a destilacdo, conferindo as plantas arométicas um valor adicional. Com o
advento da civilizacdo islamica, as técnicas de extracdo tornaram-se ainda mais refinadas.
Na era do Renascimento, os europeus assumiram a tarefa e com o desenvolvimento da
ciéncia, a composicao e a natureza dos 6leos essenciais foram bem estabelecidas e estudadas
(FRANZ, 2010; DJILANI & DICKO, 2012).

Os 0Oleos essenciais sdo comumente utilizados como agentes aromatizantes em
produtos alimentares, bebidas, perfumaria, produtos farmacéuticos e cosméticos. Atualmente
cerca de 3000 6leos essenciais sdo conhecidos, dos quais 300 sdo importantes do ponto de
vista comercial (BAKKALI et al, 2008; DJILANI & DICKO, 2012). Cerca de 40.000 a
60.000 toneladas por ano de produgdo com valor de mercado estimado em 700 milhdes de

ddlares, indicam que a producdo e consumo de éleos essenciais estd aumentando em todo o
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mundo (RAUT & KARUPPAYIL, 2014). Esses 6leos sdo largamente empregados pelas
suas propriedades antifungica, antibacteriana e inseticida. Além disso, possuem varias outras
propriedades bioldgicas, tais como antitumoral (OGUNWANDE et al, 2005), indutor de
fitoalexinas (MAZARO et al, 2008), antinociceptiva (AMORIM et al, 2009), antioxidante
(VICTORIA et al, 2012), anti-inflamatoria (SIANI et al, 2013), antimicrobiana (BADAWY
& ABDELGALEIL, 2014).

As plantas ricas em d&leos essenciais sdo abundantes em Angiospermas
dicotileddneas, principalmente nas familias: Asteraceae, Apiaceae, Lamiaceae, Lauraceae,
Myrtaceae, Myristicaceae, Piperaceae, Rutaceae entre outras. Dependendo do grupo
taxondmico, os Oleos podem ocorrer em estruturas secretoras especializadas, tais como:
pelos e tricomas glandulares, células parenquimaticas diferenciadas, canais oleiferos, em
bolsas lisigenas ou esquizolisigenas (SIMOES & SPITZER, 2003).

A ISO 9235 de 2013 define dleo essencial como o produto obtido a partir de uma
matéria-prima natural de origem vegetal, por destilacdo a vapor ou por meio de processos
mecanicos do epicarpo de citrinos (prensagem). Sdo metabdlitos secundarios produzidos e
armazenados em estruturas secretoras especiais, como cavidades, canais, pelos glandulares,
células parenquiméticas diferenciadas (ASCENSAO, 2007) e, de uma maneira geral,
constituem os elementos volateis contidos em varios 6rgdos das plantas, incluindo brotos,
flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutos, raizes, madeira ou casca e podem variar a sua
composicao de acordo com a localizacdo em uma Unica espécie (SOUZA et al, 2010). Os
6leos essenciais sdo assim denominados devido & composicdo lipofilica que apresentam,
quimicamente diferentes da composi¢do gliceridica dos verdadeiros dleos e gorduras. Os
principios odoriferos dos Gleos volateis sdo encontrados em varias partes do vegetal, e
apresentam uma funcéo ecoldgica. Além disto, estdo associados a varias fungdes necessarias
a sobrevivéncia do vegetal em seu ecossistema, exercendo papel fundamental na defesa
contra microrganismos e predadores, e também na atracdo de insetos e outros agentes
fecundadores para favorecer a dispersdo de polen e sementes, ou repelir outros indesejaveis
(SIANI, 2000; BAKKALI et al., 2008; SELL, 2010).

Embora seja determinada geneticamente, sendo em geral especifica para determinado
6rgdo e estagio de desenvolvimento, a composi¢do quimica dos 6leos essenciais pode variar

em funcdo de fatores extrinsecos e intrinsecos (Figura 7).

11



Ritmo circadiano

-~ "
hY
\\\ N
: indice pluviométrico
Sazonalidade .

Radiagao UV
Composicao
5 % /s 4D
" /

Herbivoria e

= ataque de
~patogenos

&

4
ldade e

.

— T

Figura 7. Principais fatores que podem influenciar as caracteristicas dos metabolitos secundarios em
plantas (adaptado de GOBBO-NETO & LOPES, 2007)

Os fatores extrinsecos estdo relacionados as condicGes ambientais e de colheita,
como localizacdo geogréafica e tipo de solo, meses e horério de colheita, precipitacdo e
quantidade de agua disponibilizada a planta, interagdes bioticas, irradiacdo luminosa,
temperatura, tratamento pds-colheita e técnica de extragdo utilizada (FIGUEIREDO et al,
2008; MORAIS, 2009); enquanto os fatores intrinsecos dependem da genética e fisiologia da
planta, como a variabilidade genética (quimiotipos), fase ontogénica (origem e
desenvolvimento), 6rgdo da planta e idade da planta (SIMOES & SPITZER, 2003;
SALGUEIRO et al., 2010; VERMA et al, 2014).

E evidente que a literatura especializada reina uma série de estudos envolvendo a
composicao quimica dos 6leos essenciais produzidos por espécies de Myrtaceae, entretanto,
dada a ampla diversidade bioldgica desta familia boténica, ainda ha muito por ser descoberto
e avaliado.

2.2.1 Biossintese de volateis e composi¢do dos 6leos essenciais

Os 0Gleos essenciais constituem uma mistura complexa de substancias presentes em
concentracdes variaveis, geralmente caracterizados por um, dois ou trés componentes
majoritarios, encontrados em altas concentragdes quando comparados com a quantidade dos

outros componentes presentes. A complexidade quimica dos 6leos essenciais dificulta a
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analise dos seus componentes bioativos. Em muitos casos registrados na literatura, o
constituinte majoritario é responsavel pela atividade bioldgica. No entanto, esta propriedade
pode ser atribuida & acéo sinérgica ou antagonica de varios componentes (BAKKALI et al,
2008).

Os componentes incluem dois grandes grupos de origem biossintética distinta,
constituidos de derivados fenilpropanoides, que sdo compostos aromaticos caracterizados
por apresentarem uma cadeia lateral de trés &tomos de carbono ligada ao anel aromatico, e
dos terpenoides, considerados o grupo predominante. Os componentes terpénicos mais
frequentes nos 0leos essenciais sdo 0s monoterpenos, formados de 10 atomos de carbono, e
0s sesquiterpenos, terpenoides que apresentam 15 atomos de carbono em sua estrutura
(Figura 8) (BAKKALI et al., 2008; KUTCHAN et al, 2015).
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Figura 8. Exemplos de algumas das substancias presentes em 6leos essenciais

Atualmente s&o descritos cerca de 30.000 membros dos terpenoides, sendo

considerados um dos grupos de produtos naturais mais importante (KUTCHAN et al, 2015).

13



Os terpenoides sdo definidos como substancias compostas de unidades do isopreno (Figura

' O

Isopreno Isopentano

Figura 9. Estruturas do isopreno e do isopentano (unidade bésica de cinco atomos de carbono
encontrada nos terpenoides) (adaptado de DEWICK, 2002).

O isopreno ndo é encontrado nos Oleos essenciais, € nem é um intermediario na
biossintese destes metabdlitos especiais, mas o esqueleto isopentano pode, geralmente, ser
discernido na maioria dos terpenoides (Figura 10). No entanto, o arranjo linear de unidades
de isopreno pode ser mais dificil de ser observado em estruturas onde, por exemplo, possa

ter ocorrido reacdes de rearranjo, além de perdas ou ganhos de carbono (DEWICK, 2002).
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Figura 10. Exemplos de estruturas de terpenoides com visualiza¢do do arranjo das unidades de
isopreno (adaptado de DEWICK, 2002)
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Na biossintese dos terpenoides, as unidades basicas de cinco atomos de carbono
bioguimicamente ativas sdo representadas pelo isopentenil-pirofosfato (IPP) e seu isdbmero
dimetilalil-pirofosfato (DMAPP). Estes intermediarios sdo sintetizados em plantas por duas
rotas diferentes: a via do mevalonato, que ocorre no citosol, e a via metil-eritritol-4-fosfato
(citada também como via deoxixilulose fosfato), que tem sua ocorréncia nos plastideos
(DEWICK, 2002; KUTCHAN et al, 2015).

Na via do mevalonato, no primeiro estagio, inicialmente trés moléculas de acetil-
CoA sdo condensadas e a partir de uma série de etapas, o acido mevalbnico é formado,
sendo posteriormente fosforilado, descarboxilado e desidratado, produzindo assim o IPP. A
rota do metil-eritritol-4-fosfato se inicia com a condensacédo do gliceraldeido-3-fosfato com
0 piruvato e, apds um conjunto de reacBes, se dad a formacdo do intermediario, a
deoxixilulose fosfato, que apds rearranjo e redugdo da origem ao metil-eritritol fosfato, que é
entdo reduzido dando origem ao IPP e seu isdmero DMAPP, na proporcdo de 5:1
(BARTRAM et al, 2006; KUTCHAN et al, 2015) (Figura 11).
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Figura 11. Esquema simplificado da rota biossintética das unidades isoprenoides precursoras dos
terpenoides (adaptado BARTRAM et al, 2006).

O IPP, na presenca da enzima IPP-isomerase (aqui representada por Enz-H), é
convertido no DMAPP (Figura 12). Apesar de serem estruturalmente similares, o IPP e
DMAPP apresentam reatividades diferentes, uma vez que somente no isomero DMAPP, o
pirofosfato (PP), um bom grupo de saida em reac6es de substituicdo nucleofilica, esta ligado
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a um carbono alilico, o que possibilita a formacdo de um carbocétion estabilizado por

ressonancia, enquanto o menos reativo, IPP, apresenta como sitio principal de reacdo a

ligacdo dupla (CAREY & GIULIANO, 2014).
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Figura 12. Conversdo do IPP no DMAPP, em presenca da IPP-isomerase (adaptado de CAREY &

GIULIANO, 2014).

Na segunda etapa da biossintese dos terpenoides mais comuns presentes nos éleos

essenciais, o IPP e DMAPP, em presenca de preniltransferases, reagem entre si para formar

uma ligacdo carbono-carbono, unindo duas unidades de isopreno e dando origem ao geranil

difosfato, o precursor dos monoterpenos. O geranil difosfato, um difosfato alilico como o

DMAPP, reage com o IPP dando origem ao percursor dos sesquiterpenos, o farnesil
difosfato (CAREY & GIULIANO, 2014; KUTCHAN et al, 2015) (Figura 13).

)\/cmo@@ )\/cmo@@

IPP DMAPP

| |
e®, - -"4

10 \

Geranil difosfato

0

N
CH,O@@® (prp)
)\/
PP =

Farnesil Difosfato

# Monoterpenos

Crs /w HO0®

= Sesquiterpenos

Figura 13. Esquema simplificado da biossintese dos mono e sesquiterpenos (adaptado de

CROTEAU et al, 2000).
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A via biossintética de formacdo dos fenilpropanoides se da através de um processo
que se inicia com a condensacdo alddlica do fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fosfato, e apos
varias etapas ddo origem ao acido chiquimico, precursor dos aminoacidos fenilalanina e
tirosina. Estes aminoécidos, ao perderem uma molécula de aménia, ddo origem aos acidos
cindmico e para-cumarico, precursores da maioria das substancias classificadas de
fenilpropanoides (SIMOES & SPITZER, 2003) (Figura 14).
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Figura 14. Rota biossintética para formacao de derivados fenilpropanoides (adaptado de SIMOES &
SPTIZER, 2003).
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2.2.2 Métodos de extracao de Gleos essenciais

Os 0leos essenciais podem ser extraidos através de inimeras técnicas, sendo as mais
comuns a prensagem, hidrodestilacdo, extracdo por arraste a vapor, enfloracdo e extragao
por fluido supercritico. No entanto, as propriedades dos dleos essenciais extraidos através
destes métodos, podem variar, dependendo do método utilizado (OKOH et al., 2010;
MACHADO & FERNANDES JR., 2011). Além disto, podem ndo ser considerados
verdadeiros Oleos essenciais, uma vez que ndo obedecem a sua definicdo segundo a ISO
9235 de 2013. No entanto, eles possuem, na maioria das vezes, perfis de aroma que séo
quase idénticos aos da matéria-prima a partir da qual eles foram extraidos. Eles séo,
portanto, muitas vezes utilizados na industria de sabor e fragrancia e em adicdo na industria
alimentar, se os solventes escolhidos sdo aceitaveis para alimentos e ndo deixam qualquer
residuo prejudicial em produtos alimentares (KUBECZKA, 2010).

O método da prensagem (ou expressdo) € ainda bastante utilizado em industrias
devido ao seu alto rendimento, embora esta técnica seja pouco seletiva, podendo produzir
6leos com altos teores de substancias ndo volateis, impurezas e lipidios. E aplicado
exclusivamente para a extracdo dos 6leos essenciais de pericarpos de frutos citricos, onde,
apos a prensagem, o Oleo é separado da emulsdo formada com agua através de decantacdo
ou centrifugaco (SIMOES & SPITZER, 2003; PAVARINI et al, 2012).

Os processos de destilacdo, como hidrodestilagdo e arraste a vapor, ttm em comum a
utilizacdo da agua ou do seu vapor para facilitar a libertacdo dos 6leos essenciais das células
secretoras ou de armazenamento. Os 0leos essenciais possuem tensdo de vapor mais elevada
que a da agua, sendo por isso, arrastados pelo vapor d’agua. Em seguida ocorre a
condensacdo que, devido a natureza dos compostos, permite a separacdo do 6leo da agua
(SIMOES & SPITZER, 2003). Embora sejam técnicas simples e menos dispendiosas quando
comparadas com as outras técnicas de extracdo, o fato de haver aguecimento direto pode
levar a ocorréncia de degradacOes e oxidaces do material vegetal e consequente perda de
alguns constituintes do 6leo essencial (SIMOES & SPITZER, 2003; PAVARINI et al,
2012).

A enfloracdo ou enfleurage é um processo milenar empregado para extrair 6leos
essenciais de pétalas de flores, que sdo termicamente instaveis e altamente volateis,
utilizando gordura animal ou vegetal. As pétalas sdo depositadas, a temperatura ambiente,
sobre uma camada de gordura, durante um determinado periodo de tempo. Apds seu
esgotamento, estas pétalas sdo substituidas por novas até a saturacdo total, quando a gordura
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é tratada com alcool. Posteriormente, o alcool é destilado a baixa temperatura e é obtido o
6leo essencial, considerado de alta qualidade e de aroma peculiar (PAVARINI et al, 2012).

A extragdo por fluido supercritico emprega um gas como solvente, geralmente o gas
carbbnico (CO,), que é mantido acima de sua temperatura e pressao criticas, tornando-o um
fluido supercritico com caracteristicas peculiares, como baixa viscosidade, alta densidade e
difusdo, intermediaria entre gases e liquidos. Além disso, esta técnica € muito atrativa
porque é realizada a temperaturas reduzidas comparadas com as das outras técnicas,
diminuindo assim a possibilidade de degradacdo térmica dos compostos a extrair e
encurtando o tempo de extracdo. No entanto, esta técnica exige equipamentos sofisticados,
grandes otimizacdes e manutencdes devido as elevadas pressdes que se atingem durante o
processo, sendo bastante dispendiosa e resultando, consequentemente, em produtos mais
caros (HERRERO et al, 2010, PAVARINI et al, 2012).

2.3. Potencial biolégico dos 6leos essenciais

Do ponto de vista econdmico, diferentes aplicacdes podem ser dadas aos Oleos
essenciais: na medicina, na culinéria, na cosmetica, e mais recentemente, na agricultura. O
conhecimento de que o 6leo essencial ou alguns dos constituintes que fazem parte desses
6leos podem atuar como antimicrobianos ou apresentar outras propriedades bioldgicas, tem
estimulado pesquisas com o objetivo de fazer uso desses produtos naturais para proteger
culturas e produtos agricolas armazenados, bem como aplicados na salde humana. Em uma
breve analise de relatos publicados recentemente, somente uma pequena quantidade de
artigos trata da analise da atividade biologica atrelada ao estudo fitoquimico das suas
espécies. E mais especificamente, sobre alguns 6leos essenciais obtidos de espécies de
Myrtaceae nota-se profunda escassez de informacOes. Assim, a seguir serdo destacadas
algumas atividades biologicas descritas para Oleo essencial de diferentes espécies de

Myrtaceae que foram alvo deste trabalho.
2.3.1 Atividade larvicida frente a larvas de Aedes aegypti

Algumas espécies de mosquitos atuam como vetores para uma grande variedade de
patdgenos e parasitas, humanos e veterinarios, e causam grande morbidade e mortalidade,
sendo assim um grande encargo econdmico nos paises afetados por doencas endémicas. Nas
ltimas décadas tem crescido a busca pelo controle quimico alternativo contra o Aedes
aegypti L. e neste sentido varios estudos estdo sendo desenvolvidos e incentivados, focados
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em novas substancias de origem vegetal com propriedades inseticidas (PAVELA, 2015,
ISMAN & GRIENEISEN, 2014). O principal controle deste vetor é baseado na destrui¢éo
dos locais de reproducdo usando inseticidas sintéticos. No entanto, o uso continuado destes
inseticidas pode resultar em resisténcia dos mosquitos (MELO-SANTOS et al., 2010) além
de serem toxicos e afetarem o meio ambiente através da contaminacéo do solo, da agua e do
ar. Esses efeitos negativos dos inseticidas sintéticos tornaram-se o principal impulso a
pesquisa de inseticidas naturais mais eficazes, por serem biodegradaveis, eco-amigaveis e
seguros para 0 meio ambiente. Neste contexto os 0leos essenciais tém se mostrado muito
promissores no sentido de proporcionar uma substituicdo esperada e desejada para algumas
substancias sintéticas de risco (LIMA et al, 2011; PAVELA, 2015).

Dados da literatura revelam que cerca de 361 dos Gleos essenciais de 269 espécies de
plantas (sendo cerca de 27% recolhidas no Brasil) foram testados quanto a sua atividade
larvicida. Mais de 60% destes 6leos essenciais foram considerados ativos (CLsy <100 mg/L),
e a maioria era derivado de espécies pertencentes as familias Myrtaceae, Lamiaceae e
Rutaceae. Os 0Gleos essenciais mais ativos foram aqueles ricos em fenilpropanoides,
sesquiterpenos oxigenados e hidrocarbonetos monoterpenos e que exibiram concentragcdes
eficazes comparaveis a dose recomendada para a utilizacdo de temefds (1 mg/L) nos
criadouros do mosquito (DIAS & MORAES, 2014), um inseticida organofosforado
amplamente utilizado como a principal estratégia para o controle das larvas do mosquito A.
aegypti (CRIVELENTI et al, 2011).

A concentracdo necesséria para atingir mortalidade depende de muitos fatores, tais
como o estadio larval, temperatura ambiente, a capacidade de penetrar a cuticula larval, bem
como o mecanismo de acdo (PAVELA et al, 2009; RATTAN, 2010).

Embora muitos trabalhos foquem a atencdo sobre a eficacia larvicida de Oleos
essenciais, existe pouca informacgdo disponivel sobre o seu mecanismo de acdo contra
insetos. Existe uma dificuldade de se determinar a relacdo entre o efeito larvicida e a
composicdo quimica do 6leo essencial porque as interagbes entre as substancias podem
influenciar a atividade da mistura. Varios mecanismos de ac¢do das substancias individuais,
muitos dos quais ainda permanecam desconhecidos, podem em suas combinagdes, ndo sé
proporcionar um aumento significativo na eficacia, mas também impedirem o
desenvolvimento da resisténcia as pragas (SANTOS et al, 2010).

Dados da literatura revelam que a lipofilicidade desempenha um papel chave na

modulacdo da atividade larvicida (RATTAN, 2010). A associacdo entre compostos

20



lipofilicos e inibicdo enziméatica/desativacdo da proteina pode ser uma explicacdo razoavel
para este fato (PAVELA, 2015). Esta hipétese foi confirmada através de um estudo
quimiométrico aplicado aos compostos ativos, tais como terpenos e fenilpropanoides
(SCOTTl et al., 2013).

Santos e colaboradores (2011) também apresentaram uma discussao sobre a relagao
estrutura/atividade, mostrando que a presenca de heteroatomos na estrutura basica de
hidrocarbonetos diminui a poténcia larvicida. A substituicdo de ligaces duplas por epoxidos
mais reativos diminui a poténcia larvicida ou ligacGes duplas exo e conjugadas parecem
aumentar a poténcia larvicida. Por exemplo, Lucia e colaboradores (2007) e Perumalsamy e
colaboradores (2009) verificaram que B-pineno, que possui uma ligacdo dupla exociclica, é
mais toxico para as larvas de A. aegypti que 0 a-pineno que apresenta uma ligacdo dupla
endociclica. Santos e colaboradores (2011) ainda relataram que a presenca de grupos
hidroxilas em estruturas ciclicas resultou na diminuicdo da poténcia larvicida,
provavelmente devido ao aumento da polaridade, indicando que a diminuicdo do caréater
lipofilico destes compostos restringe a sua passagem através da cuticula larval
(LOMONACO et al., 2009; RATTAN, 2010).

Nas pesquisas realizadas em bancos de dados especializados (SciFinder, PubMed,
SciELO, Portal de Periddicos CAPES e Web of Science) foram encontrados apenas dois
artigos relatando bioensaios de 6leos essenciais de duas das espécies de Myrtaceae estudadas
no presente trabalho frente a larvas de Aedes aegypti. Um dos trabalhos foi o de Leite e
colaboradores (2009) onde foi relatado que o 6leo essencial extraido das folhas de Eugenia
uniflora L. mostrou uma inibicdo de 100% da viabilidade larval em todas as concentracGes
ensaiadas. Nos ensaios realizados, a mortalidade ocorreu num curto periodo de tempo (2 h)
tornando-se impossivel a observacdo do desenvolvimento das larvas de A. aegypti nos
altimos experimentos. Os autores concluiram que a répida e alta taxa de mortalidade
provavelmente foi estabelecida devido a interferéncia do 6leo essencial ensaiado sobre a
sintese e/ou reabsorcdo de quitina nas larvas. No segundo trabalho, Lima e colaboradores
(2011) relataram pela primeira vez, o potencial larvicida do 6leo de P. guajava e do seu
componente majoritario, o 1,8-cineol, que correspondia 48,8% da composicdo do 6leo. Nas
condicdes testadas, o Oleo essencial apresentou uma CLsg igual a 24,7 ng/mL, enquanto o
1,8-cineol mostrou um valor de CLso de 47,9 ug/mL, indicando que, provavelmente, este
constituinte seja um dos componentes responsaveis pelo efeito larvicida apresentado pelo

0leo essencial de P. guajava.
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Satyal e colaboradores (2015) também relataram uma potencial atividade larvicida
em experimentos utilizando como modelo larvas de Chaoborus plumicornis (glassworm ou
larva do mosquito fantasma ou “verme do vidro”). Neste experimento o 6leo essencial de P.
guajava apresentou CLsp de 63,3 ug/mL, e 0s componentes majoritarios avaliados foram E-
nerolidol e p-cariofileno, que corresponderam, respectivamente, a 35,6 e 15,8% da

composicao do 6leo investigado.

2.3.2. Capacidade Antioxidante

O termo antioxidante é utilizado para definir o conjunto enzimatico ou ndo de
sistemas que protegem as macromoléculas ou estruturas celulares, retardando, impedindo ou
removendo o dano oxidativo a estes alvos (COSTA & MORADAS-FERREIRA, 2001,
GUTTERIDGE & HALLIWELL, 2010). H& ainda compostos de origem vegetal, como as
frutas, verduras, 6leos essenciais, entre outros (DE OLIVEIRA et al, 2009; VICTORIA et
al, 2012) ou sintéticos, como exemplo os utilizados para preservar alimentos, como o butil-
hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e
propilgalato (PG) que possuem atividade antioxidante (RAMALHO & JORGE, 2006).

O papel e os efeitos benéficos dos antioxidantes contra varios transtornos e doencas
induzidas pelo estresse oxidativo tém recebido muita atencdo. Muitos tipos de antioxidantes
com diferentes fungdes desempenham seu papel na rede de defesa in vivo. Os antioxidantes
de eliminacdo de radicais livres sdo uma das classes mais importantes e a avaliacdo da sua
capacidade tem sido objeto de estudos extensivos (NIKI, 2010).

Radicais livres sdo atomos ou moléculas altamente reativos, contendo nimero impar
de elétrons (elétron desemparelhado) em sua Ultima camada eletrbnica, e que podem
interferir em reac6es normais do organismo, causando alteracGes. Os radicais livres cujo
eletron desemparelhado encontra-se centrado nos atomos de oxigénio sdo denominados
EROs (espécies reativas de oxigénio) e nos atomos de nitrogénio sdo ERNSs (espécies
reativas de nitrogénio) (COTINGUIBA et al, 2013). Consideram-se radicais livres, por
exemplo, o0 anion superoxido (O*), o radical hidroxila (*OH) e o radical lipoperoxila
(LOOe). Capazes também de reagir com moléculas celulares e teciduais, as principais
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio compreendem o peréxido de hidrogénio (H,0,), o
0xido nitrico (NO¢) e o anion peroxinitrito (ONOQO") (SILVA & FERRARI, 2011).

Os mecanismos de geracdo de radicais livres ocorrem, normalmente, nas

mitocdndrias, membranas celulares e no citoplasma. A mitocéndria, por meio da cadeia
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transportadora de elétrons, é a principal fonte geradora de radicais livres (BARBOSA et al,
2010). A formacdo de radicais livres in vivo ocorre via agao catalitica de enzimas durante 0s
processos de transferéncia de elétrons que ocorrem no metabolismo celular (fatores
enddgenos) e pela exposicdo a fatores exdgenos (ozonio, radiagdes gama e ultravioleta,
medicamentos, dieta, cigarro, etc.) (COTINGUIBA et al, 2013).

Os radicais livres atuam no sistema imunologico, pois apresentam acédo bactericida,
fungicida, virotica, agindo como uma espetacular barreira de defesa do organismo frente a
presenca de microrganismos. Além disso, sdo encontrados envolvidos na fagocitose,
regulacdo do crescimento celular, sinalizacao intercelular e sintese de substancias bioldgicas
importantes. No entanto, quando o acumulo destas moléculas ultrapassa a capacidade de
defesa antioxidante das células, ocorre 0 que se chama de estresse oxidativo, 0 que ira
acarretar efeitos prejudiciais, tais como a lipoperoxidagdo de membranas e a oxidagdo de
proteinas e DNA (BARREIROS et al, 2006; COTINGUIBA et al, 2013).

A peroxidacdo lipidica é provavelmente o tipo de dano mais explorado em pesquisas
quando se trata de EROs. O processo € iniciado pela reacdo de um radical livre com um
acido graxo insaturado que, por ter multiplas ligacbes duplas, € um excelente alvo para o
ataque de radicais livres, e propagado por radicais peroxilas, podendo ser definido como
uma cascata de eventos bioquimicos. Resulta na formacdo de hidroperdxidos lipidicos e
aldeidos, entre eles, o malondialdeido (ou propanodial), uma substancia reativa ao acido
tiobarbitarico (TBARS) comumente dosado para avaliar o estresse oxidativo (Figura 15), e
considerado um biomarcador importante na deteccdo do estresse oxidativo em amostras
biologicas (LAGUERRE et al, 2007; BORGES et al, 2011; MENDONCA et al, 2014). Uma
resposta ao estresse oxidativo ¢ acionado quando as células ‘sentem’ um aumento de
radicais livres - um mecanismo elaborado de defesa celular denominado sistema de defesa

antioxidante.
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Figura 15. Via de formacdo do malondialdeido a partir do radical peroxila de acido graxo tri-
insaturado C18 (a), e a formacéo do cromoforo TBA a partir de TBA e malondialdeido (b) (adaptado
de LAGUERRE et al, 2007).

Existem varios métodos in vitro, relativamente simples, utilizados para avaliar o
potencial antioxidante de diferentes substancias, onde a reagdo é estudada na auséncia e na
presenca dos componentes, cuja atividade antioxidante esta sendo investigada. Entre estes
métodos destacam-se 0s colorimétricos relacionados a habilidade dos antioxidantes em
neutralizar radicais do DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazila) ou ABTS [sal de aménio do
acido 2,2’-azinobis(3-etilbenzenotiazolina- 6-sulfénico)], o método FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power)-Poder Antioxidante de Redugdo do Ferro, e o0 ensaio
espectrofotométrico baseado na oxida¢do (descoloragdo) do P-caroteno induzida pelos
produtos da degradacdo oxidativa do 4cido linoleico (SACCHETTI et al, 2005; BORGES et
al, 2011).

Considerando as diferencas entre o grande numero de ensaios disponiveis, 0S
resultados de um Unico ensaio podem dar apenas uma sugestdo das propriedades
antioxidantes dos Oleos essenciais e devem ser interpretados com cautela. Além disso, a
complexidade quimica dos dleos essenciais, muitas vezes uma mistura de dezenas de
compostos com diferentes grupos funcionais, polaridade e comportamento quimico, pode

levar a resultados distintos, dependendo do ensaio utilizado. Portanto, a possibilidade de
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uma abordagem com multiplos ensaios no trabalho de triagem é altamente recomendavel
(SACCHETTI et al, 2005).

No entanto, tais ensaios ndo sdo representativos das condigdes celulares do homem e,
tendo em vista que antioxidantes assumem papel importante na medicina preventiva é
necessario que as informacdes sejam obtidas a partir de sistemas biolégicos (BORGES et al,
2011). O método utilizando células eucaridticas da levedura Saccharomyces cerevisiae
como modelo biolégico para estudo da oxidagéo in vivo tém se mostrado muito adequados
para 0 entendimento dos mecanismos moleculares que envolvem a tolerancia ao estresse
oxidativo, fornecendo resultados rapidos, reprodutiveis e passiveis de serem correlacionados
aos observados no homem, devido a sua semelhanca com as células de mamiferos
superiores, como principais organelas, vias metabdlicas, proteinas, mecanismo redox
intracelular e fatores de transcricdo (SOARES et al, 2005; TORRE-RUIZ et al, 2012).

Estudos tém revelado a capacidade antioxidante de Oleos essenciais, sugerindo o
potencial destes produtos naturais para uso em industrias farmacéuticas, no entanto, as suas
utilizacBes podem ser dificultadas devido a variabilidade quimica dos 6leos. Varios fatores,
incluindo o tempo de colheita da planta aromatica, condi¢Bes climaticas e agrondmicas, 0
desenvolvimento vegetativo e a parte da planta utilizada, o tipo de extracéo utilizado, entre
outros, podem ser considerados como responsaveis por flutuacdes em suas composicdes
quimicas e em suas propriedades bioldgicas (MIGUEL, 2010).

Em um estudo sobre a atividade antioxidante do dleo essencial obtido de folhas de E.
uniflora, Victoria e colaboradores (2012) propuzeram que o mecanismo desta atividade
fosse baseado, principalmente, na transferéncia de elétrons, uma vez que o éleo essencial
apresentou potencial capacidade redutora de ferro com seu poder redutor melhorado com o
aumento da concentracdo do Oleo essencial testado, e também por ter se mostrato mais
potente no ensaio de eliminacgdo de radicais de ABTS, com um valor de Clsp de 8,11 + 0,2
ug/mL do que no ensaio com radicias de DPPH (Clsp de 833,3 + 20,7 ug/mL). No ensaio, 0
Oleo essencial avaliado reduziu a peroxidagdo lipidica em rins de camundongo e, a
administracéo deste por via oral ndo causou letalidade ou efeitos toxicologicos nos animais.

Em um estudo sazonal do Oleo essencial extraido de folhas frescas de Eugenia
brasiliensis, nas quatro estagdes do ano, Siebert e colaboradores (2015) avaliaram a
atividade antioxidante através do ensaio de sequestro de radicais livres de DPPH, da inibig&o
da peroxidacéo lipidica do sistema B-caroteno/acido linoleico, e através da determinagdo do

poder redutor de ferro (FRAP). Neste trabalho todas as amostras foram incapazes de reduzir
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os radicais de DPPH a niveis inferiores a 50% de uma concentracdo maxima de 500 pg/mL.
As amostras dos 0Oleos essenciais também apresentaram resultados pobres no teste de
inibicdo da peroxidagdo lipidica, com a melhor percentagem de inibicdo obtida com o 6leo
essencial extraido na primavera (14,05%). O potencial de reducdo mostrou resultados
semelhantes em todas as amostras, e o melhor resultado registrado foi do outono (94,32 mg /
acido ascorbico/g de amostra), mostrando assim uma fraca resposta das amostras testadas.

Castro e colaboradores (2015) relataram que o 6leo essencial de P cattleianum exibiu
capacidade antioxidante no ensaio de reducdo do ferro (FRAP) em concentragdes iguais e
superiores a 100 pg/mL, mas ndo demonstrou efeito nos testes com radicais de DPPH e
ABTS. Nos testes in vivo, avaliaram a capacidade deste 6leo essencial para reduzir a
oxidacdo do acido linoleico, a peroxidacgéo lipidica induzida por nitroprussiato de sédio em
regides do cérebro de camundongos (cortex, hipocampo e cerebelo) e a peroxidacéo lipidica
basal no figado, rim e cérebro de camundongos. O 6leo essencial de P. cattleianum diminuiu
a peroxidacao lipidica, por si s6 em concentracfes que variaram de 100 a 500 ug/mL no
figado, com um valor de CLs, de 48,00 + 3,00 ug/ml e Inibicdo maxima (lmax) de 65,10 +
11,71%. No rim, houve diminuicdo da peroxidacdo lipidica em concentra¢fes de 100 e 500
ug/mL com um valor de Imax de 32,90 * 2,62% e no cérebro apresentou um I« de 45,40 £
14,40%. Além disso, a administracdo deste Oleo por via oral ndo causou efeitos toxicos
nestes animais.

Nos estudos realizados por Lee e colaboradores (2012), o 6leo essencial de folhas de
P.guajava (goiabeira) teve seu potencial antioxidante avaliado usando ensaio de eliminacéo
de radicais livres (DPPH), poder redutor do ferro (FRAP) e também o ensaio da oxidacdo
(descoloracdo) do p-caroteno induzida pelos produtos da degradacdo oxidativa do &cido
linoleico. O dleo essencial das folhas de goiabeira mostrou uma atividade de eliminacéo de
radicais livres dependente da concentracdo atraves da inibicdo dos radicais DPPH, mas agiu
como um antioxidante moderado com valor Clsy de 460,37 = 1,33 pg/mL. Apresentou
também inibicdo moderada na oxidacdo do B-caroteno com uma percentagem de inibicdo de
81,67 + 1,48%, e no teste do FRAP, apresentou um fraco poder redutor com um a CEsy igual
a5511,94 + 9,66 pg/mL.

Uma potencial atividade antirradicalar do 6leo essencial extraido de folhas frescas de
S. cumini foi relatada por Elansary e colaboradores (2012), que avaliaram esta propriedade
frente a capacidade sequestrante de radicais livres (DPPH). Num estudo comparativo com o

6leo essencial de outras espécies vegetais, 0 6leo essencial de S.cumini, apresentou a mais
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alta atividade antioxidante total (11,13%). Neste trabalho, 0s autores sugerem que esta alta
atividade poderia ser atribuida a quantidade elevada de o-terpineol e a-pineno presentes na
composicdo do 6leo desta espécie.

Os resultados obtidos por Reddy & Jose (2013) também demonstraram que o 6leo
essencial de folhas de S. cumini pode ser considerado uma boa fonte de antioxidantes
naturais. Verificaram que a capacidade antioxidante deste 0leo (Clsy de 76,4 pg/mL) foi
comparavel a encontrada para o padrdo, acido ascérbico (Clso de 70,4 pg/mL), indicando
que este 6leo possui um potencial poder sequestrante de radicais livres frente ao DPPH.

Para o Oleo essencial obtido de folhas de S. malaccense, Lawal e colaboradores
(2014) testaram o0 poder antioxidante frente ao sequestro de radicais livres (DPPH) e
mostraram que este dleo apresentou uma eficaz atividade antioxidante (Clso de 58,4 mg/L),
comparavel ao valor obtido com o &cido ascorbico (56,4 mg/L), porém pouco efetivo
quando comparado ao antioxidante fendlico BHA (butil-hidroxianisol), que apresentou uma
Clso de 36,1 mg/L.

2.3.3. Atividade antiparasitaria

A doenca de Chagas, causada pelo parasita Trypanosoma cruzi, € bastante difundida
no mundo e afeta cerca de 10 milhdes de pessoas nas Américas. A tripanossomiase é uma
das mais graves endemias do Brasil. O parasita pode ser transmitido aos seres humanos por
insetos triatomineos, alimento contaminado, fezes, via oral, transfusdo de sangue ou
transplantes de 6rgdos de doadores infectados e o percurso transplacentério de uma mée
contaminada para seu recem-nascido (WHO, 1997). O tratamento desta doenca é dificil, pois
esses protozoarios por serem também eucariotos compartilnam muitas caracteristicas com as
celulas de mamiferos. Dessa forma, a atuacdo dos agentes antiparasitarios ocorre em vias ou
alvos comuns ao parasita e ao hospedeiro (FIGUEIREDO et al., 2014).

Hoje, o farmaco disponivel no mercado brasileiro para o tratamento da doenca de

Chagas é o benzonidazol (N-benzil-2-nitroimidazol acetamida) (Figura 16).
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Figura 16: Estrutura molecular do benzonidazol

No entanto, devido a baixa especificidade de acdo deste farmacos em vias
bioquimicas definidas do parasita, 0 mesmo apresenta efeitos citotoxicos observados no
tratamento dos pacientes (DIAS et al., 2009). Frente a estas dificuldades, torna-se
importante a busca por novos agentes quimioterapicos que sejam eficazes e apresentem
baixa toxicidade. Neste contexto, uma alternativa bastante promissora € 0 uso de espécies
vegetais, com as quais varias pesquisas vém sendo realizadas para avaliar o efeito de seu uso
ou dos seus varios metabolitos para a prevencdo e tratamento desta doenca (CALIXTO,
2000; SANTOS et al, 2012a).

Muito poucos sdo os relatos na literatura sobre o potencial tripanocida de extratos,
Oleos essenciais e seus componentes isolados das espécies de Myrtaceae estudadas neste
trabalho.

O primeiro registro da atividade tripanocida de E. uniflora foi relatado por Santos e
colaboradores (2012a). Estes autores avaliaram a atividade antiepimastigota e citotdxica, in
vitro, do extrato etanolico de E. uniflora que apresentou Clsp de 62,76 ug/mL e uma
concentracdo inibitéria minima (CIM) com valor < 1024 pg/mL. O trabalho realizado por
Azeredo e colaboradores (2014) demonstrou que o 6leo essencial de E. uniflora foi efetivo
contra as formas epimastigotas de T. cruzi, apresentando Clso/24h de 70 pg/mL, sendo o
primeiro relato na literatura sobre o potencial tripanocida do 6leo essencial desta espécie.

Um outro trabalho relatado na literatura apresentou o potencial tripanocida de extrato
etandlico de Syzygium cumini (jameldo) com Clso de 56,42 ug/mL e uma concentracao
inibitéria minima (CIM) com valor < 1024 ug/mL (SANTOS et al 2012b). Em todos os
relatos, os autores indicaram que estas espécies de Myrtaceae podem ser consideradas fontes
de produtos naturais derivados de plantas com atividade antiepimastigota com baixa
toxicidade.

Para trés espécies de Myrtaceae estudadas no presente trabalho, Eugenia uniflora,
Psidium guajava e Syzygium cumini, dados relatados na literatura destacam propriedades
antiparasitarias testadas em outros modelos biologicos. Os estudos realizados por Rodrigues

e colaboradores (2013) mostraram que o 6leo essencial de folhas de E. uniflora, rico em
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sesquiterpenos, possuiu significativa atividade leishmanicida em duas fases para Leishmania
amazonenses, apresentando Clso de 3,04 ug/mL para a forma promastigota e Clso de 1,92
pg/mL para a forma amastigota.

Lee e colaboradores (2013) relataram que o 6leo extraido de folhas frescas de P.
guajava apresentou potencial atividade contra o parasito Toxoplasma gondii, sendo
considerado superior (CEsy de 3,94 ug/mL) ao apresentado pelo farmaco Clindamicina
(CEsp= 6,24 png/mL), usado como controle positivo.

A atividade antiparasitaria do 0leo essencial das folhas de S. cumini foi testada frente
a forma promastigotas de Leishmania amazonenses. Dias e colaboradores (2013)
observaram a maior eficacia da atividade deste Oleo ap6s 24 horas de exposicdao dos
parasitos, com um valor de Clsy de 36 mg/L, superior ao encontrado com o controle positivo
Glucantime (7000 mg/L) (atividade confirmada por RODRIGUES et al, 2015).

2.3.4. Atividade antimicrobiana

Produtos quimicos utilizados na agricultura para controlar pragas e doencas de
plantas, os agrotoxicos sdo consequentemente o0s responsaveis pelo aumento da producéo
agricola e pelo crescimento da populacdo. No entanto, o uso indiscriminado destes produtos
quimicos tem trazido uma gama de efeitos indesejaveis para 0s seres humanos e ao meio
ambiente (BRAIBANTE & ZAPPE, 2012) e colocou, em 2009, o Brasil em primeiro lugar
no ranking mundial de consumo de agrotdxicos (RANGEL et al,, 2011). Neste contexto, a
busca de novas substancias é necessaria para o efetivo controle de pragas, oferecendo maior
seguranca, seletividade, biodegradabilidade, viabilidade econdmica, aplicabilidade em
programas integrados de controle de pragas e baixo impacto ambiental (MARANGONI et
al, 2012).

As propriedades antifingicas dos éleos essenciais os tornam uma alternativa
interessante no controle de agentes fitopatogénicos, pragas agricolas e plantas infestantes,
considerando a importancia da fitossanidade na agricultura (OATANI et al, 2013).
Trabalhos desenvolvidos com 6leos essenciais de plantas medicinais tém demonstrado forte
potencial no controle de fitopatdgenos devido ao seu modo de acdo fungitdxica direta,
atuando na inibicdo do crescimento micelial e retardando ou interferindo na germinagdo de
esporos e na inducdo de fitoalexinas (KNAAK & FIUZA, 2010).
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Os 0leos essenciais, conhecidos por suas propriedades antimicrobianas, sdo também
de grande interesse nas industrias alimenticia, farmacéutica e de cosméticos, desde que
surgiu a possibilidade de sua utilizagdo como substitutos naturais dos conservantes sintéticos
(BAKKALLI et al, 2008). Alguns autores discutem que tais propriedades se devem a sua
caracteristica lipofilica. A hidrofobicidade do 6leo essencial permite uma interagdo entre o
0leo e os lipideos da membrana celular, interferindo na sua permeabilidade e causando
alteragdes em sua estrutura (KALEMBA & KUNICKA, 2003; BAKKALI et al, 2008 ;
MAIA et al, 2015).

Recentemente, 0 uso de extratos de plantas como agentes com atividade antioxidante
e antimicrobiana tem sido de extrema importancia para os alimentos, pois podem ser
utilizados como aditivos alimentares, fornecendo protecdo contra reacdes oxidativas, além
de proteger contra microrganismos deteriorantes e patogénicos. Microrganismos, incluindo
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, além de fungos, sdo reconhecidos por serem
causadores de diversas infec¢fes em humanos (MAIA et al, 2015).

Vérios relatos na literatura indicam que os 6leos essenciais de espécies de Myrtaceae
aqui estudadas possuem algum grau de atividade antimicrobiana frente aos mais variados
microrganismos patogénicos.

No trabalho de Costa e colaboradores (2010) demonstrou-se a influéncia da
composicdo quimica do Oleo essencial extraido das folhas de E. uniflora, com diferentes
cores de frutos, na atividade fungicida frente ao fungo Paracoccidioides brasiliensis pela
técnica de macro diluigdo em caldo. O resultado mais significativo foi obtido com o 6leo do
grupo Il (pitangueira de frutos vermelhos claro), que apresentou como majoritarios os
sesquiterpenos curzereno e 0s germacrenos D e A, sendo inibido completamente na
concentracao de 62,5 pg/ mL.

Para um Oleo essencial de E. uniflora rico em selina-1,3,7(11)-trien-8-ona,
atractilona, furanodiona e curzereno, BRUN e MOSSI (2010) avaliaram a atividade
antimicrobiana, pelo método da difusdo em disco, contra 20 microrganismos, sendo eles
bactérias Gram-positivas Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus,
Sarcina sp., Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Streptococcus mutans e
Gram-negativas Acinetobacter sp., Aeromonas sp., Citrobacter freundii, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris,
Salmonella choleraesuis, Serratia marcescens, Shigella flexneri, Xanthomonas campestris e

Yersinia enterocolitica, demonstrando que somente as bactérias que apresentaram
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sensibilidade frente ao éleo foram as Gram-positivas: Micrococcus luteus e Staphylococcus
epidermidis e a Gram-negativa Xanthomonas campestris.

Para testar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial das folhas de E. uniflora,
Lago e colaboradores (2011) testaram estirpes de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas: Escherichia coli, Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosal, Streptococcus
equi e Staphylococcus epidermidis, e leveduras do género Candida: C. dubliniensis, C.
tropicalis, C. albicans C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei, e do género Cryptococcus: C.
grubii, C. gattii, C. neoformans e uma estirpe de Saccharomyces cerevisiae, que foram
submetidas a um ensaio de difusdéo em disco. O O¢leo analisado, rico em curzereno e
germacreno B, exibiu atividades antimicrobianas interessantes contra varias bactérias Gram-
positivas, principalmente S. equi e S. epidermidis, além de apresentar atividade contra todas
as cepas de leveduras testadas. Segundo os autores, estes resultados sugerem que a atividade
observada pode estar relacionada com a composicdo especifica de sesquiterpenos no éleo e
indicaram claramente que o mesmo pode ser explorado como agente antibacteriano e
fungicida.

Das folhas de um exemplar da espécie E. brasiliensis foi extraido o 6leo essencial
rico nos sesquiterpenos espatulenol, t-cadinol e viridiflorol, que apresentou potencial
atividade contra a bactéria Staphylococcus aureus, com um valor da concentragdo inibitéria
minima (CIM) de 156 pg/mL (MAGINA et al, 2009). Para a mesma espécie, Siebert e
colaboradores (2015) demonstraram que nenhum dos 6leos essenciais testados, que também
apresentavam como majoritarios o espatulenol e t-cadinol, foi capaz de inibir o crescimento
de S. aureus, tendo uma CIM superior a 1.000 mg/mL, indicando que é possivel que a
atividade dos componentes principais € modulada por outras moléculas presentes em
pequenas proporcdes (BAKKALI et al, 2008).

De acordo com estudos realizados na avaliagdo da atividade antimicrobiana do 6leo
essencial extraido das folhas de P. cattleianum, Castro e colaboradores (2015) demostraram
que o 6leo apresentou atividade antifungica significativa frente a cepas de Candida albicans,
confirmando os dados relatados anteriormente por Apel e colaboradores (2006).

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial da espécie P. guajava tem sido
seletivamente avaliada por diferentes pesquisadores. Sacchetti e colaboradores (2005)
relatam que o Oleo essencial extraido das folhas de P. guajava mostrou forte resisténcia
contra a levedura Yarrowia lipolytica. Uma forte agdo inibitéria também foi observada

frente aos microrganismos S. aureus e Salmonella sps e Bacillus cereus (GONCALVES et

31



al, 2008; JOSEPH & PRIYA, 2010, VAZQUEZ-CAHUICH et al, 2013). Nos resultados
publicados por Joseph e colaboradores (2010) é destacado o significativo efeito inibitério do
6leo essencial desta espécie contra Bacillus cereus, Enterobactor aerogenes e Pseudomonas
fluorescens. Os resultados dos testes antimicrobianos realizados por Nisha e colaboradores
(2011) mostraram que o 0leo tinha uma potencial atividade antimicrobiana contra estirpes
bacterianas, tais como: Staphylococcus aureus, Streptoccocus faecalis, Bacillus subtilis,
Lactobacillus spp, Enterococcus aerogenes, Acinetobacter spp (Gram-positivas) e
Escherichia coli, Proteus vulgaris, Enterobacter aerogenes, Salmonella typhimurium,
Pseudomonas aeruginoso, Klebsiella pneumoniae (Gram-negativas).

Para as especies do género Syzygium, Reddy & Jose (2013), corroborando estudos
anteriores (SHAFI et al, 2002; ELANSARY et al, 2012), avaliaram o potencial
antimicrobiano do 6leo essencial das folhas de S. cumini L. contra as bactérias Gram-
positivas Bacillus cereus, Enterobacter faecalis, Salmonella paratyphi, e Gram-negativas
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa e Serratia marcescens, pelo método de difusdo em disco. O 6leo
essencial exibiu pronunciada atividade contra todas as bactérias testadas tendo sua atividade
completamente comparavel com os antibiéticos convencionais, tais como a Tobramicina,
Sulfato de Gentamicina, Ofloxacina e Ciprofloxacina, avaliados sob condicdes semelhantes.

Em testes de inibicdo do crescimento micelial realizados com fungos fitopatégenos,
0 Gleo essencial extraido de folhas de S. cumini foi mais efetivo contra o fungo Alternaria
alternata (CEsp de 115 mg/L), enquanto que contra os fungos Botrytis cinerea, Fusarium
oxysporum e Fusarium solani se mostrou menos efetivo com CEsy de 402, 724 e 970 mg/L,
respectivamente (BADAWY & ABDELGALEIL, 2014). Nos resultados apresentados por
Siddique e colaboradores (2016) o 6leo essencial das folhas frescas de S. cumini apresentou
boa atividade antifingica nos ensaios realizados pelo método da difusdo em disco contra
cinco espécies de Aspergillus, trés espécies de Fusarium, e também contra o Pencillium
digitatum.

Quando comparado ao antibidtico gentamicina, o 0Oleo essencial de folhas de
Syzygium malaccensis apresentou moderada atividade antimicrobiana, pelo método de
difusdo em disco, frente aos microrganismos Bacillus subtilis, S. aureus, Citrobacter
youagae, E. coli, Kiebsiella spp, Micrococcus spp, Proteus spp, Pseudomonas spp,

Salmonella spp, Mucor mucedo e Rhizopus stolonifer (LAWAL, 2014).
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2.4. Analise Multivariada

O tratamento de dados matematicos e estatisticos para relacionar os sinais obtidos
com os resultados desejados tem sido facilitado pelos recursos dos métodos computacionais
que incorporam as técnicas instrumentais modernas. Neste campo, muita énfase tem sido
dada aos sistemas de analise multivariada, que permitem processar e correlacionar muitas
variaveis simultaneamente, levando a interpretacdo dos dados e aquisicdo do maximo de
informagdes sobre o sistema analitico.

Assim, a quimiometria é uma ferramenta que utiliza métodos matematicos e
estatisticos para definir ou selecionar as condic6es 6timas de medidas experimentais, extrair
0 maximo de informacdes relevantes a partir da analise de dados quimicos, e obter o
conhecimento sobre 0s sistemas quimicos estudados (MASSART, 1998).

De uma maneira geral, o conjunto de dados quimicos (dados cromatograficos neste
trabalho) consiste de n objetos, descrito por p variaveis. Os objetos quimicos sdo as amostras
analisadas (6leos essenciais), e as variaveis sdo as medidas efetuadas sobre os constituintes
quimicos dos objetos (por exemplo, areas dos picos cromatograficos, concentracdes dos

componentes).

2.4.1. Métodos de Analise de Componentes Principais (ACP) e de Agrupamento

Hierarquico (AAH)

A andlise de componentes principais (ACP) consiste essencialmente em reescrever as
coordenadas das amostras em outro sistema de eixo mais conveniente para a analise dos
dados. A finalidade do ACP é gerar novas variaveis (chamada de componentes principais) a
partir das variaveis originais; entdo as novas variaveis sdo usadas para analisar os dados por
meio de algum tipo de projecdo geométrica ou representacdo. Em ACP as novas variaveis
sdo calculadas levando em conta as correlagdes presentes nos dados, mas elas mesmas nédo
sdo correlacionadas entre si. Em outras palavras, as n-variaveis originais geram através de
suas combinaces lineares, n-componentes principais, cuja principal caracteristica, além da
ortogonalidade, é que sejam obtidos em ordem decrescente de maxima variancia, ou seja, a
componente principal 1 detém mais informacdo estatistica que a componente principal 2,
que por sua vez tem mais informacao estatistica que a componente principal 3 e, assim por
diante. Este método permite a reducdo da dimensionalidade dos pontos representativos das
amostras pois, embora a informacdo estatistica presente nas n-variaveis originais seja a
mesma dos n-componentes principais, € comum obter em apenas 2 ou 3 das primeiras
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componentes principais mais que 90% desta informacdo. O grafico da componente principal
1 versus a componente principal 2 fornece uma janela privilegiada (estatisticamente) para
observacdo dos pontos no espaco n-dimensional. A redugcdo da dimensionalidade do
conjunto de dados leva a uma diminuicdo na complexidade das informacdes analisadas,
tornando-as de mais facil compreensdo. A analise de componentes principais também pode
ser usada para julgar a importancia das proprias variaveis originais escolhidas, ou seja, as
varidveis originais com maior peso (loadings) na combinacdo linear dos primeiros
componentes principais sio as mais importantes do ponto de vista estatistico (TEOFILO,
2013). Dois tipos de grafico sdo gerados na anéalise por ACP, o gréafico de scores e o gréafico
de loadings (Figura 17). Em geral quase todas as matrizes de dados podem ser simplificadas

por ACP, desde que estejam devidamente escalonadas.
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Figura 17. Esquema ilustrativo de grafico de scores e loadings (adaptado de BOFFO, 2009)

A técnica de andlise de agrupamentos hierarquicos (AAH) tem como objetivo formar
grupos homogéneos de unidades amostrais, com base em similaridades dos participantes de
uma mesma classe e nas diferencas entre 0s membros de uma classe diferente. A AAH
interliga as amostras por suas associagdes, produzindo um dendrograma onde as amostras
semelhantes, segundo as varidveis escolhidas, sdo agrupadas entre si (Figura 18). A
suposicdo bésica de sua interpretagdo é esta: quanto menor a distancia entre os pontos, maior
a semelhanca entre as amostras. Os dendrogramas sdo especialmente Gteis na visualizacdo
de semelhancas entre amostras ou objetos representados por pontos em espago com
dimensdo maior do que trés, onde a representacdo de graficos convencionais ndo é possivel
(MOITA & MOITA, 1998).
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Figura 18. Esquema ilustrativo de classificagdo por Analise de Agrupamentos Hierarquicos.

3. OBJETIVO GERAL

Investigar a composic¢do quimica e as atividades biologicas dos dleos essenciais das

folhas de seis espécies de Myrtaceae cultivadas no Jardim Botéanico da UFRRJ.

3.1. Objetivos Especificos

e Extrair através da técnica de hidrodestilacdo o 6leo essencial das folhas de Eugenia
uniflora L. (pitangueira), Eugenia brasiliensis Lam (grumixameira), Psidium
cattleianum Sabine (aragazeiro), Psidium guajava L. (goiabeira), Syzygium cumini
(Jameldo) e Syzygium malaccense (L.) Merr. & L. M. Perry (jambeiro vermelho);

e Caracterizar quimicamente 0s Oleos essenciais obtidos das seis espécies de
Myrtaceae por CG-FID e CG-EM;

e Verificar a influéncia da idade das folhas (jovem e madura) de E. uniflora na
composicao quimica do 0leo essencial;

e Avaliar a composi¢do quimica dos 6leos essenciais através da analise multivariada
(Anéalise de Componentes Principais e Anélise de Agrupamentos Hierarquicos);

e lsolar e caracterizar atraves de métodos espectroscopicos 0s principais constituintes
do dleo essencial de E. uniflora;

e Submeter os 6leos essenciais aos ensaios de atividade antioxidante, antiflngica,

larvicida e tripanocida.

4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1. Obtencdo do material vegetal

As espécies Eugenia uniflora L. (pitangueira), Eugenia brasiliensis Lam

(grumixameira), Psidium cattleianum Sabine (aracazeiro), Psidium guajava L. (goiabeira),
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Syzygium cumini (jameldo) e Syzygium malaccense (L.) Merr. & L. M. Perry (jambeiro
vermelho) da familia Myrtaceae foram coletadas, em diferentes meses dos anos de 2013,
2014 e 2105, no Jardim Botanico da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. A coleta
e classificacdo contaram com o apoio da Prof® Dr* Denise Monte Braz e demais
colaboradores do Departamento de Botanica — Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Salde
da UFRRJ, sendo que as espécies utilizadas foram identificadas e uma exsicata de cada
planta se encontra armazenada em herbario da prépria instituicdo sob n° RBE 2364 (E.
uniflora), RBE 2366 (E. brasiliensis), RBE 2361 (P. cattleianum), RBE 2365 (P. guajava),
RBE 2367 (S. cumini) e RBE 2363 (S. malaccense).

As folhas frescas foram coletadas da parte aérea de um mesmo exemplar de cada
planta, sempre no periodo entre 8 e 9 horas da manhd, foram acondicionadas em sacos
plasticos e levadas ao Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais para a realizacdo do
processo de hidrodestilacéo.

Para avaliar a possivel variabilidade na composicdo quimica do 6leo essencial de E.
uniflora, em funcdo da idade das folhas, foram coletadas folhas maduras (de coloracéo verde

escuro) e folhas jovens (de coloracdo bronze), coletadas 20 dias ap6s as folhas maduras

@0 2op
tadde

Figura 19. Coloracéo das folhas frescas de E.uniflora: (a) folhas maduras e (b) folhas jovens

4.2. Obtencao dos 6leos essenciais

Os 0leos essenciais foram obtidos das folhas frescas de cada espécie de planta. Apos
a coleta, as folhas de cada espécie (100 g) foram trituradas separadamente com pequena
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quantidade de &gua destilada em um liquidificador semi-industrial. Apos triturado, o
material vegetal foi transferido para um baldo de destilacdo (capacidade de 1,0 L),
juntamente com 500 mL de agua destilada, e foi submetido a hidrodestilacdo utilizando
aparelhagem tipo Clevenger, por um periodo de 4 h, contadas a partir do inicio do refluxo da
agua condensada, do tubo separador para o baldo de destilagdo. O hidrolato obtido (mistura
do 6leo essencial + agua) foi submetido a particdo liquido-liquido, em funil de separacdo,
utilizando diclorometano (3 x 15 mL). As fases organicas foram reunidas, secas sob sulfato
de sodio anidro e em seguida, filtradas e evaporadas com fluxo de nitrogénio. Os 0Oleos
essenciais foram recolhidos e armazenados em frasco de vidro @mbar a 4 °C e ao abrigo da
luz. O rendimento de cada 6leo essencial foi calculado e expresso em porcentagem com base
de massa de 6leo obtida por massa de folhas frescas (% m/m). As extracGes para cada

espécie de planta foram realizadas em triplicatas usando100g de material vegetal.

4.3. Analises da composicdo quimica dos 6leos essenciais

A anélise da composicdo quimica dos 6leos essenciais foi realizada pela combinacdo
de duas técnicas: Cromatografia em Fase Gasosa acoplada a um Detector de lonizacdo em
chama (CG-DIC) e Cromatografia em Fase Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG- EM).

A analise da composicao quimica dos 6leos essenciais foi realizada em Cromatografo
a gas (modelo GC-17A - Shimadzu) acoplado ao Espectrometro de Massa (QP2010 Plus -
Shimadzu). As analises foram realizadas em coluna capilar de silica fundida Factor Four-
VF-5ms (5% difenil- 95% dimetilpolisiloxano, Varian) de 30 m x 0,25 nm de diametro
interno x 0,25 um de espessura de filme; temperatura do injetor de 220 °C, gés de arraste
hélio na vazdo de 1 mL min™. O volume de injecdo da amostra foi de 1,0 pL (6leo essencial
solubilizado em diclorometano) com a razao de split 1:30.

Foi utilizado programacao de temperatura de 60 °C a 260 °C (3 °C min™), depois um
aumento de 10 °C/min até 290 °C, finalizando com 290 °C/5 minutos. Totalizando uma
andlise de 77 min.

O espectrometro de massa operou nas seguintes condicdes: detector operando por
impacto de elétrons com energia de 70 eV, temperatura da interface de 310 °C, temperatura
da fonte de ionizagéo 220 °C e fragmentos detectados na faixa de varredura de 40 a 500 Da

no modo scan.
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As anélises quantitativas dos componentes dos 6leos essenciais foram realizadas por
CG-DIC (equipamento Agilent HP-5890-Série 1) com mesma coluna e condi¢des
experimentais, porém a temperatura do detector foi fixada a 250 °C, e os gases utilizados
foram hidrogénio (40mL/min) e ar sintético (400mL/min). A quantificacdo relativa (%) de
cada componente no 6leo foi estimada com base na normalizacdo das &reas dos picos pelo
DIC (percentagem da area do pico em relacéo a area total dos picos no extrato).

O software utilizado para tratamento dos dados é o CG-EM Solution (Shimadzu)
versdo 2.53 SU3.

A identificacdo das substancias do oOleo essencial foi realizada por meio de seus
indices de retencdo (IR), calculados para cada constituinte a partir da injecdo de uma série
homologa de n-alcanos lineares (Cs-Cy) nas mesmas condigdes da amostra. Cada pico do
cromatograma foi também identificado pela comparacdo dos seus espectros de massas
adquiridos com aqueles armazenados no banco de dados de espectros de massas do sistema
CGEM (NISTO08) e pela consulta da literatura especializada (ADAMS, 2007).

4.4. Isolamento dos constituintes do 6leo essencial das folhas de Eugenia uniflora

As substancias de interesse foram isoladas do 6leo essencial, obtido das folhas jovens
ou maduras de E. uniflora, através de Cromatografia Liquida de Adsorcdo em gel de silica,
em coluna flash (CC). Os fracionamentos cromatograficos foram realizados em colunas de
vidro, utilizando como fase estacionéria gel de silica com particulas entre 63-200 um (230-
400 mesh, Vetec, RJ). Cerca de 100 mg do éleo, na forma de pastilha, foi aplicado no topo
da coluna recheada com 70 g de gel de silica, adicionada como uma suspensao em éter de
petroleo. Para a separacdo dos constituintes da folha madura a fragdo menos polar contendo
hidrocarbonetos foi eluida com éter de petrdleo, enquanto para a folha jovem uma eluicdo
sucessiva com uma mistura de éter de petroleo: AcOEt (90:10, v/v) forneceu a fragdo mais
polar. As fracdes foram analisados por CCDA (gel de silica 60 com indicador de
fluorescéncia F,s4, com suporte de aluminio, e eluente éter de petrdleo e acetato de etila) e
reunidas conforme a semelhanga, e os solventes foram removidos usando uma corrente de
N,. A visualizacdo das substancias na CCDA foi feita sob a luz ultravioleta 254 nm, e a
revelacdo foi feita utilizando solucdo de vanilina sulfurica, seguida de aquecimento. Ap6s 0
fracionamento cromatografico, trés substancias foram isoladas: germacrona, curzereno e o
furanodieno que foram, posteriormente, analisadas por CG-DIC, CG-EM (item 4.3) e
CLAE-DAD (item 4.5).
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4.5. Anélise por CLAE-DAD das substancias isoladas do 6leo de E. uniflora

As substancias isoladas do 6leo essencial de E. uniflora foram analisadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada ao Detector de Arranjo de Diodos
(CLAE-DAD). Para estas andlises foi utilizado um cromatégrafo Prominence (Shimadzu)
equipado com duas bombas (modelo LC-20AT), com detector de arranjo de diodos (modelo
SPD-M20A), sistema de injecdo automatico (Sil-10A), forno de coluna (CTO) e sistema de
aquisicdo e tratamento de dados LCSolutions (Shimadzu). As substancias, solubilizadas em
acetonitrila, foram analisadas em uma coluna de fase reversa C-18 (250 mm x 4,6 mm D.I x
5um, Betasil, Thermo) com sistema isocratico de eluicdo, tendo como fase movel
acetonitrila: 4gua (78:22, v/v). As anélises foram realizadas com fluxo de 1,2 ml min™,
comprimento de onda de 214 nm e temperatura do forno de 28,7 ° C. A pureza das
substancias foi determinada através da area de pico da amostra de interesse dividida pela

area total de todos os picos no cromatograma.
4.6. Analise por Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN *H e '*C, uni- e bidimensional foram obtidos em
espectrometro Bruker, modelo Avance 111, operando a 500 MHz para RMN de 'H e 125
MHz para RMN de **C. Os espectros das substancias isoladas foram registrados em acetona-
ds ou CDCl3, tendo como referéncia interna o sinal do TMS. Os deslocamentos quimicos (3)
foram expressos em ppm e as multiplicidades dos sinais indicadas segundo a convencéo: s
(simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto) e m (multipleto). As constantes de

acoplamentos (J) foram registradas em Hertz (Hz).
4.7. Tratamento estatistico dos dados de CG-EM

Para examinar a variabilidade da composicdo quimica do 6leo extraido das folhas das
espécies estudadas foram realizados a Anéalise de Componentes Principais (ACP) e Analise
de Agrupamentos Hierarquicos (AAH), utilizando o software The Unscramble® 10.3. Um
tratamento envolveu a analise estatistica entre os dados obtidos por CG-EM das folhas
jovens (FJ) e maduras (FM) de E. uniflora onde os valores de porcentagem em area (% area)
foram convertidos em uma matriz de dados (10 amostras X 33 variaveis) para a construcao
dos graficos de ACP e AAH utilizando dez amostras dos 0leos (cinco da extracdo por
hidrodestilacdo das folhas jovens-FJ e cinco das folhas maduras-FM) e 33 variaveis

(substancias identificadas nos 0leos, numeradas de 1 a 33 — Tabela 2). Para o segundo
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tratamento foi construida uma matriz de dados com a média dos valores das porcentagens
em area (% é&rea) das substancias identificadas (115 variaveis, numeradas de 1 a 115,
Tabelas 2-7) nos 6leos extraidos das folhas das 6 espécies em estudo (6 amostras). A AAH
foi realizada para estudar as semelhancas entre as amostras com base na distribuicdo de
componentes quimicos do 6éleo essencial. Para a obtencdo do dendograma da AAH foram

utilizadas a distancia Euclidiana quadréatica e o0 método de variancia minima de Ward.
4.8. Atividade larvicida

O objetivo deste ensaio foi avaliar a atividade larvicida e eficacia comparativa dos
Oleos essenciais das espécies de Myrtaceae: Eugenia uniflora L., Eugenia brasiliensis Lam,
Psidium cattleianum, Psidium guajava L. e Syzygium cumini, frente as larvas do mosquito
Aedes aegypti L.

Os ensaios foram realizados pela Dra. Sabrina Rita F. Rezende, pds-doutoranda do
Departamento de Quimica (DEQUIM) da UFRRJ, e desenvolvidos usando metodologia
recomendada pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2005).

A populacdo de A. aegypti cepa Rockfeller foi mantida em laboratério a 27 £ 1 °C e
umidade relativa de 70 + 5 %. Os ovos foram colocados para eclodir em potes plasticos com
1 L de agua desclorada. Apos a eclosao, as larvas foram alimentadas diariamente com racéo
para peixe (Nutriflakes, Nutriconpet). A atividade larvicida foi realizada em quadruplicata
em copos plasticos de 50 mL, onde foram adicionadas 10 larvas de 3° instar em 10 ml de
agua desclorada. O dleo essencial foi diluido em solucdo aquosa de DMSO 2% e
distribuidos nos copos. As concentra¢des dos Oleos variaram de 0,01 a, 0,30 pg/uL. A
mortalidade das larvas foi verificada apés 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 12 h, 24 h, 48 h de exposi¢do ao
6leo. Paralelamente, foram feitos controles com agua e DMSO 2%. Para o céalculo da
porcentagem de mortalidade utilizou-se o programa Prisma 5.0 e a CLs, (definida como a
concentracdo do dleo necessaria para matar 50% das larvas em 24 h) foi calculada pela
Anélise de Probit através do programa Biostat.

4.9. Atividade antioxidante utilizando Saccharomyces cerevisiae

A atividade antioxidante frente a um modelo biolégico foi realizada pela equipe
coordenada pelo Prof.Dr. Cristiano J. Riger, do setor de Bioguimica do DEQUIM-UFRRJ,

utilizando células eucaridticas da levedura Saccharomyces cerevisiae. Para a realizacdo dos
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testes foi utilizada a cepa BY4741 com genotipo MATa; his3; leu2; metl5; ura3 adquirida
da empresa Euroscarf (Frankfurt, Alemanha).

A cepa estocada foi mantida em meio YPD solido 2%, contendo 1% (m/v) extrato de
levedura, 2% (m/v) de glicose, 2% (m/v) de peptona e 2% (m/v) de &gar. Para 0s
experimentos, as células foram crescidas em meio YPD 2% liquido, em um agitador orbital
a 28°C e 160 rpm com uma razdo de 5:1 volume do frasco:meio de cultura. Como agente de
inducdo de oxidacdo foi utilizado 0,5 mM de peroxido de hidrogénio (E. Merck). A
concentracdo celular foi determinada pela medida da absorbancia da suspensao de células a
570 nm. O fator de conversdo da absorbancia em concentracdo celular foi calculado pela
filtracdo de 10 mL da suspensdo celular através de um filtro Millipore (0,45 pm) e

desidratacdo a 80 °C até peso constante.

e Tolerancia Celular

As células cresceram até o meio da 12 fase do crescimento celular (em torno de 1,0
mg peso seco de células/mL) e foram incubadas nas concentracfes de 10 e 100 pug/mL dos
0Oleos essenciais das espécies em estudo, por 60 min a 28 °C e 160 rpm. A solucéo dos 6leos
essenciais foi preparada previamente em dimetilsulfoxido (DMSO); portanto, durante os
experimentos envolvendo incubacdo das células, manteve-se uma suspensdo celular
incubada pelo mesmo periodo apenas com o solvente DMSO (1%). Além disso, uma
segunda suspensao celular livre de DMSO e 6leos essenciais foi utilizada como controle
para 0s experimentos. Apds esse periodo foi retirada uma aliquota das diferentes suspensdes
celulares e apos diluigdes seriadas foi realizado o plaqgueamento em placas de Petri contendo
meio YPD 2%. As placas foram mantidas em estufa BOD a 30 °C e, ap6s 72 horas, foi

avaliada a capacidade das células de formar col6nias (UFC).

e [Estresse Oxidativo e Viabilidade Celular

As células cresceram até o meio da 12 fase do crescimento celular (em torno de 1,0
mg peso seco de células/mL) e foram incubadas na concentracdo de 100 pug/mL dos extratos
brutos das plantas por 60 min a 28 °C e 160 rpm. Apds esse periodo as células foram
recolhidas por centrifugacdo a 4 °C, lavadas com &gua destilada estéril e ressuspensas em
meio de cultura velho livre de células, contendo solucdo de peréxido de hidrogénio na
concentracdo de 0,5 mM. Manteve-se um ensaio apenas com a suspensao celular (controle) e

outro com a suspensdo celular e o peroxido de hidrogénio (H,O;) com células que nédo
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tiveram o pré-tratamento com as solugdes dos Oleos essenciais das plantas. Todas as
suspensdes permaneceram por 60 min a 28 °C e 160 rpm em um agitador orbital e apds esse
periodo foi retirada uma aliquota das diferentes suspensdes e aplicada em placas de Petri
contendo meio solido YPD 2% e YPGLYy 4% (4% glicerol, 2% peptona, 1% extrato de
levedura, 2% &gar), apos as devidas dilui¢des seriadas. O meio YPGLYy foi usado para testar
a formacdo de celulas petite (ADAMIS et al, 2004). As placas foram mantidas em estufa

BOD a 30°C e as colbnias (UFC) foram contadas ap6s 72 horas.

e Disfuncio Mitocondrial

A determinacdo do efeito mutagénico do perdxido de hidrogénio foi calculada pela
taxa de formacdo de células petite (mutantes que sdo incapazes de crescer em fontes de
carbono ndo fermentiveis, como glicerol, devido a baixa fungdo mitocondrial). A
percentagem de colonias foi obtida com os resultados de viabilidade celular obtidos nos
meios YPD e YPGly.

n° de petites (%) = (n° de coldnias YPD) — (n° de colbnias YPGly)
n° de coldnias em meio YPD

Os resultados sdo apresentados como uma média + desvio padréo de pelo menos trés
experimentos independentes. Foi utilizado o programa Prisma 5.0, aplicando o teste de
Tukey para comparacdo entre duas médias e uma andlise de variancia (ANOVA) foi
utilizada para comparagdo entre mais de duas médias. A significancia estatistica foi

determinada a p < 0,05.

e Oxidacao de lipideos (peroxidacao lipidica) pelo método de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS)

Para a avaliagdo da atividade antioxidante pelo método TBARS foram selecionados o
6leo essencial de E. uniflora e seu isolado furanodieno, uma vez que ha muito pouco acerca
da bioatividade dos principais constituintes isolados do dleo essencial extraido das folhas
desta espécie.

Para a dosagem do nivel de peroxidacgéo lipidica foi preparado um extrato celular,
utilizando-se 4&cido tricloroacético 10% e peérolas de vidro. Apds o rompimento da

membrana por agitacdo em vortex, centrifugou-se a suspensao celular retirando-se aliquotas
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do sobrenadante para o ensaio de peroxidagdo, onde foi adicionado EDTA, agua e &cido
tiobarbitarico (TBA). As amostras foram incubadas a 100 °C por 15 min e, apds
resfriamento, a absorbancia do produto formado foi lida a 532 nm. O produto gerado € o
resultado da reacdo do &cido tiobarbiturico e o produto gerado pela peroxidacdo dos lipidios
de membrana - malondialdeido (MDA). Os valores de absorbancia foram transformados em
pmol de produto formado (MDA). Os resultados sdo expressos como uma relacdo entre o
nivel de peroxidacéo lipidica de células expostas ao peroxido de hidrogénio, células ndo
estressadas (controle) e células expostas ao peroxido apds pré-incubacdo com as solucbes do

6leo essencial de pitanga e do isolado furanodieno (STEELS e al., 1994).

e Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como uma média + desvio padréo de pelo menos trés
experimentos independentes. Foi utilizado o programa Prisma 5.0, aplicando o teste de
Tukey para comparacdo entre duas médias e uma analise de variancia (ANOVA) foi
utilizada para comparacdo entre mais de duas médias. A significancia estatistica foi

determinada a p < 0,05.

4.10. Atividade antiparasitaria

Os ensaios da avaliacdo da atividade antiparasitaria dos 6leos essenciais das espécies
de Myrtaceae foram realizados pela equipe coordenada pela Profa.Dra. Débora Decote R. de
Lima, do Instituto de Veterinaria da UFRRJ.

Para este ensaio, foram selecionados os 0leos essenciais de Eugenia uniflora L.,
Eugenia brasiliensis Lam, Psidium cattleianum (que apresentaram comportamentos distintos
entre si nos testes com a levedura S. cerevisiae), e o furanodieno (sesquiterpeno oxigenado
majoritario isolado do 6leo essencial de Eugenia uniflora) para avaliacdo referente ao
possivel potencial tripanocida frente a formas epimastigotas do parasita (forma encontrada

no tubo digestivo do vetor, e que ndo € infectante para os vertebrados).

e Ensaios de citotoxicidade

Um teste preliminar com os Oleos essenciais das trés espécies selecionadas foi
realizado para avaliar possivel acdo citotoxica frente células humanas. Células
mononucleares totais de sangue periférico foram cultivadas na concentracdo de 2 x 10°

células/poco em um volume de 150 pL. As células foram tratadas com os 6leos essenciais
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nas concentracdes de 10, 50 e 100 pg/mL. As amostras foram lidas ap6s a incubagdo por 24

h em estufa (37°C a 5% CO,). O DMSO foi usado como diluente dos 6leos essenciais na

concentragdo de 1,6%. Foi adicionado 50 pL de XTT em cada amostra antes da leitura. O
XTT (2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazdlio-5-carboxanilida) € um corante de
sais de tetrazolio utilizados para distinguir as células vivas das células mortas. Eles sdo
reduzidos a formazana pelo sistema de citocromo das celulas viaveis e a cor resultante € uma
medida direta da viabilidade celular. Seis experimentos independentes foram realizados em

triplicata.

e Ensaio da atividade tripanocida

Foram utilizadas formas epimastigotas clone Dm28c, cultivadas em meio de cultura
BHI (Brain Heart Infusion), suplementado com Soro Fetal Bovino 10%. Uma solugéo
destas formas epimastigotas, concentrada a 2,5 x 10° parasitos/mL, foi aplicada em placas
para cultura celular de 48 pogos. Em seguida, uma solugdo em DMSO de benzonidazol e dos
0leos essenciais, na concentracao de 40 pug/mL, e do furanodieno nas concentragcdes em série
de 3, 30, 60, 90, 150 e 200 ug/mL, foram adicionadas aos pocos. Empregaram-se dois tipos
de controle para este experimento: um controle positivo apenas com 0s parasitos em meio de
cultura e como controle do veiculo a solucdo dos parasitos adicionada de DMSO. A placa foi
lacrada, e mantida em condicdes de estufa BOD (27 °C), por um periodo de sete dias. Apds
este periodo, foi realizada a contagem dos parasitos, diluidos em azul de trypan, utilizando
camara de Neubauer. Os experimentos foram realizados em triplicatas. Para o furanodieno, a
média de pelo menos dois experimentos independentes foi usada para calcular o valor Cls,

usando o software ED50plus v1.0.

4.11. Atividade antifangica

Este ensaio foi realizado pelo Prof.Dr. Marco Andre A. Souza, do setor de
Bioquimica do DEQUIM-UFRRJ, através do método de difusdo em &gar, que é a técnica
mais comum de avaliacdo de atividade antimicrobiana. O método é reconhecido como
preciso e confiavel, com o qual é possivel calcular o grau de inibicdo do crescimento de
microrganismos e as suas alteragdes morfolégicas de uma forma simples (KALEMBA &
KUNICKA, 2003).

Discos com 0,6 cm de diametro, contendo estruturas reprodutivas do fungo Fusarium

oxysporum, obtido na colecdo do Departamento de Fitotecnia da UFRRJ (codigo FUS4514),
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foram repicados para o centro das placas contendo meio nutritivo BDA (10% dextrose),
previamente vertido e solidificado. Em seguida, as placas foram fechadas, lacradas com
filme de PVC e incubadas em camara com temperatura controlada (25 + 1°C) por 72 horas.
Os tratamentos consistiram na adicdo das solu¢bes de DMSO + 0leos essenciais ho meio
nutritivo BDA. A concentracdo dos 6leos essenciais no meio nutritivo foram de 1 pL/mL
(0,01 %) e de DMSO foi de 8 pL/mL (0,8%). Foram preparados dois controles negativos,
um apenas com o meio nutritivo BDA e outro com 0,8% de DMSO. Um controle positivo
foi preparado, com adicé@o direta do fungicida comercial Folicur (tebuconazole 20%) ao
meio de cultura, a concentracdo de 1 pL/mL.

Apobs 24, 48 e 72 horas de incubacdo as placas foram digitalizadas e as imagens
processadas no programa ImageJ v.1,49 (National Institute of Health, USA) para a aquisi¢cdo

da area de crescimento do halo fiingico (em cm?). A inibicdo foi obtida através da equacao:
(%) =100—(*==*1%% ) Onde: | (inibicdo), Atoe (4rea dos tratamentos com 4leos

essenciais), Ac (area do controle). A analise de variancia, o teste de médias e os graficos

foram realizados no programa GraphPad prism v. 6,01.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Extracao dos 0leos essenciais

Na tabela 1 estdo apresentados os rendimentos dos 6leos essenciais e o percentual
das classes de substancias presentes nos 6leos, e calculadas em relacdo ao conjunto total de
tipos de terpenoides (determinado por CG-DIC para os 6leos, considerando-se sua

abundancia relativa nos cromatogramas.

Tabela 1: Rendimento médios e classes de substancias dos 0leos essenciais em estudo

E. uniflora L.
E. P. P. S. S.

FJ FM brasiliensis  cattleianum  guajava  cumini  malaccense
Rendimento (%) 0,55 0,67 0,39 0,38 0,47 0,09 0,013
Total Monoterpenos (%) 0,73 294 8,47 4,16 1,20 62,80 0,55
Total Sesquiterpenos (%) 9534 93,02 86,06 83,33 95,77 33,65 16,95
Outros grupos 017 118 0,08 0,93 1,41 1,46 45,63
Total identificado (%) 96,24 97,14 94,61 88,42 98,38 97,91 63,13

Na extracdo dos Oleos essenciais das folhas das diferentes espécies de Myrtaceae

utilizando o método de hidrodestilacdo, observou-se que o rendimento variou de 0,09 a
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0,67% em relagdo a massa de folhas frescas (% m/m). As duas espécies do género Syzygium
apresentaram o menor teor de 6leos essenciais, enquanto que os maiores rendimentos foram
obtidos para as folhas de E. uniflora. Os resultados encontrados, estdo em conformidade
com os obtidos na literatura que relatam que rendimentos superiores a 1% ndo sdo muito
comuns em espécies desta familia (MAY et al, 2007). A excecdo, destacam-se 0s baixos
rendimentos em 0Oleo essencial apresentados para as duas espécies do género Syzygium no
presente trabalho, que ndo sdo corroborados pelos relatos da literatura consultada. Ismail e
colaboradores (2010), submetendo folhas frescas de S. malaccense a duas horas de
hidrodestilacdo, obtiveram um rendimento cerca de 30 vezes maior (0,29%) ao obtido no
presente estudo, em 4 horas de extracao.

Observou-se uma predominancia de sesquiterpenos na maioria dos 0leos essenciais,
exceto para o da espécie S. cumini (jameldo) que foi rico em monoterpenos e para o 6leo
essencial de S. malaccense cuja predominancia foi de substancias ndo pertencentes a classe

dos terpenos (Tabela 1 e Figura 20).
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Figura 20. Perfil cromatografico dos dleos essenciais das espécies de Myrtaceae

E amplamente discutido na literatura que a producdo de Gleos essenciais pelas
plantas pode ser diretamente afetada por fatores ambientais. Quando comparado com dados
da literatura, observou-se que existem diferencas entre as espécies estudadas, que podem
estar ligadas as condicGes climéticas e a natureza do solo que influenciam diretamente tanto
no teor como nos constituintes quimicos de um 6leo essencial (GOBBO-NETO & LOPES,
2007).
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5.2. Analise da composicao quimica dos 6leos essenciais

As analises por Cromatografia em Fase Gasosa para 0s 0leo essenciais das seis espécies
de Myrtaceae apresentaram diferencas qualitativas e quantitativas com relagao aos principais
constituintes quimicos. Ressalta-se que a identificacdo das substancias foi feita através de
CG-EM e a quantificacdo por CG-DIC.

e Eugenia uniflora

Através da analise de CG-EM e de CG-DIC dos 6leos essenciais das folhas maduras
(@) e jovens (b) de E. uniflora observou-se a presenca de 36 substancias para as folhas
maduras e 28 para as folhas jovens, das quais foram identificados 31 e 24 constituintes,

respectivamente (Figura 21).
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Figura 21. Cromatogramas dos 6leos essenciais das folhas maduras (a) e jovens (b) de E. uniflora

Os dleos essenciais das folhas maduras e jovens sdao formados por uma pequena
proporcdo de monoterpenos, e majoritariamente por sesquiterpenos (Tabela 1, pag. 45). A
variacdo quantitativa e qualitativa dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais nos dois
tipos de folhas de E. uniflora estdo apresentados na Tabela 2, onde estdo apresentados 0s
principais constituintes encontrados nas folhas de E. uniflora, e pela qual se pode observar
que houve variagdes na composicdo, bem como nos teores entre as duas amostras.

Cabe destacar que esta foi a primeira vez que foi realizada uma andlise da
composi¢do quimica do dleo essencial de folhas de E. uniflora com diferentes fases de
maturacdo (SANTOS et al, 2015).
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Tabela 2: Composicdo quimica do 6leo essencial de folhas de Eugenia uniflora L. (Pitangueira)

IK®  SUBSTANCIAS™ Folhas Maduras Folhas Jovens
IR® % Area+dp IR® % Areatdp”
859 (1) Hexenol (32) 848 1,18+0,54 854 0,17+0,13
990  (2) Mirceno 986 0,19+0,06 - -
1037 (3) B-Ocimeno (Z) 1032 0,45+0,23 1036 0,18+0,09
1050  (4) B-Ocimeno (E) 1043 2,30+0,60 1049 0,55+0,11
1338  (5) 3-Elemeno 1334 1,55+0,25 1338 0,64+0,19
1376  (6) a-Copaeno 1375 0,27+0,06 - -
1390  (7) B-Elemeno 1388 4,76+0,32 1392 3,26+0,78
1419  (8) p-Cariofileno 1420 9,35+0,71 1424 6,02+1,93
1436 (9) y-Elemeno 1428 1,55+0,44 1433 1,01+0,36
1454 (10) a-Humuleno 1456 0,95+0,22 1460 0,37+0,26
1466  (11) Cariofileno 9-epi-E 1461 0,30+0,09 1464 0,23+0,07
1477 (12) y-Gurjeneno 1473 0,33+0,12 1477 0,61+0,18
1485  (13) Germacreno D 1482 4,13+0,29 1491 2,78+0,56
1490  (14) B-Selineno 1487 0,99+0,28 1492 1,02+0,26
1496  (15) Viridifloreno 1490 0,53+0,21 1495 0,87+0,27
Nao identificado - - 1496 1,96+0,37
1499  (16) Curzereno 1496 22,37+1,08 1499 16,60+1,49
Nao identificado 1503 0,37+0,06 - -
1509  (17) Germacreno A 1509 2,80+0,46 1513 1,86+0,32
1523  (18) &-Cadineno 1518 0,81+0,08 1533 0,54+0,15
Nao identificado 1528 0,37+0,09 - -
Nao identificado 1533 0,47+0,14 - -
1538  (19) a-Cadineno 1538 0,29+0,11 1538 0,67+0,17
Ndo identificado - - 1543 0,43+0,10
1546  (20) Selina-3,7(11)-dieno 1543 0,37+0,10 1547 0,50+0,15
1561  (21) Germacreno B 1562 14,39+0,62 1566 13,54+1,38
1583  (22) Oxido de cariofileno 1585 1,27+0,11 - -
1590  (23) Glébulol 1591 0,86+0,15 1593 1,15+0,23
1592  (24) Viridiflorol 1599 0,80+0,14 1602 1,22+0,32
1602  (25) Ledol 1608 0,17+0,01 - -
1602  (26) B-Elemenona - - 1603 1,08+0,29
Nao identificado 1630 0,34+0,07 - -
1646  (27) Cubenol 1637 0,47+0,04 - -
1654  (28) a-Cadinol 1657 0,63+0,23 - -
Nao identificado 1660 0,49+0,06 1661 1,05+0,33
1658  (29) Atractilona 1664 2,49+0,38 1669 3,74+0,51
- (30) Furanodieno®® 1699 18,99+2 47 - -
1693  (31) Germacrona - - 1705 37,82+1,91
1713  (32) Farnesal (2E, 62) 1705 0,40+0,12 - -
1716  (33) Farnesal (2Z, 6E) 1709 0,83+0,18 - -
Nao identificado 1737 0,39+0,06 - -
Nao identificado - - 1741 0,20+0,01

() indices de Kovats determinado em coluna capilar DB-5 (ADAMS, 2007); (b) Substancias listadas por
ordem de eluicdo em coluna capilar Factor Four/VF-5ms; (c) indices de retencio determinado em coluna
capilar Factor Four/VF-5ms em comparacéo ao tempo de retencdo de uma série de n-alcanos; (d) média e
desvio padrdo das amostras em triplicata; (e) Confirmado por RMN

maduras de E.

uniflora,

corresponderam a0s monoterpenos,

Do total de 97,14% de constituintes identificados no dleo essencial das folhas
2,94%

e 93,02%
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corresponderam aos sesquiterpenos, sendo 0s principais constituintes o curzereno (22,37%),
furanodieno (18,99%), germacreno B (14,39%) e B-cariofileno (9,35%). Nas folhas jovens
foram identificados 96,24% dos constituintes do 6leo, sendo 0,73% de monoterpenos e
95,34% de sesquiterpenos, tendo como componentes majoritarios a germacrona (37,86%)
(ndo presente nas folhas maduras), curzereno (16,60%) e germacreno B (13,54%) (Figura
22). No oleo essencial das folhas jovens néo foi detectado o furanodieno nas condicfes das
andlises por CG-DIC e CG-EM. Foi possivel observar que o teor do dleo essencial da E.
uniflora variou em funcdo da idade das folhas, com a relacdo principalmente aos
sesquiterpenos oxigenados, furanodieno e germacrona. A auséncia de germacrona nas folhas
maduras pode sugerir que ocorra uma transformacdo biogenética deste componente em

funcéo do envelhecimento das folhas.
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Figura 22. Estruturas das principais substancias presentes no 6leo essencial de E.uniflora.

Cabe destacar que o teor de curzereno e germacrona aqui observado estd de acordo
com relato da literatura, que mostrou uma significativa variacdo, quantitativa e qualitativa,
encontradas na composicdo do 6leo essencial de espécimes de E. uniflora de acordo com as
regides onde foram cultivadas. Embora o 6leo essencial das folhas de E. uniflora coletadas
na Nigéria também tenha apresentado o curzereno como majoritario (19,7%), os demais
constituintes majoritérios relatados foram selina-1,3,7-trien-8-ona, com 17,8%, seguido de
16,9% de atractilona e 9,6% de furanodieno (OGUNWANDE et al, 2005). Enquanto que,
em exemplares do sul da Bahia, o 6leo essencial de folhas de E. uniflora apresentou como
componentes majoritarios o germacreno B (21,2%) e éxido de selina-1,3,7-trien-8-ona
(19,3%) (VICTORIA et al, 2012), as folhas de uma espécime do estado de S&o Paulo

forneceram um 0Gleo essencial composto principalmente, por atractilona (26,78%), seguido
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do curzereno (17,96%) (LAGO et al, 2011), e as folhas coletadas na regido centro-oeste de
Goias forneceram um éleo essencial que apresentou, como majoritérios, a selina-1,3,7-trien-
8-ona (43 %) e seu epoxido (29%) (COSTA et al, 2010). J&4 os compostos majoritarios na
amostra coletada na india foram furanodieno (17,19%) e espatulenol (10,72%) (THAMBI et
al, 2013). Em contraste aos nossos resultados e aos relatados na literatura, uma espécie
cultivada na Argentina forneceu um oOleo essencial rico em monoterpenos, sendo 0S
majoritarios a carvona (14,4%), pulegona (11,4%), nerolidol (10,5%) e limoneno (10,4%),
(URBIEGO et al, 1987).

e Eugenia brasiliensis

As substancias identificadas no 6leo extraido das folhas de E. brasiliensis, estudada

no presente trabalho, estdo apresentadas na Tabela 3.
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(Grumixameira)

IK @ SUBSTANCIAS © IR® % Areatdp
859 (1) Hexenol (32) 849 0,08+0,02
930 (37) a-Tujeno 924 0,19+0,03
939 (38) a-Pineno 932 2,15+0,92
979 (39) B-Pineno 978 1,60+0,56
1029 (40) Limoneno 1029 0,39+0,16
1031 (41) 1,8-Cinenol 1036 1,58+0,84
1096 (42) Linalol 1100 1,11+0,87
1177 (43) 4-Terpineol 1182 0,60+0,06
1188 (44) a-Terpineol 1198 0,85+0,06
1345 (45) a-Cubebeno 1347 0,43+0,01
1374 (6) a-Copaeno 1377 1,36+0,97
1386 (46) B-Bourboneno 1385 1,06+0,84
1390 (7) B-Elemeno 1390 0.48+0,16
1409 (47) a-Gurjeneno 1409 1,42+0,58
1419 (8) p-Cariofileno 1424 7,70+1,97
1432 (48) B-Copaeno 1432 3,97+1,27
1441 (49) Aromadendreno 1441 1,52+0,99
1451 (50) a-Himachaleno 1451 0,80+0,05
1454 (10) a-Humuleno 1459 1,53+0,11
1466 (11) Cariofileno 9-epi-E 1463 2,13+0,07
1476 (51) Trans-cadna-1(6)4-dieno 1447 1,21+0,87
1477 (12) y-Gurjeneno 1477 1,20+0,42
1485 (13) Germacreno D 1483 0,59+0,01
1490 (14) B-Selineno 1492 0,89+0,04
1496 (15) Viridifloreno 1494 1,66+0,13
1499 (52) B-Macrocarpeno 1499 3,13+0,40
1500 (53) B-Muroleno 1505 0,54+0,29
1513 (54) y-Cadineno 1517 1,76+0,17
1523 (18) 8-Cadineno 1522 5,55+1,61
1528 (55) Cis-Calameneno 1526 3,64+1,09
1534 (56) Trans-Cadina-1,4-dieno 1536 1,03+0,11
1538 (19) a-Cadineno 1540 0,51+0,01
1545 (57) a-Calacoreno 1545 0,47+0,05
1563 (58) (E)-Nerolidol 1563 0,37+0,12
1566 (59) Maliol 1567 0,36+0,09
1568 (60) Palustrol 1575 0,76+0,18
1578 (61) Espatulenol 1586 6,42+1,47
1590 (23) Globulol 1589 5,25+1,11
1595 (25) Ledol 1593 3,83+0,22
1602 (62) 11-Cubebanol 1601 3,02+1,04
- N&o identificado 1611 2,09+0,66
1619 (63) 1,10-di-epi-Cubenol 1621 1,03+0,01
- Né&o identificado 1623 0,26+0,09
1628 (64) 1-epi-Cubenol 1634 4,03+1,12
- N&o identificado 1640 2,96+1,44
1640 (65) a-epi-Cadinol 1649 4,48+1,67
1654 (66) a-Cadinol 1652 4,00+0,15
1658 (67) Valerianol 1654 2,96+0,23
1666 (68) Intermedeol 1664 4,92+0,48
1700 (69) Amorfa-4,9-dien-2-ol 1693 0,08+0,01
- N&o identificado 1736 0,08+0,01

Tabela 3: Composi¢do quimica do dleo essencial de folhas de Eugenia brasiliensis L.

(a) Indices de Kovats determinado em coluna capilar DB-5 (ADAMS, 2007); (b) Substancias listadas por ordem
de eluicdo em coluna capilar Factor Four/VF-5ms; (c) Indices de retencdo determinado em coluna capilar
Factor Four/VVF-5ms em comparagdo ao tempo de retencdo de uma série de n-alcanos, (d) média e desvio

padrdo das amostras em triplicata.
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A composicdo do 6leo de folhas de E. brasiliensis ja foi relatado anteriormente
(FISCHER et al, 2005; LIMA et al, 2008; MAGINA et al, 2009; SIEBERT et al, 2015)
demonstrando também uma diversidade na sua composigao.

No presente estudo, 0s constituintes majoritarios identificados do 6leo essencial de E.
brasiliensis foram p-cariofileno (7,70%), espatulenol (6,42%), e o&—cadineno (5,55%)
(Figura 23), enquanto que Lima e colaboradores (2008) relatam o cubenol (17,4%),
espatulenol (13%) e oa-tujeno (8,3%) como substancias majoritarias no 6leo essencial de

uma espécie cultivada na regido central de S&o Paulo.

p-cariofileno espatulenol &-cadineno

Figura 23. Estruturas das principais substancias do 6leo essencial de E. brasiliensis

Ja para uma espécie cultivada em Santa Catarina 0s principais compostos
encontrados em E. brasiliensis foram espatulenol (12,6%), o-cadinol (8,7%), viridiflorol
(7,1%), a-cadinol (6,6%), e 1-epi-cubenol (6,3%), todos os quais sesquiterpenos oxigenados
(MAGINA et al, 2009). No entanto, um estudo anterior realizado por Fischer e
colaboradores (2005) para o 6leo essencial das folhas de E. brasiliensis do sudeste do Brasil,
foi constatado que os principais compostos eram o- e B-selineno (14,8 e 12,6%,
respectivamente), e 3-cariofileno (12,6%).

De fato, muitas vezes existem grandes diferencas na composicdo qualitativa e
quantitativa dos 0leos essenciais a partir de plantas da mesma espécie. As raz0es para esta
variabilidade podem ser as diferentes fontes geograficas, as estacdes de colheita, 0 genotipo,
o clima, bem como a parte da planta a ser utilizada. Estas varidveis influenciam a
concentracdo relativa de cada componente no 6leo (MAGINA, 2009). Isto pode ser
observado em recente trabalho publicado por Siebert e colaboradores (2015) que descreveu a
composicdo sazonal do Oleo essencial das folhas de Eugenia brasiliensis, cultivada em
Blumenau (SC). A analise por GC permitiu a identificacdo de 40 componentes, onde
observou-se que 0s monoterpenos variaram mais (42%) do que os sesquiterpenos (14%),

sendo os hidrocarbonetos monoterpenos que sofreram a maior varia¢do ao longo do ano
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(64%). As principais substancias: na primavera e no verao foi o espatulenol (16,02 + 0,44%
e 18,17 £ 0,41%, respectivamente), no outono, o t-cadinol (12,83 + 0,03%) e no inverno, o
a-pineno (15,94 £ 0,58%).

e Psidium cattleianum
As folhas frescas de P. cattleianum, submetidas a hidrodestilacdo, forneceram um
6leo essencial rico em sesquiterpenos, cujas analises pelas técnicas de Cromatografia
Gasosa, nos permitiram identificar 22 substancias, correspondentes a 88,42% do total do

6leo, e que seguem apresentadas na Tabela 4.
Tabela 4: Composigdo quimica do 6leo essencial de folhas de Psidium cattleianum (Aragazeiro).

IK® SUBSTANCIAS © IR® % Area+dp®@
859 (35) Hexenal (22) 855 0,93+0,33
930 (37) a-Tujeno 936 2,28+0,86
990 (2) Mirceno 992 0,91+0,29
1029 (40) Limoneno 1033 0,97+0,12
1031 (41) 1,8-Cineol 1037 2,45+1,21
1375 (70) o-llangeno 1382 7,79%0,29
1419 (8) p-Cariofileno 1428 45,75+1,98
1434 (71) a-trans-Bergamoteno 1438 0,43+0,06
1441 (49) Aromadendreno 1445 0,32+0,08
1454 (10) a-Humuleno 1463 12,92+0,69
1460 (72) Allo-Aromadendreno 1465 0,36+0,08
1484 (73) a-Amorfeno 1479 0,4840,14
1485 (13) Germacreno D 1483 0,39+0,06
1490 (14) B-Selineno 1497 1,94+0,22
1498 (74) o-Selineno 1503 0,87+0,06
1507 (76) a-Bisaboleno (Z) 1506 1,31+0,64
1512 (75) 3-Amorfeno 1510 0,33+0,04
Nao identificado 1513 0,88+0,08
1514 (77) y-Bisaboleno (2) 1517 0,23+0,06
Nao identificado 1521 0,66+0,03
1523 (18) 8-Cadineno 1525 6,72+0,06
1529 (78) Zonareno 1530 0,17+0,02
1531 (79) y-Bisaboleno (E) 1533 0,26+0,04
Nao identificado 1540 0,87+0,06
Nao identificado 1545 1,48+0,05
Nao identificado 1550 1,51+0,05
1563 (58) E-Nerolidol 1567 0,61+0,08
Nao identificado 1592 1,75+0,22
Nao identificado 1606 0,93+0,05
Nao identificado 1638 1,16+0,02
Nao identificado 1653 0,37+0,09
Nao identificado 1657 0,41+0,12
Nao identificado 1667 0,58+0,14
Nao identificado 1670 0,19+0,05
Nao identificado 1711 0,79+0,18

() Indices de Kovats determinado em coluna capilar DB-5 (ADAMS, 2007); (b) Substancias listadas por
ordem de eluicdo em coluna capilar Factor Four/VVF-5ms; (c) indices de retencdo determinado em coluna
capilar Factor Four/VF-5ms em comparacdo ao tempo de retencdo de uma série de n-alcanos; (d) média e
desvio padréo das amostras em triplicata.
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As folhas frescas do exemplar de aragazeiro utilizada neste estudo forneceram um
6leo essencial abundante em B-cariofileno (45,75%), seguido de a-humuleno (12,92%), o-

ilangeno (7,79%) e d6—cadineno (6,72%) (Figura 24).

=

p-cariofileno a-humuleno
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a-ilangenc é-cadineno

Figura 24. Estruturas das substancias majoritarias do 6leo essencial de P.cattleianum

Semelhante aos nossos estudos, o B-cariofileno, com a proporgéo relativa de 20,2%,
tambem foi o constituinte majoritario encontrado no dleo essencial de uma espécie cultivada
no Rio Grande Sul, mas que mostrou 0 monoterpeno 1,8-cineol, 0 segundo constituinte
majoritario, com cerca de 11,9% (PAROUL et al, 2002). J& a espécie cultivada em Cuba
apresentou como majoritarios o epi-a—murolol (21,9%), a—cadinol (20%), o—epi-cadinol
(16,7%) e oxido de cariofileno (13,6%) (PINO et al, 2004). Enquanto as folhas da espécie
coletada na Mata Atlantica, no sudeste do Brasil, forneceram como substancias majoritarias
0S monoterpenos a-tujeno (25,2%) e 1,8-cineol (16,4%), e o sesquiterpeno [B-cariofileno
com 13,6% (MARQUES et al, 2008).

e Psidium guajava
Um total de 20 substancias foram identificadas no déleo essencial de P. guajava
equivalente a 98,34% do total da composicao do 6leo (Tabela 5). Para esta espécie também
pode se observar variacOes significativas nas proporcoes relativas dos constituintes do 0leo

essencial de suas folhas quando comparadas aquelas relatadas na literatura, mostrando como
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os fatores genéticos e ambientais (condicbes climaticas e do solo) podem induzir a
modifica¢des no metabolismo secundéario da planta (CHEN et al, 2007; PINHO et al, 2014).

apresentadas na tabela 5.

Tabela 5: Composi¢do quimica do 6leo essencial de folhas de Psidium guajava L. (goiabeira).

IK® SUBSTANCIAS @ IR® % Area+dp@
853 (34) Hexenol (3E) 850 0,27+0,07
960 (80) Benzaldeido 964 1,14+0,11
1037 (3) B-Ocimeno (2) 1033 0,57+0,44
1031 (41) 1,8-Cinenol 1034 0,31+0,41
1188 (44) a-Terpineol 1197 0,30+0,04
1375 (70) a-llangeno 1376 0,28+0,02
1419 (8) p-Cariofileno 1425 25,83+0,71
1454 (10) a-Humuleno 1463 33,20+0,67
1473 (82) 4,5-di-epi-Aristolocheno 1473 0,21+0,00
1477 (83) B-Chamigreno 1475 1,16+0,08
1490 (14) B-Selineno 1494 11,71+0,11
1498 (74) a-Selineno 1501 12,08+0,22
1505 (80) B-Bisaboleno 1508 0,25+0,04
1523 3-Cadineno 1522 0,5440,05
1531 (79) y-Bisaboleno (E) 1527 0,26+0,26
1563 (58) (E)-Nerolidol 1563 3,00+0,13
1583 (22) Oxido de cariofileno 1586 0,50+0,02
1608 (86) Epdxido de Humuleno Il 1614 0,61+0,04

N&o identificado 1622 0,87+0,10

N&o identificado 1638 0,64+0,04

N&o identificado 1642 0,14+0,03
1646 (87) a-Murolol 1551 0,35+0,01
1659 (88) Selin-11-en-4-a-ol 1666 5,79+0,16

As substancias identificadas no dleo extraido das folhas de Psidium guajava L. estdo

(@)Indices de Kovats determinado em coluna capilar DB-5 (ADAMS, 2007); (b) Substancias listadas por
ordem de eluicdo em coluna capilar Factor Four/VF-5ms; (c) Indices de retencdo determinado em coluna
capilar Factor Four/VF-5ms em comparacéo ao tempo de retencdo de uma série de n-alcanos; (d) média e
desvio padrdo das amostras em triplicata

Como pode ser observado pelos resultados apresentados na tabela, os majoritarios

para 0 Oleo desta espécie foram o a-humuleno, com 33,2%, seguido de B-cariofileno

(25,83%), a-selineno (12,08%) e B-selineno (11,71%) (Figura 25).
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Figura 25. Estruturas das principais substancias do dleo essencial de P.guajava

Enquanto o dleo estudado no presente trabalho apresenta uma composicéo rica em
sesquiterpenos, Xiao-Duo e colaboradores (1991) relatam um Oleo extraido das folhas de
uma espécime proveniente da China com uma proporcdo importante dos monoterpenos o-
pineno (37,8%) e 1,8-cineol (18,9%). Estes monoterpenos também foram identificados nos
6leos essenciais das folhas de P. guajava coletadas em Belém (1,8-cineol: 21,4%, a-pineno:
23,9%) (da SILVA et al, 2003) e de Taiwan (1,8-cineol: 12,4%, a-pineno: 14,7 %) (CHEN
et al, 2007). Outros relatos na literatura apresentam composi¢des quimicas marcadas pela
presenca de outros componentes principais. Os majoritarios presente no 6leo de P.guajava,
cultivada no Meéxico, foram o a-selineno (23,7%), a-humuleno (18,8%) e &-selineno
(18,3%). Na espécie cultivada em Cuba, Pino e colaboradores (2001) identificaram 57
componentes, dos quais B-cariofileno (21,6%), (E)-nerolidol (19,2%) e selin-11-en-4a-ol
(13,4%) foram os majoritarios. Em uma amostra da Nigéria, Ogunwande e colaboradores
(2003) encontraram 42 compostos, 0 que representou mais de 90% da mistura volatil
identificada. Os compostos majoritarios foram limoneno (42,1%) e B-cariofileno (21,3%),
enquanto para uma espécie coletada no Ceara, 0s cinco componentes mais abundantes no
Oleo extraido das folhas foram epiglobulol (19,20%), 1,8-cineol (13,31%), Oxido de
isoaromadendreno (11,13%), alcool cariofenil (10,21%) e B-cariofileno (9,51%) (PINHO et
al.,2014).
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e Syzygium cumini

Folhas frescas de S. cumini forneceram um 6leo essencial com um rendimento muito

baixo (0,09%) (Tabela 1), cujas substancias identificadas estdo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6: Composicao quimica do 6leo essencial de folhas de Syzygium cumini (jamel&o).

IK® SUBSTANCIAS © IR© % Area+dp®
853 (34) Hexenol (3E) 849 1,46+0,44
932 (38) a-Pineno 939 19,31+3,29
979 (39) B-pineno 979 13,29+1,37
990 (2) Mirceno 988 2,23+0,18
1029 (40) Limoneno 1029 3,25+0,34
1037 (3) B-Ocimeno (2) 1036 12,66+0,90
1044 (4) Bp-Ocimeno (E) 1046 6,54+0,40
1059 (104) y-Terpineno 1057 0,44+0,01
1088 (105) Terpinoleno 1473 0,56+0,01
1096 (42) Linalol 1100 0,1040,03
1132 (106) Allo-Ocimeno 1121 0,12+0,04
1121 (107) B-Fenchol 1127 0,17+0,02
1139 (108) Trans-Pinacarveol 1143 0,10+0,04
1149 (109) Hidrato de Canfeno 1157 0,10+0,03
1169 (110) Borneol 1175 0,12+0,05
1177 (43) 4-Terpineol 1182 0,26+0,08
1188 (44) o-Terpineol 1198 2,87+0,90
1220 (111) Acetato de fenchila 1218 0,13+0,03
1288 (112) Bornil acetato 1285 0,56+0,11
1375 (70) a-llangeno 1369 0,08+0,01
1376 (6) o-Copaeno 1375 0,35+0,09
1419 (8) p-Cariofileno 1424 21,53+2,85
1454 (10) a-Humuleno 1459 7,94+0,97
1473 (82) 4,5-di-epi-Aristolocheno 1471 0,48+0,06
1479 (114) y-Muroleno 1475 0,25+0,04
1490 (14) B-Selineno 1489 0,9040,14
1498 (74) a-Selineno 1497 0,28+0,13
1512 (75) 5-Amorfeno 1503 0,09+0,02
1513 (54) y-Cadineno 1514 0,29+0,05
1523 (18) 5-Cadineno 1519 0,80+0,14
N&o identificado 1538 0,17+0,06
Né&o identificado 1579 0,41+0,10
1572 (115) Alcool Cariofenil 1575 0,40+0,08
1583 (22) Oxido de Cariofileno 1589 0,26x0,11
Né&o identificado 1608 0,44+0,09
N&o identificado 1623 0,29+0,08
N&o identificado 1659 0,7740,20

(@) Indices de Kovats determinado em coluna capilar DB-5 (ADAMS, 2007); (b) Substancias listadas por
ordem de eluicio em coluna capilar Factor Four/VVF-5ms; (c) indices de retencdo determinado em coluna
capilar Factor Four/VF-5ms em comparacdo ao tempo de retencdo de uma série de n-alcanos; (d) média e
desvio padrdo das amostras em triplicata

Alguns dos constituintes majoritarios do 6leo essencial da espécie Syzygium cumini

utilizada no presente estudo (Jd Botanico-UFRRJ) estdo apresentados na Figura 26.
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Figura 26. Estruturas das principais substancias do dleo essencial de S.cumini

Foi observada também uma significativa variacdo na composi¢do quimica do 6leo
essencial extraido das folhas de Syzygium cumini (jameldo). Shafi e colaboradores em 2002
relataram que o dleo essencial de folhas do jameldo coletadas no sul da india era abundante
em pinocarveol (15,1%), a-terpineol (8,9%), mirtenol (8,3%), eucarvona (6,6%) e murolol
(6,4%). Ja Nishandhini e colaboradores (2015) descrevem para uma amostra de éleo obtida
de exemplares de Syzygium cumini do mesmo pais, uma abundancia em a-pineno (21,5%),
-ocimeno (E) (6,8%), a-terpineol (9,5%) e 6-cadineno (8,3%).

Alguns dos constituintes majoritarios do 6leo essencial da espécie Syzygium cumini
utilizada no presente estudo (Jd Botanico-UFRRJ) foram similares aqueles previamente
reportados na literatura para Oleos isolados de plantas originarias do Egito, e de outras

regides do Brasil, apresentando, no entanto, diferencas em suas porcentagens (Tabela 7)

Tabela 7: Comparagdo da composi¢do quimica dos principais constituintes (%) do 6leo essencial de
Syzygium cumini (jamel&o)

Egito Egito J.Fora-MG Sdo Luiz- FIOCRUZ -
Substancias Jd.Botdnico Badawy et Mohamed et Machado et MA RJ
UFRRJ al, al al Dias et al Siani et al
(2014) (2013) (2013) (2013) (2013)
a-Pineno 19,31 17,26 32,32 31,85 22,2
B-Pineno 13,29 11,28 12,44
B-Ocimeno (Z) 12,66 28,98 10,2
B-Ocimeno (E) 6,54 11,71
a-Terpineol 13,88 9,08
B-Cariofileno 21,53 11,19 16,00 9,45
o-Humuleno 7,94 25,24
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e Syzygium malaccense

No presente trabalho, as folhas frescas do S. malaccense estudado apresentaram o
menor rendimento em OGleo comparado as demais espécies. Foram identificadas 25
substancias (68%) que estdo apresentadas na Tabela 6, das quais 45,63% dos majoritarios
ndo séo originados a partir dos metabolitos do isopreno (15,43% de eicoseno-1, 6,46% de
eicosano, 6,26% de 4-hidroxi-4metil-2-pentanona e 4,9% de hexadeceno-1) (Figura 27).

Tabela 8: Composi¢do quimica do 6leo essencial de folhas de Syzygium malaccense (L.) Merr. & L.
(jambeiro vermelho)

IK® SUBSTANCIAS ® IR® % Area+dp®
839 (89) 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona 840 6,26+0,24
855 (36) 2-Hexanal (E) 853 1,11+1,40
853 (34) Hexenol (3E) 850 0,96+0,55
870 (90) n-Hexanol 866 0,61+0,13
979 (91) 1-Octen-3-ol 981 1,15+0,65
1195 (92) Diidrocitronelol 1192 0,55+0,08
1200 (93) n-Dodecano 1200 0,59+0,24
1300 (94) n-Tridecano 1298 0,39+0,29
1376 (6) a-Copaeno 1384 1,26+0,15
1389 (95) Tetradeceno-1 1393 2,12+0,68
1400 (96) n-Tetradecano 1400 1,70+0,57
1419 (8) B-cariofileno 1424 2,26+0,51
1439 (97) a-Guaieno 1438 0,32+0,07
1444 (98) 6,9-Guaiadieno 1445 0,37+0,11
1454 (10) a-Humuleno 1460 3,6340,91
1477 (83) p-Chamigreno 1477 0,78+0,11
1490 (14) B-Selineno 1494 3,85+0,79
1498 (74) a-Selineno 1500 2,84+0,49
1523 (18) 56-Cadineno 1523 1,14+0,14
1563 (58) (E)-Nerolidol 1564 0,5040,16
1589 (99) Hexadeceno-1 1594 4,90+1,61
1600 (100) n-Hexadecano 1600 2,18+0,71
N&o identificado 1695 6,43+1,98
1700 (101) Heptadecano 1700 1,75+0,53
1988 (102) Eicoseno-1 1975 15,43£3,42
2000 (103) Eicosano 1996 6,46+1,77
N&o identificado 2169 5,50+1,30
N&o identificado 2379 3,71+0,98
N&o identificado 2578 2,38+0,75
N&o identificado 2773 1,08+0,19
N&o identificado 2793 17,77+2,69

(a) Indices de Kovats em coluna capilar DB-5 (ADAMS, 2007); (b) Substancias listadas por ordem de eluigéo
em coluna capilar Factor Four/VF-5ms; (c) Indices de retencdo em coluna capilar Factor Four/VF-5ms em
comparagdo ao tempo de retencdo de uma série de n-alcanos; (d) média e desvio padrdo das amostras em
triplicata.
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Figura 27. Constituintes majoritarios do dleo essencial de S.malaccense do Jd.Botanico da UFRRJ

Os sesquiterpenos se apresentaram em 16,95% do dleo extraido, tendo como
majoritarios o pB-selineno (3,85%) e a-humuleno (3,63%), e 0,55% da composi¢do do 0leo,
foi identificado o Unico monoterpeno diidrocitronelol. O padrdo quimico foi muito
semelhante ao de um estudo anterior apresentado por Ismail e colaboradores (2010), apenas
prevalecendo os constituintes ndo oriundos dos metabdlitos do isopreno, porém diferindo na
identidade dos compostos majoritarios. A variabilidade quimica significativa relatada por
estes pesquisadores é observada pela composicdo dos volateis das folhas da espécie
cultivada na Malasia. O 6leo essencial continha 180 substancias, sendo 0s majoritarios
identificados como &cido hexandico (12,16%), o salicilato de metila (8,27%), 3-hexen-1-ol
(7,81%), 1-octen-3ol (5,89%), acido n-hexadecandico (5,07%), 2-hexenal (4,89%) e 3-
buten-2-ona (3,68%).

Poucos sao os relatos na literatura sobre extracdo e estudo quimico dos constituintes
volateis das folhas de Sysygium malaccense (L.) Merr. & L. (jambo). Diferentemente dos
resultados encontrados no presente trabalho, Karioti e colaboradores (2007), descreveram
que o O6leo essencial extraido das folhas frescas de uma espécie cultivada em lle-Ife
(Nigéria) apresentou 38 substancias, das quais os monoterpenos foram majoritarios (61,1%),
representados principalmente por a-pineno (7,3%), B-pineno (8,0%), para--cimeno (13,5%)
e a-terpineol (7,5%). Os sesquiterpenos compunham 30,8% deste Oleo essencial, cujo
principal componente foi o B-cariofileno (9,0%). Um padrdo quimico muito semelhante ao
anterior foi relatado por Lawal e colaboradores (2014) que descreveram um 6leo essencial
de um exemplar da regido de Ikotun (Nigéria), também rico em monoterpenos (79,9%), mas
diferindo na identidade dos majoritarios, representados principalmente pelo limoneno
(48,8%) e oa-terpineno (26,2%).

As diferencas qualitativas e quantitativas encontradas nos teores de 6leo essencial

podem estar relacionadas com diferengas genéticas e fatores fisicos do ambiente. Lopes
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(2008) demonstrou em seu trabalho que as substéncias, assim como os teores de Gleo,
variam durante as estagdes do ano. A composicdo dos 6leos essenciais € determinada por
fatores genéticos (CERQUEIRA et al, 2009), no entanto, fatores ambientais como
temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo, sazonalidade, nutrientes, altitude, entre
outros, podem causar varia¢des significativas na composicdo quimica dos 6leos essenciais.
A composicdo do 6leo essencial também pode ser diferente devido aos quimiotipos,
onde diferentes constituicbes quimicas surgem em uma determinada planta devido a
necessidade da mesma em se adaptar a algum fator ambiental, como por exemplo, o clima,
composicdo do solo, altitude, escassez de agua, luz, época da colheita e 0 método de

extracdo e fracdo de destilacdo do 0Oleo essencial (MORAIS et al, 1996).

5.3. Tratamento estatistico dos resultados obtidos por CG-EM

5.3.1. Analise quimiométrica para os 6leos essenciais das folhas de pitangueira

Para auxiliar na verificacdo da possivel diferenca da composicdo quimica do éleo
essencial em funcdo da idade das folhas de E. uniflora, foi utilizado o tratamento
quimiométrico, aplicando-se ACP e AHH aos resultados (porcentagem em é&rea relativa)
obtidos dos cromatogramas (CG-DIC) para os 6leos essenciais das folhas jovens (FJ) e
maduras (FM).

Através da analise de componentes principais (ACP) foi verificado que o primeiro
componente principal (CP1) descreveu 98% da variancia total dos dados e o segundo (CP2)
1%, acumulando 99% da variancia total (Figura 28). Em uma analise se 0s primeiros
componentes principais acumularem uma porcentagem relativamente alta da variacao total,
em geral referida como acima de 80%, eles explicardo satisfatoriamente a variabilidade
manifestada entre as amostras avaliadas. Os dados obtidos do grafico de “scores”
demonstram a discriminacdo de dois grupos, a constituicdo quimica dos 0leos obtidos das

folhas jovens e os obtidos das folhas maduras.
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Figura 28. Grafico de scores de CP1 x CP2 obtido a partir dos dados de CG-EM das cinco amostras
de bleos essenciais de folhas jovens (FJ) e cinco de folhas maduras (FM) de Eugenia Uniflora L.

Através da analise do grafico de “loadings” (Figura 29) observou-se que as
substancias 12 (y-gurjeneno), 15 (viridifloreno), 19 (a-cadineno), 20 (selina-3,7(11)-dieno),
23 (globulol), 24 (viridiflorol), 26 (B-elemenona), 29 (atractilona) e 31 (germacrona) foram

as mais importantes para a discriminagdo das amostras de 6leo obtidos das folhas jovens.

Caorralation Loadings (X)

PC-2 [1%)

4 08 06 -04 02 0 02 04 06 08 1
PC-1 (38%)

Figura 29. Grafico de “loadings” dos CP1 x CP2 aplicados & ACP para os dados CG-EM dos 6leos
essenciais de folhas jovens (FJ) e maduras (FM) de Eugenia uniflora L. Numeracao utilizada no
grafico esta descrita na tabela 2.
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Estes resultados demonstram que a analise multivariada aplicada aos resultados de
CG-EM foi satisfatéria para discriminar as diferengas na composicdo quimica destes 6leos
em funcéo da idade das folhas, ressaltando que, apesar da expressiva diferenca observada no
6leo essencial das folhas jovens da pitangueira, atribuida a elevada concentracdo de
germacrona, outros componentes, em quantidades minoritarias, comuns as duas espécies,

foram também importantes para esta discriminacao.

5.3.2. Analise quimiométrica para os 6leos essenciais das Myrtaceae em estudo

Os resultados obtidos pelas analises por CG-EM do 0leo extraido das folhas frescas
de E. uniflora (Folhas Maduras- Pt FM), E. brasiliensis (GX), P. cattleianum (AC), P.
guajava (GB), S. cumini (JB) e S. malaccense (JM), quando submetidos a anélise de
componentes principais (ACP), apresentaram o primeiro componente principal (CP1) que
descreveu 45% da variancia total dos dados, o segundo (CP2) 21% e o terceiro (CP3)
descrevendo 17% da variancia total, acumulando assim, 83% da variancia total. A Figura 30
mostra o grafico de scores, obtido pela analise de ACP selecionando-se as trés primeiras
CPs. Esta anélise indicou a presenca de trés secfes de espécies de Myrtaceae devido as
diferencas significativas na composicdo dos Oleos essenciais, revelando apenas uma

discriminacéo para P. cattleianum e P. guajava com relacdo ao género Psidium.

Scores

Figura 30. Grafico de scores-3D (CP1xCP2xCP3) das 6 espécies de Myrtaceae

A figura 31 mostra o dendograma indicando a similaridade das espécies segundo as
varidveis escolhidas.
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Figura 31. Dendograma obtido a partir dos dados de CG-EM dos 6leos extraidos das folhas das 6
espécies em estudo.

As maiores similaridades foram encontradas entre P. cattleianum (AC) e P. guajava
(GB), assim como entre S. cumini (JM), S. malaccense (JB) e E. brasiliensis (GX). A
similaridade entre P. cattleianum e P. guajava era esperada devido a proximidade botanica,
uma vez que ambas s&o do mesmo género e ricas em B-cariofileno (8) e a-humuleno (10)
(Figura 32). Eugenia brasiliensis é mais proxima de S. cumini e S. malaccense do que da E.
uniflora, isto deve ter ocorrido devido a uma grande contribuicdo do a-copaeno (6),
conforme observado no grafico de loadings (Figura 32). A terceira CP (17%) foi a
responsavel pela diferenciacéo de E. uniflora com as demais espécies, devido ao alto teor de
curzereno (16), germacreno B (21) e furanodieno (30), mais claramente observado através

da analise Bi-plot de scores e loadings (Figura 33).

PC-2(21%)

04 08 08 1

PC-1(45%)

Figura 32. Grafico de “loadings” dos CP1 x CP2 aplicados a ACP para os dados CG-EM dos 6leos
essenciais de folhas das espécies em estudo.
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Figura 33. Bi-plot de ACP para scores (#® ) e loadings ( * )

5.4. Isolamento e caracterizacdo dos constituintes do 0Oleo essencial das folhas de E.
uniflora

A fim de avaliar a composic¢édo quimica do 6leo essencial obtido de folhas jovens e
maduras de E. uniflora e verificar a possivel ocorréncia do rearranjo térmico que ocorre com
dois dos sesquiterpenos identificados (furanodieno e germacrona), durante a anéalise por
Cromatografia Gasosa com rampa de aquecimento (BALDOVANI et al, 2001; ADIO et al,
2009; CHANG et al, 2011), o 6leo essencial extraido das folhas de E. uniflora foi submetido
ao fracionamento através de Cromatografia De Adsorcdo em gel de silica, em coluna flash
(CO).

Foi previamente descrito que o furanodieno sofre rearranjo térmico para dar
curzereno e germacroma para [-elemenona, atraves de uma reagdo sigmatrépica [3,3],
também conhecido como o rearranjo de Cope (Figura 34), durante a corrida cromatografica
(MOLLEKEN et al , 1988; . WEYERSTAHL et al., 1988; BALDOVINI et al, 2001). Como
esses sesquiterpenos oxigenados (curzereno e B-elemenona) podem ser também gerados na
coluna cromatografica a partir do aquecimento, as suas concentracbes podem variar

continuamente nas analises realizadas.
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Figura 34. Rearranjo térmico do furanodieno (a) e da germacrona (b)

Para determinar inequivocamente as concentracfes dos principais sesquiterpenos
presentes em E. uniflora, 6leo essencial foi submetido ao fracionamento cromatografico.

O isolamento das substancias do 6leo essencial extraido das folhas maduras por CC
forneceu curzereno (2) (3 mg) e furanodieno (3) (29,8 mg), mas nao revelou a presenca de
germacrona (1). No entanto, o fracionamento cromatografico do 6leo obtido das folhas
jovens de E. uniflora forneceu 34,3 mg de germacrona e 10,8 mg do furanodieno. Cabe
destacar que este foi o primeiro relato sobre a variabilidade na composicdo quimica do Gleo
essencial de folhas jovens e maduras de E.uniflora, com o isolamento e a caracterizacdo dos

principais constituintes (SANTOS et al, 2015).

© o O = O
a G 3

A pureza da germacrona (99,10%), curzereno (96,17%) e furanodieno (99,02%) foi

realizada por CLAE-DAD a 240nm (Figura 35), além de ter confirmado a auséncia do
rearranjo térmico para o furanodieno e a germacrona. Diferentemente do que ocorreu
quando essas substancias isoladas foram analisadas por CG-EM com rampa de aquecimento,
onde os produtos curzereno (15,73%) e B-elemenona (1,77%) foram detectados (Figura 36 e
37), semelhante aos relatos da literatura (BALDOVANI et al, 2001; ADIO et al, 2009;
CHANG et al, 2011).
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Figura 35. Analise por CLAE-DAD em fase reversa: Cromatogramas da (a) germacrona, (b)

curzereno e (c) furanodieno (condigdes descritas no item 5.5).
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rearranjo B-elemenona (4, B-a) (condigdes descritas no item 5.3)

0.01—1

Os espectros de massas da germacrona (1) e da B-elemenona (4) obtidos pela anélise
através de CG-EM revelaram os picos dos ions moleculares em m/z 218 ([M]+, 1A/4A,
8,3/~4 %), confirmando a férmula molecular C15H,,0, e outros picos classificados também
como principais em m/z 175 (20,8/9,0 %), 150 (0,0/27, 3 %), 136 (58,3/13,6 %), 135
(66,7/86,7 %), 121 (29,2/90,9 %) e 107 (100/100 %, pico base) atribuidos aos fragmentos
la/da a 1lelde,

abundancias relativas, principalmente no caso do pico em m/z 136 que apareceu com 58,3 %

respectivamente, permitindo observar diferencas significativas nas
no EM de 1 e praticamente a percentagem correspondente a abundancia natural (13,6 %) no
EM de 4 (Esquema 1), situagdo andloga verificou-se com pico em m/z 150 presente com
27,3 % no espectro de 4 e praticamente zero no de 1 e podem ser usados para distingdo de
tais componentes. Os espectros de massas do curzereno (2) e furanodieno (3) revelaram-se
praticamente idénticos, apresentando somente pequenas diferencas nas intensidades relativas
de alguns picos e compativeis com a formacao de equilibrio envolvendo as duas substancias
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no espectrometro de massas nas condigcOes experimentais de registro de tais espectros, com
pico do fon molecular em m/z 216 ([M]”, 2A, ~3 % e 3A, 8,0 %) e pico base em m/z 108
(2a, 100 % e 3a, 100 %) justificado atraves de fragmentacdo do tipo retro Diels-Alder
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Esquema 1: Proposta de fragmentacéo para as substéncias 1 e 4 e as abundancias relativas indicadas
entre parénteses. Estruturas ionizadas de 1 e 4 indicadas como 1A e 4A, respectivamente. Estruturas
tautoméricas ionizadas de 1A descritas como 1B e 1C.
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Esquema 2: Proposta de fragmentacdo para as substancias 2 e 3 e as abundancias relativas indicadas
entre parénteses. Estruturas ionizadas de 2 e 3 indicadas como 2A e 3A, respectivamente.

Apos isolamento e anélise da pureza relativa por CLAE-DAD, os trés sesquiterpenos
tiveram as suas estruturas confirmadas também por analises de RMN de *H e *C. Assim, os
dados de RMN de 'H e '*C evidenciaram as correlagdes entre os hidrogénios e seus
respectivos carbonos, e a comparacdo desses valores com os descritos na literatura permitiu
a confirmacdo das estruturas da germacrona (1), curzereno (2) e furanodieno (3)
(TAKAHASHI et al, 1983; DEBEKO et al, 2002; YANG et al, 2011) (Tabelas 9-11).
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Tabela 9: Dados de RMN *H e **C da germacrona 1 (acetona-dg) comparados com os relatados da
literatura (TAKAHASHI et al, 1983)

SUBSTANCIA (1) Germacrona (CCly)
Sn (ppm) dc (ppm) (TAKAHASHI et al, 1993)
Su (Ppm) ¢ (ppm)
1 4,97 (dl, J=12,3Hz) 133,01 4,99 132,8
2 2,15 (m) 24,58 2,20 24,2
2,40 (m) 2,50
3 2,13 (m) 38,65 2,20 38,2
2,11 (m) 2,50
4 - 127,69 - 126,9
5 4,73 (dd, J=11,4 e 2,8Hz) 126,25 4,71 125,6
6 2,81 (m) 26,69 2,86 29,30
2,90 (m) 2,86
7 - 129,77 - 129,50
8 - 206,63 - 207,90
9 2,88 (m) 56,26 2,95 56,00
3,39 (d, J=10,4Hz) 3,41
10 - 135,37 - 135,10
11 - 138,01 - 137,50
12 1,78(s) 19,36 1,78 19,90
13 1,72 (s) 22,37 1,73 22,30
14 1,61 (s) 15,68 1,63 16,80
15 1,41(s) 15,67 1,44 15,60

m= multipleto; s= simpleto; d = dupleto; dd =duplo dupleto; dl = dupleto largo;
J- constante de acoplamento
Os assinalamentos dos sinais dos hidrogénios vinilicos H-5 (34 4,73 ppm) que
acoplam, com um J= 11,4 e 2,8 Hz, com os dois H-6 e do H-1 (&4 4,97 ppm) acoplando,
com um J= 12,3 Hz, com o H-2a e com H-23 (J ndo calculado) foram confirmadas pela
analise dos espectros de *Hx'H-COSY (Figuras 38 e 39)
Adicionalmente, com base no experimento HMBC foram confirmados os sinais para
os carbonos quaternérios: C-4 (8¢ 127,69 ppm) que apresenta interagdes (*J) com os dois H-
6 e H-2 (84 2,40 ppm), do C-7 (8¢ 129,77 ppm) (3J) e C-11 (8¢ 138,01 ppm) (*J) com os
hidrogénios das metilas 12 e 13 e que estdo em acordo com os dados da literatura (Figura 40

e 41).
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Os dados de RMN de *H e 3C do curzereno 2 estio listados na Tabela 10.

)

Tabela 10: Dados de RMN *H e 3C do curzereno 2 (CDCls) comparados com os dados da literatura
(YANG et al, 2011).

SUBSTANCIA (2) Curzereno (CDCl,)
Sn (ppm) Sc (ppm) (YANG et al, 2011)
8 (PPM) 3¢ (pPm)

1 5,87 (dd, J=17,5; 10,8Hz) 147,27 5,89 147,10
2 4,99 (dd, J=17,5; 1,1Hz) 111,10 5,02 110,90

4,97 (dd, J=10,8; 1,1Hz) 4,98
3 4,86 (d, J=1,6 Hz) 38,65 4,88 38,20

4,75 (d, J=1,6 Hz) 4,77
4 - 147,51 - 147,20
5  229(t, J=6,8Hz) 50,08 2,31 50,00
6 2,41 (dd, J=6,8; 1,6 Hz, 2H) 24,35 2,43 24,20
7 - 116,67 - 116,50
8 - 149,00 - 149,50
9  2,67(d, J=62Hz) 36,24 2,69 36,10

2,36 (d, J=6,2 Hz)
10 - 40,25 - 40,10
11 - 119,14 - 119,30
12 7,05(s) 137,42 7,07 137,20
13 1,92 (d, J=1,2 Hz) 8,25 1,94 8,10
14 1,74 (s) 24,62 1,76 24,40
15 1,06 (s) 19,58 1,08 19,50

m= multipleto; s=simpleto; d = dupleto; dd =duplodupleto; t= tripleto; J- constante de acoplamento

As analises dos experimentos de RMN uni- e bidimensionais confirmaram o0s
seguintes elementos estruturais: um grupo vinila, com &y 5,87 ppm (H-1), 4,99 e 4,97 ppm
(2H-2), ligado ao carbono quaternario C-10; um grupo isopropenila, com &y 1,06, 4,75 e
4,86 ppm, ligado ao C-5. O anel furano trissubstituido em o com o C-8 (6¢c 149 ppm), em
B pelo C-7 (8¢ 111,64 ppm) e em B pela Me-13, que apresenta uma interacdo, com J=1,2 Hz
com o H-12 (84 7,05 ppm) em o (Figuras 42-45).
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Na tabela 11 estdo apresentados os dados de RMN de *H e *3C do furanodieno 3.

(3)

Tabela 11: Dados de RMN 'H e *C do furanodieno 3 (acetona-ds) comparados com dados da
literatura (DEKEBO et al, 2001).

SUBSTANCIA (3) Furanodieno (CDCls)
Sn (ppm) Sc (ppm) (DEKEBO et al, 2001)

Su(ppm)  Sc(ppm)

4,98 (dd, J=10; 6,2Hz) 129,85 4,94 129,40

2 2,13 (m) 27,37 2,13 27,20
3 2,22 (m) 40,01 2,24 38,20

1,78 (m) 1,59
4 - 134,78 - 134,70
5 4,74 (dd,J=10,5;2,8Hz) 128,39 4,74 127,90
6 3,07 (m) 24,85 3,08 24,70
7 - 119,61 - 119,30
8 - 150,13 - 150,10
9 3,42 (m) 41,49 3,54 41,30
3,43

10 - 129,39 - 129,30
11 - 122,57 - 122,30
12 7,14 (s) 136,95 7,07 136,40
13 1,90, J=1,2Hz) 8,89 1,92 9,30
14 1,57 (s) 16,55 1,60 16,80
15 1,26 () 16,38 1,27 16,60

m= multipleto; s= simpleto; d = dupleto; dd =duplo dupleto; J- constante de acoplamento

O furanodieno (3) exibiu espectro de RMN *H (Figura 46) apresentando os sinais das
3 metilas vinilicas (Me-15, Me-14 e Me-13) em 1,26, 1,57 e 1,90 ppm respectivamente. O
sinal dos hidrogénios da Me-13, se apresenta como um dupleto de J=1,2 Hz referente ao
acoplamento com o H-12 (84 7,14, sl), confirmado na anlise do RMN *H,"H COSY (Figura
47). Os acoplamentos exibidos entre os hidrogénios das Me-14 e Me-15 com os hidrogénios
vinilicos H-1 (On 4,98 ppm) e H-5 (dn 4,74 ppm), respectivamente, demonstram a presenca
de duplas trissubstituidas (HMBC, Figura 48), que, como observado no espectro de DEPTQ,

apresentam deslocamentos quimicos de carbono em 129,85 (C-1) e 129,39 ppm (C-10) e em
134,78 (C-4) e 128,39 ppm (C-5) (Figura 49).
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5.5. Atividade larvicida

Os ensaios bioldgicos realizados com o0s dleos essenciais das espécies em estudo
demonstram que apds 24 horas de exposicdo em diferentes concentracbes dos dleos a
mortalidade larval de Aedes aegypti L. atingiu a faixa de 100% (Figura 50), sendo que as
concentracdes mais eficientes foram 0,24 pg/ul, 0,30 pg/uL, 0,30 ug/uL, 0,26 pg/uL e 0,25
ug/uL para E.uniflora (Pitanga), E.brasiliensis (Grumixama), P.cattleianum (Aracga), P.
guajava (Goiaba) e S.cumini (Jameldo), respectivamente, quando comparadas as demais
concentracdes e controles. A analise dos graficos também revelou que o aumento da
mortalidade larval foi proporcional ao aumento das concentraces dos 0leos, com excecédo
ao Oleo de goiaba, onde essa relagdo se tornou significativamente proporcional com
concentracdes a partir de 0,10 pg/pL. Nenhuma mortalidade foi observada nos grupos

controles (Agua e DMSO 2%) apds o periodo de 24 horas de teste (dados ndo mostrados).
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Figura 50. Graficos da atividade larvicida do 6leo essencial das espécies de Myrtaceae frente as
larvas do Aedes aegypti.
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A CLso de cada 6leo essencial foi calculada com base nas taxas de mortalidade
obtidas em diferentes concentraces no periodo de 24 h (Tabela 12).

Tabela 12: Valores das concentragdes letais dos 6leos essenciais em 24 h.

OE avaliados CLso (mg/L)
Eugenia uniflora 140
Eugenia brasiliensis 100
Psidium cattleianum 200
Psidium guajava 220
Syzygium cumini 150

Nos estudos de Lima e colaboradores (2011), o dleo essencial de folhas de P.
guajava exibiu uma significante atividade larvicida, apresentando uma CLs de 27,7 mg/L,
enquanto que no presente estudo, o 6leo desta espécie apresentou atividade larvicida inferior
(CLso = 220 mg/L), sendo o 0Oleo essencial de E.brasiliensis aquele que apresentou o maior
efeito contra as larvas (CLsp = 100 mg/L). O 6leo essencial da P.guajava apresentou uma
composicdo quimica rica em sesquiterpenos com 33,2% de o-humuleno, 25,83% de -
cariofileno, 12,08% de a-selineno e 11,71% de [B-selineno, enquanto o 6leo essencial
avaliado por Lima e colaboradores (2011) se apresentou rico no monoterpeno oxigenado
1,8-cineol, sequido de 25,6% de B-cariofileno (48,8%), dentre os 82,3% dos compostos
identificados. Estes dados divergem dos avaliados por Santos e colaboradores (2011) que
relatam que a presenca de heterodtomos na estrutura basica de hidrocarbonetos diminui a
poténcia larvicida.

Segundo DIAS & MORAES (2014), como ainda ndo ha um padréo estabelecido pela
Organizacdo Mundial da Satde (OMS) para se determinar a atividade larvicida de produtos
naturais, diversos autores desenvolvem seus proprios critérios para caracterizar o potencial
larvicida de um determinado produto. Neste sentido, os dados aqui apresentados foram
correlacionados como os critérios estabelecidos por Komalamisra e colaboradores (2005)
gue consideraram como produtos ativos, aqueles que apresentaram uma CLsy <50 mg/L,
moderadamente ativos com 50 mg/L < CLsg < 100 mg/L, eficazes para 100 mg/L < CLsg <
750 mg/L, e inativos aqueles com CLsg > 750 mg/L.

Assim, todos os 0Oleos essenciais apresentados no presente estudo se mostraram
eficazes quanto a atividade larvicida contra A. aegypti. No entanto, sdo necessarias pesquisas
complementares, utilizando inseticidas sintéticos como padrdo positivo para se estabelecer
critérios para caracterizar o potencial larvicida dos 6leos essenciais dentro deste modelo de
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bioensaios. Ainda assim, esses dados reforcam a importancia do uso de produtos vegetais
como fontes de novas substancias bioativas e, mostram a importancia de ensaios

preliminares como uma sinalizagdo de potencialidades biol6gicas.

5.6. Atividade Antioxidante dos 6leos essenciais

e Tolerancia Celular

Para andlise da tolerancia celular, foram expostas células de S. cerevisiae, crescidas até
a 12 fase do crescimento em YPD 2% nas concentracdes de 10 e 100 pug/mL dos éleos
essenciais de E.uniflora (Pitanga), E.brasiliensis (Grumixama), P.cattleianum (Araca),

P. guajava (Goiaba), S.cumini (Jamelédo) e S. malaccense (Jambo) (Figura 51).
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Figura 51. Tolerancia celular da cepa de S. cerevisiae BY4741 apds a exposicdo aos 6leos essenciais
das espécies de Myrtaceae, nas concentracbes de 10 pug/mL () e 100 ug/mL (b). Os resultados
representam a média e desvio padrdo (x) do numero de coldnias transformado e porcentagem de
sobrevivéncia em 1,2 e 24 h, de no minimo 3 experimentos independentes. (*) indica diferenca
significativa (p < 0.05) quando comparado ao controle.

Os resultados demonstraram que as concentracdes de 0leos essenciais e 0 DMSO néo
causaram toxidez as células de levedura, ndo havendo inclusive diferenga significativa entre
as duas concentracdes avaliadas. Apesar das diferencas significativas encontradas entre 0s
6leos de S. cumini para 10 ug/mL, e E. brasiliensis e P. guajava para 100 ug/mL, observou-se
pelos resultados que, nestes casos, a tolerancia foi moderada, e que no geral indicam que a

inibigdo provocada pelas concentragdes utilizadas destes 6leos essenciais foi branda.
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e Estresse Oxidativo e Viabilidade Celular

Apos verificar que as concentracdes de 10 e 100 ug/mL dos 6leos ndo foram tdxicas
para as células de levedura, partiu-se para analise dos potenciais antioxidantes dos 6leos
essenciais, a partir dos ensaios de viabilidade celular e disfuncdo mitocondrial. Para anélise
da capacidade antioxidante dos 6leos essenciais, células de Saccharomyces cerevisiae foram
tratadas com o agente oxidante perdxido de hidrogénio (0,5 mM) apds a incubacdo com
amostras dos 0leos.

Na avaliacdo da capacidade das células de formarem colénias (viabilidade celular),
observou-se que nenhum dos 6leos testados apresentou um efetivo potencial de protecdo das

células contra o dano oxidativo causado pelo peroxido de hidrogénio (Figura 52).
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Figura 52. Avaliacdo da atividade antioxidante dos 6leos essenciais frente o estresse oxidativo
causado pelo H,O,. (*) indica diferenca significativa (p < 0.05) quando comparado ao controle.

N&o houve diferenca significativa entre os dados de UFC (unidade formadora de
colénia) dos Oleos essenciais de P. guajava, S. cumini, E. brasiliensis e E. uniflora com
aqueles obtidos para as células tratadas com o H,0O,, indicando que estes 6leos nédo
mostraram atividade antioxidante frente aos danos oxidativos causados pelo H,O, no
método testado. J& os Gleos essenciais do P. catleianum e S. malaccence apresentaram um

potencial antioxidante moderado.
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e Disfuncdo Mitocondrial

O uso de levedura tem a vantagem que o dano mitocondrial pode ser facilmente
avaliado através da deteccdo de células petite entre as células sobreviventes. A andlise de
disfungdo mitocondrial teve por objetivo determinar a capacidade das células de
desenvolverem normalmente as mitocondrias quando crescidas em meio contendo glicerol
como fonte de energia. Neste meio as celulas que ndo conseguiram desenvolver suas
mitocondrias, devido a um dano mitocondrial, tornaram-se incapazes de formar colonia.

Os 6leos essenciais de P. guajava, S. cumini, E. brasiliensis e E. uniflora mostraram-
se altamente efetivos na protegdo contra danos mitocondriais nas células de S. cerevisiae
(Figura 53). Embora apresentando uma protecdo moderada frente aos danos oxidativos
provocados pelo H,O,, os dleos do P. catleianum e S. malaccence apresentaram niveis
consideraveis de disfuncdo mitocondrial, cerca de 18% e 12%, respectivamente, quando
comparados ao nivel do H,0, (24%)
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Figura 53. Desempenho dos 6leos essenciais de Myrtaceae nos niveis de disfuncdo mitocondrial de
células de S. cerevisiae calculados a partir dos resultados de viabilidade celular obtidos nos meios
YPD e YPGly.

e Oxidacdo de lipideos (peroxidacdo lipidica) pelo método de substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico (TBARS)

Os valores de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), expressos pmol de
malonaldeido (MDA) por mg de células, para o 6leo essencial de E. uniflora (O.E.Pitanga)
e do furanodieno estdo apresentados na Figura 54.
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Figura 54. Avaliacdo da peroxidacdo lipidica (TBARS) (pmolMDA/mg de células) em células de S.
cerevisiae expostas ao H,0,, e células expostas ao H,O, ap0s pré-incubacdo com 6leo essencial de E.
uniflora (O.E.Pitanga) e seu isolado furanodieno.

Nas condi¢des experimentais aplicadas, avaliando-se os dados obtidos com as células
adicionadas de H,0,, verificou-se um aumento nos niveis de peroxidacdo lipidica em
comparacdo ao controle. Entretanto, o Oleo essencial de E. uniflora e o furanodieno,
revelaram-se potenciais agentes antioxidantes, promovendo uma protecdo significativa (p <
0,001) quando comparado ao controle.

Na literatura existe um numero limitado de publicacfes relacionada a bioatividade de
constituintes isolados de dleos essenciais, bem como estudos sobre compostos bioativos do
6leo essencial das folhas de E. uniflora ndo estdo disponiveis. Pesquisa realizada na
literatura revelou que o furanodieno, isolado da fracdo hexanica de folhas de Curcuma longa
apresentou fraca atividade antioxidante frente ao ensaio de inibicdo da peroxidacédo lipidica
(LIU & NAIR, 2012). No entanto, é sabido que a bioatividade dos 0leos essenciais ndo pode
ser atribuida somente aos seus principais constituintes, uma vez que 0S componentes
minoritarios sdo capazes também de desempenhar um papel significativo na atividade

observada, além dos efeitos sinérgicos que podem estar atuando (VICTORIA et al, 2012).

5.7. Atividade tripanocida

e Auvaliacdo da citotoxicidade:
Os resultados da viabilidade das celulas mononucleares totais de sangue periférico estdo
representados na Figura 55. Os resultados sugerem que, nas condicOes testadas, 0s 6leos

essenciais de E. uniflora , E. brasiliensis L. e P. cattleianum mantém a viabilidade das
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células ao longo do tempo e que em concentracfes adequadas podem ser utilizadas nos

estudos desejados.
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Figura 55. Avaliacdo da citotoxicidade de 6leos essenciais de P.cattleianum (aracd), E.
uniflora (pitanga) e E. brasiliensis (grumixama) em células totais de sangue periférico
humano. Resultado representado em densidade dptica (A) e em porcentagem de células
vivas (B). Resultado representativo de 6 experimentos independentes realizados em

triplicata.

e Agdo tripanocida

Com o objetivo de avaliar a potencial atividade dos éleos essenciais das espécies de
Myrtaceae selecionadas e do furanodieno frente ao parasito do T. cruzi, formas
epimastigotas foram incubadas na presenca de concentracdes estabelecida para estes

compostos. A mortalidade dos parasitos em cultura foi determinada através da contagem

apos sete dias de incubacéo.
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Os resultados do desempenho dos trés 6leos essenciais testados em comparacao a

acdo do farmaco benzonidazol, estdo apresentados na Figura 56.
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Figura 56. Avaliacdo da atividade tripanocida dos 6leos essenciais comparada ao potencial do
benzonidazol (BZND)

Os resultados demonstraram que 6leo essencial de E. uniflora foi mais ativo quando
comparado aos Oleos das outras duas espécies. No entanto, nenhum dos trés dleos
apresentaram desempenho comparavel ao farmaco benzonidazol.

Como o resultado obtido com 6leo de E. uniflora foi o mais satisfatorio, e o
furanodieno havia sido isolado em quantidade satisfatoria, esta substancia foi entdo avaliada.
Os resultados, apresentados na Tabela 13, mostram que as concentragdes variando de 30 a
200 pg/mL apresentaram atividade significativa em relagdo ao controle, evidenciado pelo
carater descendente do grafico (Figura 57). A concentracdo de 200 ug/mL foi a que se
mostrou mais fortemente ativa, diminuindo em torno de 99% o numero de parasitos
presentes no meio. Pouca diferenca significativa na quantidade de parasitos pode ser

observada na menor concentragdo testada (3 ug/mL), com apenas 7% de atividade. A anéalise

dos dados obtidos com o furanodieno forneceu uma Clso de 39,2 pg/mL.
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Tabela 13: Formas epimastigotas presentes no meio apés 7 dias de incubag¢do com furanodieno em 6

concentragoes.
Epimastigotas  Atividade
(x 10¢/mL)"” (%)
Controle 21,87+3,37
DMSO 20,58+2,32 5,9
3pg/mL  18,67+0,38 7,0
30 pg/mL  10,33%0,52 52,8
60 ug/mL  4,58+0,63 79,0
90 ug/mL  1,33+0,38 93,9
150 pg/mL 0,50 97,7
200 pg/mL 0,25 98,9

(*) resultados expressos como média das repeticoes

301
=
£
E
5,20-
1]
8
o
=
% 10- H
©
=
= I.-.I
LLl
0 T T T T T T ? L]
2 .0 % N O O O O
éo\®o3 > o P
s °

ug/mL
Figura 57. Formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi (2,5 x 10°/mL) de culturas tratadas
com furanodieno em 6 concentragdes.

H& vaérios relatados na literatura que demonstraram que furanodieno possui
propriedades diversificadas como analgésico, hepatoprotetor, anti-inflamatéria, antitumorais
e antiangiogénicas (DOLARA et al, 1996; MATSUDA et al., 1998; MAKABE et al., 2006;
XIAO et al., 2007; ZHONG et al., 2012), mas ndo ha relatos quanto a atividade tripanocida
deste sesquiterpeno. Estes dados podem sugerir que o furanodieno, isolado do 6leo de E.
uniflora, seja um dos elementos responsaveis pela atividade antiepimastigota do Oleo
essencial desta espécie.

Estes resultados indicam que a E. uniflora seria uma fonte de potenciais substancias,
que representam uma alternativa interessante para combater doengas infecciosas como a
doenca de Chagas. O uso do 6leo essencial desta planta pode representar uma fonte

promissora para 0 desenvolvimento de terapias, principalmente em funcdo da baixa
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toxicidade in vitro, como foi observado nos experimentos realizados e como ja descrito na
literatura (XIAO et al., 2007; ZHONG et al., 2012).

Apesar da necessidade de estudos futuros para melhor elucidacdo do mecanismo de
acdo do furanodieno, os resultados obtidos neste trabalho sugerem fortemente o furanodieno

como potencial agente tripanocida.

5.8. Atividade antifungica

Com relagdo ao crescimento micelial de Fusarium oxysporum submetido a
tratamento com OGleos essenciais e fungicida comercial, ndo se verificou diferenca
significativa entre os controles negativos (somente BDA e BDA+DMSO), ap06s 72 horas de
incubacdo (Tabela 14 e Figura 58). Nao foi observado crescimento micelial no tratamento

com o fungicida comercial Folicur (100% de inibigao).

Tabela 14: Area e inibicio do crescimento micelial de Fusarium oxysporum submetido a tratamento
com Gleo essencial de 5 espécies de Myrtaceae

Tratamento Crescimento (cm?)  Inibicéo (%)
Controle (BDA) 12,34 a -
Controle (BDA+DMSO) 11,41 a -
Controle (Folicur) 0 e 1000
E. uniflora (Pitanga) 382 d 66,5
P. guajava (Goiaba) 10,00 ab 123 ™
E. brasiliensis (Grumixama) 319 d 720 77
S. cumini (Jamel&o) 392 d 656
P. cattleianum (Arac4) 7,61 bc 334

Letras iguais entra as linhas, resultado ndo significativo (Tukey 5%). Em relacdo aos respectivos
controles: ndo significativo (ns), significativo a 5% e 0,1%".

Apesar de ndo ter sido observado inibicdo significativa no tratamento com o 0leo
essencial de P. guajava, os demais Oleos essenciais promoveram inibicdo do crescimento
micelial de F. oxysporum. O tratamento com Gleo essencial de P. cattleianum promoveu
menor agdo inibitdria sobre o crescimento micelial do fungo (33,4% de inibi¢do). Os valores
de inibicdo verificados nos tratamentos com o0s Oleos essenciais de E. uniflora, E.

brasiliensis, S. cumini foram respectivamente de 66,5; 72,0 e 65,6%.
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Figura 58. Area e inibicdo do crescimento micelial de Fusarium oxysporum submetido a tratamento
com Gleo essencial de 5 espécies de Myrtaceae. Letras iguais entre as linhas, resultado ndo
significativo (Tukey 5%%* e 0,1%***).

Embora constem varios relatos na literatura indicando que os dleos essenciais de
espécies de Myrtaceae possuem algum grau de atividade antimicrobiana frente aos mais
variados microrganismos, até 0 momento, apenas para as espécies E. uniflora e S. cumini séo
encontrados relatos sobre a avaliacdo do potencial antifingico frente ao fitopatdgenos do
género Fusarium, em especial ao F. oxysporum (BRUN & MOSSI; 2010; COSTA et al,
2010; LAGO et al, 2011; VITORIA et al, 2012). Contrariando o resultado aqui obtido,
Souza e colaboradores (2005) relataram que o déleo essencial de E. uniflora ndo apresentou
inibicdo para nenhum dos fungos testados, incluindo Fusarium spp.

Para a espécie E. brasiliensis, Magina e colaboradores (2009) demonstram que 0
6leo essencial extraido das suas folhas apresentou potencial atividade microbiana frente a
um conjunto de bactérias, enquanto que Siebert e colaboradores (2015) demonstram que a
atividade antimicrobiana do 0leo essencial parece variar de acordo com a estacdo do ano em
que foi realizada a extracdo do Oleo. Ndo foram encontrados relatos da avaliacdo da
atividade antifingica desta espécie.

Apel e colaboradores (2006) verificaram atividade antifingica para o 6leo essencial
de P. cattleianum, posteriormente testado em outros trabalhos, onde também foi
demonstrado o seu potencial (CASTRO et al, 2015; SCUR et al, 2016). Soliman e
colaboradores (2016) verificaram atividade antimicrobiana para o 6leo essencial de P.
cattleianum e P. guajava, porém menos acentuada no controle de fungos. Uma atividade

antifungica dose-dependente foi relatada por Souza Junior e colaboradores (2009), enquanto
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Joseph e colaboradores (2010) relataram que o 6leo essencial de P. guajava apresentou
atividade bactericida, porém a atividade antifungica foi nula.

Os resultados obtidos aqui para o 6leo essencial de S. cumini estdo de acordo com 0s
reportados por Badawy & Abdelgaleil (2014) e Siddique e colaboradores (2015), nos quais
constam que o 6leo essencial desta espécie apresentou atividade antifungica contra todas as
cepas testadas, inclusive o Fusarium oxysporum.

Lawal e colaboradores (2014) também verificaram ampla atividade antimicrobiana
do dleo essencial de S. malaccense contra fungos e bacteérias.

Em relacdo aos possiveis mecanismos de acdo através dos quais o crescimento
micelial pode ser reduzido ou totalmente inibido, Lucini e colaboradores (2006) indicaram
que a inibicdo do crescimento micelial é causada por monoterpenos presentes em 0leos
essenciais. No entanto, no presente trabalho, tanto o dleo essencial S. cumini (jameldo), rico
em monoterpenos (62,71%), quanto o Oleo essencial de E. brasiliensis (grumixama)
formado principalmente por sesquiterpenos (85,72%), apresentaram percentual de inibicdo
préximos, sugerindo a acdo especifica de componentes dos éleos essenciais, bem como
possivel acdo sinérgica (CAROVIC-STANKO et al, 2010).

A atividade inibitéria também tem relacdo com a caracteristica lipofilica dos 6leos
essenciais que permite uma interacdo das substancias presentes com as membranas celulares,
provocando alteracdes nas funcbes, aumentando a sua permeabilidade e induzindo ao
extravasamento de constituintes intracelulares vitais, bem como afetando a respiracéo
celular e outros sistemas enzimaticos (BAKKALI et al, 2008, BADAWY &
ABDELGALEIL, 2014; MAIA et al, 2015).

No que concerne a pesquisa quimica de alguns representantes da familia Myrtaceae
atrelado ou néo a testes de atividade bioldgicas, e mais precisamente, aos estudos dos 0leos
essenciais produzidos pelas espécies aqui avaliadas, a caréncia de trabalhos publicados

revela que ainda h& muito a ser investigado.
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6. CONCLUSOES

Para o Gleo essencial extraido de E. uniflora a analise multivariada aplicada aos
resultados de CG-EM foi satisfatoria para discriminar as diferencas na composicdo quimica
destes leos em funcédo da idade das folhas.

O furanodieno (3) foi isolado do oleo essencial das folhas jovens, embora néo tenha
sido observado na analise cromatogréfica convencional (CG-DIC), sugerindo assim, que
tenha ocorrido a sua conversao completa em curzereno (2) atraves do rearranjo térmico.

As analises de ACP e AAH aplicadas aos resultados de CG-EM dos 6leos essenciais
extraidos das folhas das seis espécies de Myrtaceae estudadas no presente trabalho permitiu
discriminar trés agrupamentos distintos, de acordo com a similaridade da composic¢do de
constituintes volateis para cada espécie. Especificamente, para o OE de P. guajava e P.
cattleianum, os constituintes pB-cariofileno e o-humuleno foram considerados 0s
biomarcadores do género Psidium.

As analises por CLAE-DAD e RMN demonstraram que a Cromatografia de
Adsorcdo em gel de silica, em coluna flash (CC) foi uma metodologia adequada para o
isolamento do curzereno, furanodieno e a germacrona do 6leo essencial de E. uniflora,
confirmando que n&do ocorreu rearranjo térmico para furanodieno e a germacrona.

Nos resultados obtidos dos ensaios bioldgicos, pode-se concluir que embora todos os
6leos essenciais estudados tenham se mostrado eficazes quanto a atividade larvicida contra
A. aegypti, ainda sdo necessarias pesquisas complementares, utilizando inseticidas sintéticos
como modelos para se estabelecer critérios para caracterizar o potencial larvicida dos 6leos
essenciais dentro deste bioensaios. Ainda assim, os resultados reforcam a importancia de
produtos vegetais como fonte de novas substancias bioativas e mostram a importéncia de
bioensaios preliminares como uma sinaliza¢éo de potencialidades bioldgicas.

A avaliacdo do estresse oxidativo sob S. cerevisiae demonstrou que 0s 0leos
essenciais, nas condicOes realizadas, ndo apresentaram potencial antioxidante. No entanto,
no ensaio de inibicdo da peroxidacdo lipidica, pelo método TBARS, o 6leo essencial de E.
uniflora e seu isolado furanodieno indicaram uma significativa atividade antioxidante. Estes
resultados demonstram a importancia do uso de uma gama de ensaios no processo de
triagem antes de se atribuir bioatividade a um material vegetal, minimizando assim

resultados duvidosos, além de possibilitar evidéncias referentes ao mecanismo de acéo.

99



A pitangueira (Eugenia uniflora) pode ser considerada uma fonte de potenciais
substancias que representam uma alternativa interessante no combate as doencas
parasitarias, como a doenca de Chagas. Esta planta parece ser promissora no
desenvolvimento de terapias, principalmente em funcéo da baixa toxicidade in vitro, como
observado nos experimentos realizados.

Os resultados com furanodieno sugerem fortemente que esta substancia possa ser um
potencial agente antiparasitario, apesar da necessidade de estudos futuros para melhor
compreensdo de seu mecanismo de acao.

Os ensaios realizados com o fungo Fusarium oxysporum revelaram que 0s 0leos
essenciais das espécies estudadas no presente trabalho apresentam discreta atividade
fungicida. Estes resultados sugerem o uso de 6leo essencial dessas espécies como uma
alternativa interessante no controle de fitopatdgenos, embora outros ensaios devam ser
realizados, testando-se novas concentracfes sobre o crescimento micelial do F. oxysporum,
para se estabelecer a concentracdo inibitdria segura dos 6leos estudados.

Nota-se que apesar da significativa representatividade de géneros e espécies da
familia Myrtaceae, a quantidade de estudos envolvendo os individuos deste grupo, bem
como, os 6leos essenciais por eles produzidos e a potencial utilizacdo bioldgica e ecoldgica,

sdo ainda incipientes nos dias atuais.
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