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RESUMO

O género Eugenia (Myrtacaeae) compreende mais de 500 espécies distribuidas na regido
neotropical, ocorrendo nos principais biomas brasileiros, destacando se 0 Amaz6nia, no qual se
encontra a Reserva Florestal Adolpho Ducke (RFAD), em Manaus (AM) uma amostra
representativa da floresta amazénica de terra firme, onde foram identificadas 28 espécies de
Eugenia. A quimica desse género revela uma composicdo rica em flavonoides/glicosideos,
taninos  hidrolisaveis, cumarinas, antocianinas, monoterpenos/sesquiterpenos e
triterpenos/esteroides. Contudo, os estudos quimicos e biolégicos de Eugenia spp. ocorrentes
no bioma Amazonia ainda sdo escassos. Neste contexto, esse trabalho visou a caracterizagédo
guimica e avaliacao das atividades biolégicas dos dleos essenciais das folhas de sete espécies
de Eugenia (Eugenia magna., E. ramosii, E. feijoi , E. lisbonii, E. pseudopsidium, E. marleneae
e E. adenocalyx, obtidos por hidrodestilacdo e analisados por cromatografia gasosa com
detectores de ionizacéo por chama (DIC) e massas (EM). As sete espécies foram comparadas
para determinar a similaridade através da Analise das Componentes Principais e Analise
Hierarquica de Cluster. Os 6leos essenciais foram submetidos a ensaios bactericidas pelo
método de difusdo em disco Agar contendo os microrganismos Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Burkholderia cepacia, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis e
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina. Os resultados para os 6leos essenciais desses
ensaios revelaram atividade antimicrobiana tanto para bactérias Gram-positivas quanto para
Gram-negativas. Além disso, avaliou-se a susceptibilidade de linhagens de células tumorais de
mama humano (MCF-7), c6lon humano (HCT-116), melanoma humano (SKMEL-19), ovario
humano (ES-2), adenocarcinoma gastrico (ACP02 ) e uma linhagem normal MRC-5 (fibroblasto
humano) frente aos 6leos essenciais empregando o teste Alamar-blue. Todas as amostras
apresentaram atividade citotoxica em células normais (MRC-5, Cls, entre 33,21-38,38 ug.mL-1)
e linhagens tumorais (MCF-7 e HCT-116, ES-2, ACP02, Clsg < 30 pg/mL. A composicao
guimica desses 0Oleos essenciais apresentou predominancia de compostos sesquiterpénicos,
sendo oxido de cariofileno para Eugenia magna, E. ramosii, B-elemeno para um espécie de E.
feijoi, E- cariofileno para E. lisbonii, E. pseudopsidium, E. marleneae e E. adenocalyx. Os
constituintes quimicos comuns em todos Oleos essenciais foram a-copaeno, B-elemeno, E-
cariofileno, a-humuleno, allo aromadendreno, B-bisaboleno, éxido de cariofileno e éxido de
humuleno II.

Palavras chave: Myrtaceae, Eugenia, o6leos essenciais, Cromatografia Gasosa,
Quimiometria, citotoxicidade.
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Abstract

The genus Eugenia (Myrtacaeae) has more than 500 species distributed in the Neotropics,
occurring in the main Brazilian biomes, especially in the Amazon, in which the Forest Reserve
Adolpho Ducke (RFAD) in Manaus a representative sample of Amazonian terra firme forest
where has identified 28 species of Eugenia. The chemistry of the genus reveals a composition
rich in flavonoids / glycosides, hydrolyzable tannins, coumarins, anthocyanins, monoterpenes /
sesquiterpenes and triterpenes / steroids. However, chemical and biological studies of Eugenia
spp. occurring in the Amazon biome are still scarce. In this context, this work aimed to chemical
characterization and biological activity of essential oils from leaves of seven species of Eugenia
magna, E. ramosii, E. feijoi, E. lisbonii, E. pseudopsidium, E. marleneae e E.adenocalyx,
obtained by hydrodistillation and analyzed by gas chromatography with ionization detectors in
flames (GC-FID) and mass spectrometer (GC-MS). The seven species were compared to
determine the similarity and difference between their volatile chemical compositions by PCA
and HCA. Essential oils have been tested bactericides by Agar disk diffusion method containing
microorganisms: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Burkholderia cepacia, Streptococcus
pneumoniae, Enterococcus faecalis and Staphylococcus aureus resistant to methicillin. The
results for the essential oils of these tests showed antimicrobial activity for both Gram-positive
bacteria as Gram-negative. In addition, we evaluated the susceptibility of strains of human
breast tumor cells (MCF-7), human colon (HCT116), human melanoma (SKMEL-19), human
ovarian (ES-2), adenocarcinoma (ACP02) and Normal MRC-5 (human fibroblast) compared to
essential oils employing Alamar-blue test. All samples exhibit cytotoxic activity in normal cells
(MRC-5, IC50 between 33.21 to 38.38 ug.mL™) and tumor cell lines (MCF-7 and HCT-116, ES-
2, ACP02, IC50 < 30ug.mL™ concentration value set by the National Cancer Institute. The
chemical composition of the essential oils showed predominance of sesquiterpene compounds,
the components with higher levels were caryophyllene oxide for Eugenia magna, E. ramosii, -
elemene to E. feijoi, E-caryophyllene for E. lisbonii, E. pseudopsidium, E. marleneae and E.
adenocalyx. Common chemical constituents of essential oils were all a-copaene, 3-elemene, E-
caryophyllene, a-humulene, allo aromadendrene, [-bisabolene, caryophyllene oxide and
humulene Il oxide.

Keywords: Myrtaceae, Eugenia, essential oils, gas chromatography, Chemometrics.
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1. INTRODUCAO

Brasil existe aproximadamente 55.000 espécies de plantas (22% no total
mundial) produtoras de madeiras, celulose, fibras, alimentos, dleos vegetais e 6leos
essenciais, entre outros produtos naturais. Os principais biomas ocorrentes no Brasil
como Amazobnia, Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal possuem
espécies vegetais caracteristicas que se adaptam as condi¢cdes ambientais onde séo
ocorrentes. Toda essa diversidade representa um dos maiores tesouros brasileiros,
do qual o ser humano faz uso como fonte de alimentacdo, vestuéario, habitacéo,
medicinal e etc. (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2012).

Dentre os biomas brasileiros, destaca se a AmazoOnia, com uma area de
aproximadamente 7,5 milhdes de km?® Seu relevo é um dos fatores principais que
determinam o tipo de vegetacéo ocorrente neste, dividida em dois grupos principais:
a vegetacao de terra firme e a vegetacdo que sofre inundacéo (Varzea, Restinga e
Igapd) (RIBEIRO et al, 1999). A Amazoénia legal, uma area que engloba os estados
brasileiros do Acre, Amapa, Amazonas, Para, Rondbnia, Roraima e Tocantins, e
parte dos Estados do Maranhdo e Mato Grosso, apresenta aproximadamente cinco
milhdes de km? e estima-se a ocorréncia de 30.000 espécies de plantas, sendo um
terco medicinal e/ou aromatica. Desta parte, cerca de 70% das espécies sdo usadas
como medicamentos pela populagéo local, entre outras formas de utilizacdo (STASI;
HIRAUMA-LIMA, 2002).

A caracteristica peculiar da floresta amazbnica é sua elevada diversidade
biolégica (uma das regibes de maior biodiversidade do mundo). No entanto muitas
espécies nativas da flora ainda sdo pouco conhecidas. Ha relatos de que

aproximadamente vinte espécies sdo utilizadas mundialmente em forma de madeira
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e algumas sédo apreciadas como alimento e/ou medicamento (RIBEIRO et al., 1999).
Acredita-se que 8% das espécies vegetais da flora brasileira foram estudadas em
busca de compostos bioativos e apenas 1.100 espécies vegetais tiveram suas
propriedades medicinais avaliadas (LUPE, 2007).

No perimetro urbano da cidade de Manaus, capital do Amazonas, esta localizada
uma parcela representativa da floresta de terra firme amazonica, a denominada
Reserva Florestal Adolpho Ducke (RFAD). Esta é uma das areas com a flora mais
bem estudada da Amazonia (BRAGA-NETO; MAGNUSSON, 2008) pertencente ao
Instituto Nacional de Pesquisa da Amazobnia (INPA) declarada como Reserva
Biolégica possuindo uma area de 10.000 hectares (RIBEIRO et al., 1999).

Estudos de identificacdo de plantas realizados no ambito do projeto Flora da
Reserva Ducke (1999), em parceria com o Jardim Botanico de Nova York (NYBG) e
0 Museu Emilio Goeldi de Belém (PA), onde um conjunto de pesquisadores e
mateiros liderados por Ribeiro identificaram e ficharam varias espécies pertencentes
a diversas familias (Rubiaceae, Piperaceae, Lecythidaceae, Marantaceae,
Commelinaceae e Myrtaceae entre outras) (RIBEIRO et al.,, 1999). Dentre as
angiospermas identificadas na Reserva Ducke, encontra-se a familia Myrtaceae,
representada por 56 espécies pertencentes a sete géneros: Blepharocalyx,
Myrciaria, Calycolpus, Calyptranthes, Myrcia, Marlierea e Eugenia formado por 28
espécies (RIBEIRO et al., 1999).

As espécies do género Eugenia apresentam um grande potencial terapéutico em
seus Oleos essenciais, bem como diversas propriedades biolégicas, incluindo
atividade antibacteriana, antitumoral, antioxidante, inseticida entre outras (BRUN;

MOSSI, 2010; OGUNWAND et al., 2005; CHAIEB et al., 2007). Eugenia é um dos
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maiores géneros da familia Myrtaceae, e a sua quimica revela uma composicao rica
em flavondides, glicosideos, taninos hidrolizaveis, coumarinas, antocianinas e
terpenoides (STASI; HIRAUMA-LIMA, 2002).

Nos 6leos essenciais de espécies de Eugenia sdo encontrados principalmente
compostos mono- e sesquiterpénicos como a- e R-pineno, a- e [-selineno e E-
cariofileno, comuns ao metabolismo secundario das espécies pertencentes a esse
género (FISCHER et al., 2005; BRUN; MOSSI, 2010).

Os estudos quimicos e biolégicos de Eugenia spp. ocorrentes na amazoénia
ainda sdo escassos. Nesse contexto, este trabalho visou a caracterizacdo dos
constituintes volateis presentes nos oOleos essenciais de folhas de Eugenia spp.
ocorrentes na RFAD, bem como avaliacdo das suas atividades antimicrobianas e

citotoxicas dos mesmos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Caracterizar a composi¢cao quimica e avaliar as atividades antimicrobiana e

citotoxica dos Oleos essenciais obtidos a partir de folhas de sete espécies de

Eugenia ocorrentes na Reserva Florestal Adolpho Ducke em Manaus-AM.

2.2. Especificos

Analisar os perfis cromatograficos e espectrométricos dos 6leos essenciais
das folhas de sete espécies de Eugenia spp.( E. magna, E. ramosii, E. feijoi,
E. lisbonii, E. pseudopsidium, E. marlenae e E. adenocalyx).

Identificar os constituintes quimicos presentes nos oOleos essenciais de
Eugenia spp.;

Comparar a similaridade cromatografica e quimica dos 6leos essenciais de
Eugenia spp.;

Determinar a atividade antibacteriana dos Oleos essenciais de Eugenia spp.
frente aos microrganismos: Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATTCC 700603, Burkholderia cepacia, Streptococcus
pneumoniae ATCC 49619, Enterococcus faecalis ATCC 29212 e
Staphylococcus aureus ATTCC 29213;

Avaliar a citotoxicidade in vitro dos 06leos essenciais de Eugenia spp. frente
linhagens tumorais (HCT116, SKMELL 19, MCF-7, ES-2 e ACP02) e linhagem

normal de fibroblasto humano (MRC-5).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Myrtaceae compreende cerca de trés mil espécies distribuidas na regido
neotropical, e se encontra bem representada em diversas formacdes vegetais
brasileiras. Muitas espécies sdo ricas em Oleos volateis, taninos e séao
frequentemente utilizadas na medicina popular, com destaque para o0 género
Eugenia, um dos maiores da familia. Estudos da composicdo quimica e avaliacdo
biolégica dos volateis sédo realizados a fim de contribuir com o conhecimento
cientifico deste género (ROMAGNOLO; SOUZA, 2006).

3.1. Considerag¢des gerais sobre Myrtaceae

O Brasil apresenta uma grande potencialidade para obtencdo de recursos
vegetais naturais em funcdo da enorme biodiversidade. A flora brasileira é rica em
familias produtoras de 6leos essenciais, das quais destaca a familia Myrtaceae, com
cerca de 76,2% de espécies endémicas (FORZZA et al., 2010) e varias espécies
arométicas (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2012).

Algumas espécies de Myrtaceae fornecem importantes 6leos essenciais e
temperos como Eucalyptus saligna Smit. e Pimenta racemosa Bay, respectivamente.
Os constituintes quimicos das espécies dessa familia incluem compostos volateis
(mono- e sesquiterpenos), além de leucoantocianinas, taninos, acidos fendlicos,
ésteres, flavonoides e algumas saponinas (STASI; HIRAUMA-LIMA, 2002).

Myrtaceae é uma familia de Angiosperma que apresenta duas grandes
subfamilias Myrtoideae e Leptospermoideae (MCVAUGH, 1958). Essa familia é
composta por cerca de 140 géneros, dispersas principalmente nas Américas e na

Oceania (Australia) (Figura 1, p.. 21) (GLOBAL BIODIVERSITY INFORMATION
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FACILITY, 2014). Nos tropicos predomina a subfamilia Myrtoidaea, dois tercos das

espécies (RIBEIRO et al., 1999; STASI; HIRAUMA-LIMA, 2002).

=0

1
Figura 1. Ocorréncia de Myrtaceae
Fonte: GLOBAL BIODIVERSITY INFORMATION FACILITY, 2014

As espécies de Myrtaceae sdo em geral arvores ou arbustos, raramente
subarbustos, e preferencialmente distribuidas entre os tropicos. No Brasil ha acerca
de 1.000 espécies e todos os representantes nativos pertencem a subfamilia
Myrtoideae, a qual é constituida de apenas uma tribo, Myrteae, subdividida em trés
subtribos: Eugeniinae, Myrciinae e Myrtinae (ARAGAO; CONCEICAO, 2008).

Cruz e Kaplan realizaram estudo comparativo do perfil quimico e do uso
popular de espécies das familias Myrtaceae e Melastomataceae, ambas
pertencentes a ordem Mirtales, entres 0os anos de 1907 a 2004. A Figura 2 (p. 22)
mostra o perfil quimico da familia Myrtaceae caracterizado pela presenca de taninos,
flavondides, mono- e sesquiterpenos, triterpendides, derivados do floroglucinol,
cromenos, estilbendides entre outros. No levantamento realizado pelos
pesquisadores, cerca de 70% das citacdes registradas correspondem as espécies

da familia Myrtaceae. Além disso, entre as familias de Angiospermas citadas para
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fins medicinais no Brasil, Myrtaceae ocupa o terceiro lugar (CRUZ; KAPLAN, 2004b;

FORZZA et al., 2010).
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Figura 2. Perfil quimico da familia Myrtaceae.
Fonte: Cruz e Kaplan (2004).

Myrtaceae corresponde a 1,32% do total das angiospermas conhecidas, e
constitui uma das familias melhor representada nas diferentes formacdes vegetais
do Brasil (SOARES-SILVA, 2000). Os representantes brasileiros apresentam
caracteristicamente troncos com cascas lisas tendo o ritidoma renovado a cada
estacdo de crescimento (RIBEIRO et al., 1999). Os géneros mais importantes sao

Psidium, Myrtus, Campomanesia, Syzigium, Myrcia e Eugenia (Figura 3, pag. 23).
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Psidium Campomanensia

Figura 3. Géneros representantes da familia Myrtaceae.
3.2. Género Eugenia

Na América do Sul, o género Eugenia distribui-se desde parte do Norte do
Brasil, onde ocorrem mais de 100 espécies até o norte e o nordeste da Argentina, no
Uruguai e Paraguai (CARVALHO, 2014). A presenca desse género € bastante
marcante ndo apenas pela riqueza especifica, mas também pela a abundancia e
frequéncia relativa de suas espécies (ROMAGNOLO; SOUZA, 2006). Das espécies
ocorrentes no Brasil 274 sdo endémicas (FORZZA et al., 2010). A classificacéo
taxonomica do género Eugenia baseada no sistema de classificacdo de
(CRONQUIST, 1981) ¢é apresentada a seguir:

+ Reino Plantae

L X4

Classe Magnoliopsida

X4

Subclasse Rosidae

)

X4

Ordem Myrtales

)

X4

Familia Myrtaceae

)
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Subfamilia Myrtoidaea

¢

Tribo Myrteae

o
A5

X4

Subtribo Eugeniinae

L)

o

Género Eugenia

Varias espécies de Eugenia tém seus frutos usados como alimento,
(FISCHER et al., 2005) exemplos: E. uniflora L., uma das espécies mais conhecidas
do género, chamada popularmente de pitanga, E. edulis (O Berg) Kiaersk
(CONSOLINI; BALDINI; AMAT, 1999) e E. stipitata Mc Vaugh (araga-boi), uma
espécie frutifera originaria da Amazoénia Ocidental, apresenta um grande potencial
econdmico, principalmente pela producdo de sucos, sorvetes, cremes e compotas
(ANJOS; FERRAZ, 1999). Diversas espécies de Eugenia sdo ricas em constituintes
tanto fixos quanto volateis e sdo frequentemente utilizadas na medicina popular
como as E. brasiliensis Lam., E. dysenterica (Mart.) DC. e E. cauleflora O. Berg
usadas como antidiarreico, antidiurético, prisdo-de-ventre, males dos rins e
cicatrizante, as E. jambos L., E. jambolana Lam., E. punicifolia (H.B.K) DC. e E.
sulcata Spring sdo usadas para problemas estomacais, diabetes, males do figado,
anticancer, colesterol e como adstringente (DI STASI et al., 2002; CRUZ; KAPLAN,
2004a). E. uniflora e E. supra-axillares Spring sdo usadas como agentes
antimicrobianos, anti-inflamatérios e antirreumaticos (RIBEIRO et al., 1999;
BOSCOLO; VALLE, 2008; CRUZ; KAPLAN, 2004a). As atividades terapéuticas e
biologicas de plantas do género Eugenia podem ser atribuidas aos compostos fixos,

bem como aos compostos volateis.
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3.2.2. A quimica dos voléateis de Eugenia spp.

A caracterizagdo quimica dos componentes volateis das espécies de vegetais
€ realizada principalmente por cromatografia gasosa usando os detectores de
lonizacdo por Chamas (CG-DIC) e Espectrometro de Massas (CG-EM).

A composicdo quimica volatii de folhas de Eugenia spp. apresenta
predominancia em sesquiterpenos ciclicos com uma fragcdo menor de monoterpenos.
O monoterpeno a-pineno e o0 sesquiterpeno B-cariofileno sdo os compostos mais
frequentes (STEFANELLO; PASCOAL; SALVADOR, 2011). Algumas espécies
produzem compostos alifaticos e aromaticos e possuem Oleos essenciais
completamente incomuns, como € o caso da E. stigmatosa DC. que possui apenas
compostos alifaticos, o acido fisetérico (90,5%) como componente majoritario e E.
confusa DC. rica em compostos aromaticos (STEFANELLO; PASCOAL;
SALVADOR, 2011).

Estudos da composicao volatil de E. uniflora mostraram predominancia de
compostos sesquiterpénicos tanto ndo oxigenados (24,79 %) quanto oxigenados
(48,89%). Os componentes majoritarios foram curzereno (17,96%) e atractilona
(26,78%), além de uma pequena fracdo do monoterpenos B-pineno (2,36%) (LAGO
et al., 2011).

No Oleo das folhas de E. racemulosa O. Berg, foram identificados 85,26% do
total de compostos presentes ho mesmo, sendo a maioria sesquiterpenos: a-cadinol
(79,48%), espatulenol (1,70%), E-cariofileno (1,19%)] e um baixo teor do
monoterpeno (limoneno 0,37%) (SENNA et al., 2011).

Espécies de E. neonitida Sobral e E. rotundifolia Casar. tiveram seus 6leos

essenciais (folhas frescas e secas) estudados em funcdo da sazonalidade e das
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atividades antioxidantes apresentadas pelas mesmas. A E. neonitida apresentou
maior teor de compostos sesquiterpénicos em todos periodos estudados, variando
de 75 a 93% sendo os majoritarios biciclogermacreno, germacreno D e B-cariofileno.
No éleo de E. rotundifolia, a porcentagem maior foi de monoterpenos, variando de
44 a 69% sendo a- e B-pineno os majoritarios (DEFAVERI et al., 2011).

Os 6leos essenciais de E. riedeliana O. Berg. apresentaram predominancia de
sesquiterpenos (94,6%) sendo o valerianol como componente majoritario, além de
uma pequena fracdo monoterpénica (a-pineno com 3,2%) (SOUZA et al., 2010).

Em 2010, Nakamura e colaboradores estudaram a quimica volatil das
espécies E. candolleana DC., E. acutata Miq. e E. copacabanensis KiaerskK. A
predominancia foi de compostos sesquiterpénicos com 96,33%, 95,27% e 81,15%,
respectivamente. No Oleo de E. acutata predominou sesquiterpenos nao oxigenados
com 83,46%, dentre os quais E-cariofileno (27%), seguido de a-selineno (8,4%), -
muuroleno (8,4%), a-humuleno (4,1%), &-cadineno (6,0%) e germacreno (5,3%)
foram predominantes. Em E. candolleana a predominancia foi tanto de compostos
sesquiterpénicos nao oxigenadas quanto oxigenados 4555% e 49,71%
(respectivamente), sendo o0s oxigenados majoritarios, cadinol (29%) e guaiol
(15,2%), e os ndo oxigenados &-elemeno (13,9%) e viridifloreno (4,8%). Eugenia.
copacabanensis mostrou predominancia em sesquiterpenos oxigenados com
55,15% da constituicdo quimica do 6leo essencial; os majoritarios foram 1,10-di-epi-
cubenol (14,24%), 6xido de cariofileno (6,75%), epi-a-cubenol (5,03%) e a-cadinol
(3,01%) (NAKAMURA et al., 2010).

Zoghbi e colaboradores (2011) estudaram a composicao quimica das folhas

de oito individuos de E. protenta coletadas em trés localidades diferentes do estado
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do Para. A predominancia nesse estudo foi de dimetilxantoxilina, selina-11-en4-a-ol,
B-elemeno, germacreno D, biciclogermacreno e &-cadineno. Os resultados das
composicdes foram processados por Andlise das Componentes Principais (PCA),
onde foi possivel verificar a formacdo de trés grupos de Oleos essenciais
diferenciados pelo teor de dimetilxantolina (Grupo A), selin-11-en4-a-ol e B-elemeno
(Grupo B), germacreno D, biciclogermacreno e &-cadineno (Grupo C). De acordo
com Zoghbi et. al. (2011) a dimetilxantolina foi citada pela primeira vez no género
Eugenia (ZOGHBI et al., 2011).

Com o objetivo de determinar a diferenca e similaridade da composicéo
guimica volatil de espécies de Eugenias ocorrentes em Monteverde Costa Rica,
Cole e colaboradores (2007) estudaram sete espécies: E. austin-smithii Standl., E.
cartagensis O Berg., E. haberi Barrie, E. monteverdensis Barrie, E. zuchowskiae
Barrie, Eugenia.sp. A aff. haberi e Eugenia sp. B aff. oerstediana. Os componentes
majoritarios dos Oleos de E. austin-smithii e E. cartagensis foram o E-2-hexenal
(37,6%-31,2% respectivamente), para E. haberi e E. zuchowskiae foi a-pineno (29%-
28,3%, respectivamente), de E. monteverdensis, o linalol (30,4%), de Eugenia.sp. A
aff. haberi foi o zingibereno (24%) e para Eugenia. sp. B aff. oerstediana foi 1,8-
cineol (26%). Os compostos quimicos comuns a todos as espécies estudadas foram
a-pineno, E-cariofileno, a-humuleno, &-cadineno, (E)-nerolidol e o torreol (COLE;
HABER; SETZER, 2007).

Os 6leos essenciais de cravos de E. caryophyllus (Spreng.) Bullock & S.G.
Harrison revelaram uma composicdo rica em sesquiterpenos representados
principalmente por eugenol (60,5%), E-cariofileno (7,55), a-humuleno (1,7%) e

acetato de eugenila (7,0%) (MERCHAN ARENAS et al., 2011).
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Os volateis das folhas de E. dysenterica foram avaliados e caracterizados em
funcéo das atividades antifungica observada, como compostos quimicos destaca-se
classe dos sesquiterpenos (60%), sendo 42,4% de sesquiterpenos nao oxigenados:
E-cariofileno (14,8%), a-humuleno (10,9%), &-cadineno (5,8 %), a-copaeno (3,8%),
a-bulneseno (1,9%), 17,6% oxigenados Oxido de cariofileno (5,4%), ep6xido de
humuleno 1l (3,2%), 1-epi-cubenol (2,5%), cedr-8(15)en-9a-ol (2,3%) e cubenol
(1,0%). A porcentagem de monoterpenos foi de 28,0%, sendo de ndo oxigenados
corresponderam a 18,2%: limoneno (5,5%), a-tujeno (5,6%) e sabineno (3,9%) e
terpenos oxigenados 9,6%: a-terpineol (6,1%) e B-linalol (1,1%) (COSTA et al.,
2000).

A composigao quimica e a atividade citotoxica dos 6leos essenciais das folhas
frescas de E. zuchowskiae de Monteverde Costa Rica foram estudadas por Cole e
colaboradores (2007). No total 40 compostos foram identificados sendo 53,1% de
sesquiterpenos hidrocarbonetos (E-cariofileno (13,2%), a-humuleno (13,11%), a-
copaeno (8,1%), ©-cadineno (6,2%), aromadendreno (4,7%), ledeno (1,8%),
biciclogermacreno (1,3%), globulol (3,4%), cubebol (1,0%), nerolidol (1,4%) e t-
cadinol (1,4%). Os monoterpenos hidrocarbonetos (33,0%) foram correspondentes
a: a-pineno (28,3%), limoneno (2,7%) e B-pineno (1,9%) (COLE et al., 2007).

A guimica dos o6leos essenciais das folhas e dos frutos de E. uniflora mostrou
predominéancia para compostos sesquiterpénicos, sendo 0s majoritarios curzereno
(19,7%), selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (17,8%), atractiiona (16,9%) e furanodieno
(9,6%) nos Oleos essenciais das folhas. Germacrona (27,5%), selina-1,3,7(11)-trien-
8-ona (19,2%), curzereno (11,3%) e oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona (11,0%) nos

Oleos essenciais dos frutos (OGUNWAND et al., 2005).
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No Quadro 1 sdo descritos os componentes majoritarios de espécies de

Eugenia spp. ocorrentes em diversas partes do Brasil, incluindo o trabalho realizado

por Oliveira (2012) sobre os volateis de Eugenia patrissi Vahl. cuja amostra foi

coletada na RFAD em Manaus (AM), local de coleta das espécies estudadas nesta

dissertacao.

Quadro 1. Componentes quimicos abundantes nos 6leos essenciais de Eugenia spp.

Espécies Local Material Constituintes Referéncias
vegetal majoritarios
Vargem
Grande (TRAJANO et
E. caryophyllata . Folhas | 2010:
Thumb Paulista, al., ;
SP: secas 0 GAYOSO et al.,
PB: oH | 2005)
eugenol (74%)
E. cerasiflora .
Mig Paranapia
E , caba Folhas (OKIDA et al.,
. mosenii
(Santo secas 2004)
(Kausel) André-SP) -
Sobral a—pineno
E. racemulosa | Barra Folhas (SENNA etal,,
O. Berg Mansa RJ secas 2011)
L (NAKAMURA et
E acutata Munlc!plo al., 2010);
i de Valinho Ih " ’
Mig. Sp. Folhas (OLIVEIRA;
£ desvnterica | €M frescas DIAS; CAMARA,
- desy PE. E-cariofileno (27%) 2005):COSTA et
(Mart.) DC. GO al., 2000)
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Continuacdo Quadro 1.Componentes quimicos abundantes nos éleos essenciais de Eugenia spp.
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(18%)
E. cuprea (O. Folhas HO
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Vvahl E-cariofileno (8,5%) 2012)
N
=

germacreno B (10,6%)

Eugenia spp. apresentam grandes potenciais biologicos tais como
antimicrobiano, antifungico, antitumoral e etc. Estes podem ser atribuidos a
composicado quimica volatil presente nos seus 0leos essenciais (MAGINA, 2008).
Poucas espécies, principalmente as ocorrentes no estado do Amazonas foram
amplamente estudadas do ponto de vista quimico e biologico. Neste contexto, torna-
se interessante conhecer a quimica de espécies de Eugenia spp. ainda néo

estudadas, a fim de contribuir com o0 conhecimento cientifico do género.

3.3. Oleos Essenciais: biossintese de monoterpenos e sesquiterpenos
Os 0Oleos essenciais sdo produtos naturais obtidos a partir de plantas, séao
constituintes importantes para varias industrias visivelmente as de perfumaria,

alimentos e farmacéutica (CRAVEIRO; QUEIROZ, 1992). O uso destes data do
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periodo pré-historico, quando o homem percebeu que ao queimar certos arbustos ou
resinas, estes liberavam certa esséncia causando lhes curiosidade em saber a
procedéncia.

Na ldade Média os alquimistas e suas inUmeras experiéncias, contribuiram
significativamente com o desenvolvimento dos processos de extracdo das esséncias
proveniente de vegetais, onde através de vapor d’agua conseguiram extrair 0 que
chamaram de “alma da planta”, a partir de entdo surgiu o termo 6leo essencial
(JAKIEMIU, 2008). Os oleos essenciais eram usados no Egito para embalsamar
farads, bem como usados como oferendas em cerimdnias religiosas e perfume para
0 corpo entre outras formas de uso.

Os 0Oleos essenciais sdo caracterizados como produtos naturais obtidos de
partes de plantas geralmente aromaticas, sdo misturas complexas de substancias
volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, separaveis comumente por
arraste a vapor d’agua dentre outras formas de extracdo (SIMOES et al., 2004).
Quando extraidos de diferentes partes da planta podem apresentar diferencas fisico-
guimicas e odoriferas. A principal caracteristica € a volatilidade de seus
constituintes, uma propriedade proveniente da forma de extracdo (CRAVEIRO;
QUEIROZ, 1992).

Diversas funcdes biolégicas sdo aferidas aos 0leos essenciais, tais como
protecdo contra predadores, atragao de polinizadores, prote¢cao contra perda d’agua,
controle da temperatura etc. (SILVA, 2011; TAIZ; ZEIGER, 2004). A composicao
guimica pode ser descrita principalmente por monoterpenos, sesquiterpenos, ainda
fenilpropanoides, ésteres e outras substancias de baixo peso molecular

(CRAVEIRO; QUEIROZ, 1992).
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Nos dias atuais conta-se com variadas técnicas de extracdo de Oleos
essenciais, tais como:

e Enfloracdo: O método consiste na retirada de Oleos essenciais de flores
frescas utilizando gordura, no qual se espalha uma fina camada (gordura sem
odor) sobre placas de vidro, em seguida coloca-se pétalas por um
determinado periodo sobre esta, sendo substituidas a cada intervalo de
tempo por novas camadas. Apds 0 processo em que a gordura absorve ao
maximo a fragrancia, os 6leos podem ser retirados por extracdo com solvente
organico (ORMENO; GOLDSTEIN; NIINEMETS, 2011).

e Prensagem: Método utilizado para extrair 0leos essenciais de frutos citricos,
no qual este € prensado até a liberacdo das substancias volateis encontradas
no pericarpo e em cavidades oleaginosas. Por meio da decantacéo,
centrifugacédo ou destilacdo fracionada, os 6leos sédo separados da emulsao
formada com a 4gua (ORMENO; GOLDSTEIN; NIINEMETS, 2011).

e Extracdo por arraste a vapor d’agua: Método bastante utilizado onde o
material vegetal fica em contato com a agua dentro de um baldo, onde uma
fonte de calor faz com que ocorra a ebulicdo da agua que entdo arrasta os
0leos em pequena escala. Geralmente, usa-se um aparato do tipo Clevenger.
Depois de separados, os 0Oleos essenciais sdo secos com Na,SO, anidro
(ORMENO; GOLDSTEIN; NIINEMETS, 2011).

e Extracdo por headspace: E uma técnica muito sensivel, usada na anélise de
compostos em baixas concentracdes, onde o analito € mais volatil que a
matriz, este volatiliza preferencialmente, podendo ser determinado sem o0s

interferentes dos outros componentes da amostra. A principal caracteristica
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do headspace € a possibilidade de determinacdo de componentes volateis da

amostra a ser estudada de forma direta, esta é uma técnica muito eficiente,

pois possibilita a introducdo da amostra cromatografo gasoso para obtencéo

dos 6leos essenciais (ORMENO; GOLDSTEIN; NIINEMETS, 2011).

A composicdo quimica dos Oleos de uma mesma planta pode varia
significativamente e varios fatores podem contribuir, tais como periodo de coleta,
estacdo do ano, temperatura, estagio de desenvolvimento, condi¢es climaticas e de
solo (SIMOES et al., 2004).

A biossintese dos principais constituintes volateis presentes nos oOleos
essenciais se da a partir da rota biossintética precursora dos derivados de
terpendides (via acido mevalbnico/acetato e;ou via fosfato desoxixilulose) e dos
fenilpropandides (via do chiquimato) (DEWICK, 2002).

Os fenilpropandides sédo formados via acido chiquimico que por sua vez é
formado a partir da condensacdo do fosfoenolpiruvato e da eritrose-4-fosfato. O
acido chiquimico é responsavel pela formacdo das duas unidades basicas dos
fenilpropandides, o acido cinamico e o acido p-cumarico que por meio de reducéo,
oxidagdo e ciclizacdo formam os alilbenzenos, aldeidos aromaticos,

propenilbenzenos e cumarinas (SIMOES et al., 2004) (Esquema 1. p. 36).
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Esquema 1. Formacao de compostos fenilpropandides
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Pela via mevalonato, o difosfato de isopentenil (IPP) e seu isOmero, o
difosfato de dimetilalii (DMAPP) une-se para formar o difosfato de geranil (GPP),
precursor dos monoterpenos (Cio). Essa cadeia condensada com outra unidade de
IPP, da origem as cadeias de pirofosfato de farnesil (FPP) (Cis) precursora da

maioria dos sesquiterpenos, (Esquema 2).

- - )\(\OPP
)\/\OPP H “H
difosfato de

dimetilalil (DMAPP)

)\/\/l\/\opp monoterpenos (C,,)

difosfato de geranil (GPP)

| P

A NS X-"opp sesquiterpenos (C,.)
difosfato de farnesil (FPP)

l difosfato de isopentil (IPP)

Esquema 2. Formacdes do GPP e FPP.

Todo o isbmero de GPP, LPP, NPP podem originar monoterpenos aciclicos
(geraniol, Z-ocimeno e linalol) por perda de hidrogénio, captura de oxigénio, e formar
monoterpenos ciclicos do tipo canfanos, caranos, mentanos, pinanos, tujanos, por
migracdo de hidrogénios ou rearranjos de Wagner-Meerwein (MAHMOUD;
CROTEAU, 2002; DEWICK, 2002).

Algumas estruturas representativas dos principais nucleos monoterpénicos sao

apresentadas no Esquema 3 (MAHMOUD; CROTEAU, 2002).
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Esquema 3. Estruturas de nilcleos monoterpénicos baseado no trabalho de MAHMOUD;

CROTEAU, 2002.

O FPP dar origem a cations de diferentes configuracdes, dos quais resultam

os diversos esqueletos que constituem as estruturas dos sesquiterpenos comuns ao

género Eugenia, dando origem a compostos com nudcleos de seis carbonos

(bisabolano), sete (carotano), dez (germacrano) ou onze (humulano) (Esquema 4)

(CHAPPELL, 1995).



Esquema 4. Ciclizacdes de grupos FPP formando nucleos sesquiterpénicos.

O rendimento e a porcentagem desses metabolitos secundarios podem variar
de acordo com alguns fatores, tais como, sazonalidade, ritmo circadiano,
temperatura,  disponibilidade  hidrica, radiacdo ultravioleta, nutrientes,

desenvolvimento e etc. (Figura 4) (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Ritmo circadiano

=
RN
N

indice pluviométrico
‘ Radiagdo UV

/ Composigao CO, SO,
/ atmosférica NO, O,

=== Herbivoria e
Ataque de patégenos

Sazonalidade

Figura 4. Fatores que podem influenciar o rendimento e o teor dos metabolitos
secundarios.

Fonte: Gobbo-Neto e Lopes (2007)
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3.4. Atividades farmacoldgicas dos 6leos essenciais

Diversas propriedades biologicas sdo atribuidas aos 6leos essenciais; devido
a complexidade quimica torna-se dificil correlacionar estas propriedades a uma
Unica substéncia, pois o sinergismo quimico pode atuar determinando as mesmas.
Algumas atividades sdo destacadas como atividades antimicrobianas, atividades
antifingicas, antiinflamatorio, antioxidante, antiviral, efeito citotdxico, efeito
anestésico e etc. (CHAIEB et al., 2007; MEHTA et al., 2013; OGUNWAND et al.,
2005; RINI; OHTANI; ICHIURA, 2012).

As atividades antimicrobianas de 0leos essenciais produzidos por plantas tem
sido observadas empiricamente durante varios séculos, e confirmadas
cientificamente (BASILE et al., 2006). Segundo Duarte (2006), estas propriedades
tem sido atribuidas a terpenos como muuroleno, mentol, linalol, geraniol, eugenol,
geranial, carvacrol, carvona e timol entre outros (DUARTE, 2006; (SILVA et al.,
2012).

Dentre as diversas espécies do género Eugenia, poucas foram amplamente
estudadas (em funcdo do numero de espécies identificadas botanicamente) do ponto
de vista quimico e biolégico. Em estudos realizados com os 6leos essenciais das
folhas de E. caryophyllata foram relatadas atividades antibacteriana, contra
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes e Pseudomonas putida (OUSSALAH et al., 2007), atividade
antiepilética contra convulsfes ténicas induzidas por eletrochoque em ratos machos
(POURGHOLAMI et al., 1999), e para o eugenol, principal constituinte extraido do

seu Oleo, foi descrita atividade citotéxica, indutora de radicais livres, apoptose,
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antitumoral (YOO et al., 2005), antifungica (onicomicose) (GAYOSO et al., 2005) e
atividade acaricida (FICHI et al., 2007); (MAGINA, 2008).

Os dleos essenciais das folhas e dos frutos E. uniflora L apresentam potencial
citotoxico frente as linhagens tumorais, células de carcinoma hepatocelular (G2
Hep), carcinoma ductal de mama (Hs 578T) e células de carcinoma da préstata
humana (PC-3). Além deste estudo foi realizado a avaliacdo antimicrobiana frente a
microrganismos gram positivos (Bacillus cereus e Staphylococcus aureus) e gram
negativos (Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli). Os resultados foram
promissores considerando o potencial observado, de moderada a alta (OGUNWAND
et al., 2005).

Os terpenos a-pineno, a-copaeno, E-cariofileno e a-humuleno exibem uma
citotoxicidade comparavel ao agente anticarcinogénico doxorrubicina em linhagem
de celular mama humano (MCF-7). A abundancia destes componentes nos oOleos
essenciais de E. zuchowskiae provavelmente contribui para a atividade citotoxica
apresentada (COLE et al., 2007). O monoterpeno a-pineno mostrou citotoxicicidade
in vitro para células de carcinoma hepatocelular humano (Hep G2) e o sesquiterpeno
a-humuleno apresentou atividade citotoxica em algumas linhagens tumorais,
incluindo a MCF-7. Também foi testado o B-cariofileno e o 6xido de cariofileno,
porém estes se mostraram inativos para as linhagens estudadas (LEGAULT et al.,
2003).

A avaliacdo da bioatividade de 6leos de plantas, medida pela toxicidade frente
a linhagens celulares pode fornecer informacdes valiosas ao trabalho de quimicos
de produtos naturais e farmacologos, indicando fontes vegetais com importante

atividade bioldgica.
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4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
4.1. Coleta, identificacdo e descricao das espécies de Eugenia spp.

As coletas das amostras de folhas de Eugenia spp. (Myrtaceae) foram
realizadas no perimetro urbano da cidade de Manaus-AM, especificamente na

Reserva Florestal Adolpho Ducke (Figura 5).

Figura 5. Imagem espacial da regido metropolitana Manaus (AM)
Fonte: Braga-Neto et. al.(2008)

As espécies coletadas foram identificadas pela botanica MSc. Maria Analia
Duarte de Souza. As exsicatas de todas as espécies identificadas foram
comparadas com as exsicatas depositadas no herbario do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazobnia. Para as espécies em processo de identificacdo botanica,
suas exsicatas foram preparadas e depositadas no mesmo herbario (INPA). A
localizacdo das espécies selecionadas foi realizada empregando os mapas de trilhas

proposto pelo projeto Flora da Reserva Ducke (INPA, 2014).
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A descricdo botanica das espécies de Eugenia (Myrtaceae) estudadas nesta
dissertacao (Figuras 6 a 12), realizada por (SOUZA, 1999) é apresentada a seguir:
v Eugenia magna Hostl. (1): Arvores de pequeno porte. Plaquetas papiraceas,
fragmentosas. Folhas glabras e lisas, com nervuras laterais submersas.
Nervura central na face adaxial impressa em "v". Peciolo sulcado-

emarginado. Ramulos achatados, glabros, cinza-amarronzados ou castanhos.

Figura 6. Eugenia magna Hoslt.
Fonte: AZEVEDO, S. G. (2012)

v Eugenia ramosii n. sp. (2): Arvores de médio a grande porte. Folhas
com nervura central na face adaxial cbncava. Peciolo sulco-

emarginado. Ramulos glabros e cinza amarronzados.

.')“,,. a { e ;
Figura 7. Eugenia ramosii n. sp.
Foto: AZEVEDO, S. G.( 2012)
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v Eugenia feijoi O. Berg. (3): Arvoretas. Folhas cartaceas e
lanceoladas. Nervuras secundarias proeminentes na face adaxial.

Ramulos achatados, glabros e castanhos.

Figura 8. Eugenia feijoi O. Berg.
Foto: AZEVEDO, S. G. (2012)

v Eugenia lisbonii n. sp. (4): Arvore de médio porte. LaAmina papiro-
menbranaceas. Cicatrizes impressas. Folhas brilhantes com
pontuacdes visiveis, idem no peciolo e nos ramulos. Nervura central na

face adaxial convexa. Ramulos achatados.

R T

Figura 9. Euena lisbonii n.sp.
Foto: AZEVEDO S. G. (2012)
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v Eugenia pseudopsidium Jacq (5): Arvore de média a grande porte.
Placas papiraceas a suberoso-lenhosas. Lamina glabra. Nervura

central na face adaxial concava. Ramulos achatados e glabros.

Figura 10. Eugenia pseudopsidium
Foto: (SOUZA, 1999)

v Eugenia marleneae n. sp. (6): Arvores de médio a grande porte, base
do tronco n&o ramificada. Cicatrizes de cor laranja. Nervura central na

face adaxial impressa em “v’ ou cbéncava. Peciolo canaliculado.

Ramulos glabrescentes.

Figura 11. ugenia marleneae n. sp.
Foto:(SOUZA, 1999)
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v Eugenia adenocalyx DC (7): Arvore de médio a grande porte.
Ritidoma com anéis semicirculares ao longo do tronco. Folhas com

nervura central na face adaxial cOncava. Ramos jovens achatados.

Figura 12. Eugenia adenocalyx DC.
Foto: AZEVEDO, S. G. (2012)

Coletou-se amostras de ramos das espécies de Eugenia supracitadas
totalizando treze amostras (Tabela 1)

Tabela 1. Espécies de Eugenia spp. coletadas na RFAD.

N Cédigo Espécies Local na RFAD Data Exsicata
1 1A E. magna Baixio 09/08/2012 4662
2 2A E. ramosii Platd 09/08/2012 3970
3 2B-1 E. ramosii Platd 09/08/2012 3577
4 2B-2 E. ramosii Platd 08/01/2013 3577
5 3A E. feijoi Campinarana 23/11/2012 4732
6 3B E. feijoi Campinarana 23/11/2012

7 3C E. feijoi Campinarana 23/11/2012 4752
8 4A E. lisbonii Plato 31/10/2013 3471
9 B5A E. pseudopsidium Platd 18/09/2013 4577
10 5B E. pseudopsidium Platd 18/09/2013 3036
11 6A E. marleneae Platd 18/09/2013 3203
12 6B E. marleneae Platd 18/09/2013 3821
13 7A E. adenocalyx Platd 14/08/2013 4597
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4.2. Processamento dos materiais vegetais de Eugenia spp.

Os ramos coletados foram armazenados em recipientes devidamente
identificados e transportados ao laboratério de Quimica de Produtos Naturais da
UFAM, foram secos a temperatura ambiente por aproximadamente duas semanas.
As folhas sadias, desprovidas de qualquer ferimento, ataque de microrganismo ou
de coloracdo desbotada foram selecionadas, picadas manualmente, divididas em

aliquotas de 200 gramas e submetidas a hidrodestilagéo.

4.3. Obtencéo dos 6leos essenciais de Eugenia spp.

Os oOleos essenciais foram obtidos a partir de 200 gramas de folhas secas
pelo método hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger modificado (Figura 13). O
material triturado manualmente, foi transferido a um baldo de fundo redondo de 5 L,
adicionando 2 L de agua destilada e hidrodestilado por um periodo de 4h. Apos a
obtencdo dos oOleos, foram mensurados os volumes aproximados no proprio
Aparelho Clevenger modificado. Os 6leos foram recolhidos, desidratados com
Na,SO, anidro e armazenados em frascos de vidro do tipo ambar e mantidos a -20

°C até a realizacdo das analises bioldgicas, cromatograficas e espectrométricas.

-

Figura 13. Sistema de hidrodestilac&o utilizado na obtenc&o dos 6leos essenciais.

Foto: Azevedo (2012)
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4.4. Analise bioldgica dos Oleos essenciais

As anadlises biologicas foram realizadas em parceria com o Centro
Biotecnoldgico da Amazodnia (CBA) e Faculdade de Ciéncias Farmacéutica (FCF) da
UFAM, sob supervisédo dos professores Dr. Rudi E. L. Procépio (CBA), Dr. Emerson
Lima Silva e Dra Marne Vasconcelos (FCF). Os ensaios foram realizados pela MSc.
Ellen Suzany (FCF) e Ingrid Reis da Silva (CBA). Os ensaios realizados foram:
Ensaio antimicrobiano (CBA), ensaio hemolitico (FCF) e ensaio de citotoxicidade
(FCF), os quais sao sumarizados a seguir.

4.4.1. Ensaio antimicrobiano

Os Oleos essenciais foram submetidos a ensaios de bioatividade pelo método
de difusdo em &gar-discos utilizando os seguintes microrganismos indicadores:
bactéria Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATTCC 700603,
Burkholderia cepacia, Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, Enterococcus
faecalis ATCC 29212 e Staphylococcus aureus ATTCC 29213 (todos resistente ao
antibidtico meticilina).

Empregou-se a metodologia normatizada pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (2006) o qual sera relatado a seguir.(WAYNE, 2006)

Os microrganismos indicadores foram padronizados de acordo com o tubo 0,5
da escala de McFarland e semeados em placas de petri contendo meio Agar Miiller-
Hington onde discos de papel de 6 mm de diametro foram previamente colocados no
meio de cultura neste, 25 pL dos 6leos essenciais foram colocados em cada disco e
o diametro das zonas de inibicdo foram avaliados apés 16 horas de incubacéo a 37

°C, conforme o Esquema 5 (WIKLER et al., 2006).
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Esquema 5. Ensaio microbioldgico com 6leos essenciais de Eugenia spp.

Fonte: Azevedo, S.G (2012)

4.4.2. Ensaio hemolitico

O teste do potencial hemolitico foi realizado de acordo com a metodologia
proposta por Jimenez e colaboradores (2003) com modificacdes. Foi coletado
sangue de um camundongo Swiss (Mus musculus) (ensaio aprovado pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Amazonas, com
protocolo numero 116/2012-CEEA) por via do plexo orbital (altamente
vascularizado), sendo diluido em 30 volumes de solucao salina (NaCl 0,85% + CaCl,
10 mM). Os eritrécitos foram lavados duas vezes em solucdo salina por
centrifugagcédo (1500 rpm por 3 min.) para reducdo da contaminacdo plasmatica e
ressuspensos em solucdo salina para obtencdo de uma suspensado de eritrécitos

(SE) a 2%. Os ensaios foram realizados em placas de 96 pocos (Figura 14).
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a
Figura 14. Avaliacdo do potencial hemolitico dos 6l

eos essenciais de Eugenia spp.

Fonte: Azevedo, S.G. (2012)

A-preparacédo dos eritrocitos; B-preparacédo das amostras de 6leos essenciais; C- preparacdo do
meio; D- plagueamento das amostras

Cada poco da primeira coluna recebeu 100 pL da solucéo salina. Na segunda,
0Ss pocos receberam 50 pL da solucdo salina e 50 pyL do veiculo de diluicdo da
substancia teste, neste caso, DMSO 10%. Aos pocos da terceira coluna, foram
adicionados 100 uL de solucédo salina e 100 pyL das substancias teste em solucéo.
Da quarta coluna em diante os pocos receberam 100 pL da solucédo salina, exceto
os da ultima coluna, que receberam 80 uL de solucéo salina e 20 pL de Triton X—100
1% (controle positivo). As diluicdes foram feitas dos pocos da terceira a décima
primeira coluna, retirando-se 100 pL da solucdo da cavidade anterior e transferindo
para a seguinte de modo que as concentragdes foram sempre diluidas pela metade,
variando de 15,6 a 2000 ug/mL. Em seguida, 100 uL da suspensao de eritrécitos 2%
foram plagueados em todos 0s pocos. ApoOs incubacdo de 1lh, sob agitacdo

constante a temperatura ambiente (26 + 2 °C), e posteriormente centrifugadas (1500
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rpm/10 min). O sobrenadante foi transferido para outra microplaca para a leitura da
absorbancia no espectrofotdmetro de placas a 540 nm (JIMENEZ et al., 2003).
4.4.3. Ensaio de citotoxicidade dos 6leos essenciais de Eugenia spp.

Avaliacdo citotoxica dos Oleos essenciais foi realizada através do teste do
Alamar Blue, este € um indicador fluorescente/colorimétrico com propriedades redox.
Quando as células estdo em proliferacdo o Alamar Blue é reduzido. A forma oxidada
€ azul e ndo-fluorescente (indicando célula ndo viavel) e a forma reduzida é rosea e
fluorescente (indicando célula viavel).

As linhagens utilizadas foram célon humano (HCT116), melanoma humano
(SKMELL19), mama humano (MCF-7), ovario humano (ES-2), adenocarcinoma
gastrico (ACP02) e fibroblasto humano (MRC-5) cultivadas em meio DMEM,
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiético, mantida em estufa
a 37 °C em atmosfera contendo 5% de CO,.

As células foram cultivadas em garrafa de cultura com meio DMEM, estas
foram contados em camara de neubauer e plaqueados em placas de 96 pocos, cada
poco contendo 1 x 10* células em 200 pL de meio de cultura. A placa foi entdo
incubada por 24 h em estufa a 37 °C com atmosfera de 5% de CO,. Apés este

tempo, as células foram tratadas por setenta e duas horas (Esquema 6).
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Esquema 6. Ensaio de citotoxicidade dos Oleos essenciais de Eugenia spp.

Fonte: Ellen Suzany (2014)

A doxorrubicina foi usada como controle positivo. O grupo controle recebeu no
poco a mesma quantidade de DMSO da maior concentracdo dos 0Oleos essenciais.
Passadas 24 h de tratamento, 10 yL da solucédo de uso de Alamar Blue (solucéo
estoque 0,4% 1:5 em meio de cultura sem soro fetal bovino) foi adicionada em cada
poco da placa. Apds 3 h de exposicao ao Alamar Blue, retirando da estufa meia hora
antes do término, a fluorescéncia foi medida usando-se um leitor de placas de elisa
(marca Beckman e Coulter). Os dados foram analisados em relacdo ao controle
negativo (AHMED; GOGAL; WALSH, 1994).

4.5. Analises cromatogréaficas e espectrométricas dos dleos e de Eugenia spp.

Os Oleos essenciais obtidos a partir das fohas de Eugenia spp. foram
analisados em Cromatografo Gasoso de Alta Resolucdo (CGAR) equipado com
detector de lonizacdo por Chama (DIC) e em Cromatdgrafo Gasoso acoplado a um
Espectrometro de Massas (EM), ambos da Shimadzu™ (GC2010-FID e GCMS-

QP2010, respectivamente).
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Na andlise por CG-DIC foi empregada uma coluna capilar DB-5 (5% difenil,
95% polidimetilsiloxano) (30 m x 0,25 mm de diametro x 0,25 ym de espessura do
filme), sendo utilizados como gés de arraste o He em fluxo de 1,0 ml/min. A injecdo
em modo split 1:10 foi realizada com o injetor a 250 °C e o detector de ionizagéo por
chama a 290 °C. A temperatura programada para o forno foi de 60 a 240 °C a 3 °C
min™. Foram injetados padrées de hidrocarbonetos lineares C7 a C30 para a
determinacao dos indices de retencdo nas mesmas condi¢des cromatograficas.

Na andlise por CG-EM, a coluna utilizada foi uma DB5-MS, o gés de arraste
usado foi o hélio. As condicbes das analises cromatogréaficas foram as mesmas
utilizadas para CG-DIC. Para a detecc¢éao foi aplicada a técnica de impacto eletrénico
a70eV.

A determinacdo da composicdo quimica dos Oleos essenciais foi realizada
com base nos dados de indices de retencéo obtidos por CG-DIC, e dos espectros de
massas, obtidos por CG-EM. Os indices de retencéo foram calculados utilizando a
Equacdo de van der Dool-Kratz, relacionando os tempos de retencdo das
substancias presentes nos O6leos essenciais com o0s tempos de retencdo de
hidrocarbonetos lineares injetados na sequéncia das amostras. Os indices de
retencdo e os espectros de massas foram comparados com dados da espectroteca
Wiley 7.0, NIST, Pherobase e da literatura (ADAMS, 2007).

4.6. Andlises estatisticas/quimiométricas

Para andlise estatistica utilizou-se o software Minitab™ 13.0. Primeiramente,
avaliou-se a normalidade da distribuicdo dos dados (teste de normalidade), para os
dados que ndo apresentaram distribuicdo normal, realizou-se o0 teste néao

parameétrico de Kruskal-Wallis. Para os dados cuja distribuicdo € normal, empregou-
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se o teste t (95% confianga) ou realizou-se a Analise de Varianica (ANOVA) com o
teste de Tukey (p < 0,05).

Os dados cromatograficos e espectrométricos obtidos estes foram tratados
em Excel, transpostos, normalizados e levados para analise de similaridade quimica
na ferramenta quimiométrica The Unscrambler ™ 10.2 na qual se analisou a PCA
(algoritmo de NIPALS para pequenos fatores de dados SVD para grandes fatores de

dados, e com validagao do tipo “cross validation”) e HCA (método: Wards).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Rendimento dos 6leos essenciais de Eugenia spp.
Os rendimentos dos 6leos essenciais das treze amostras estudadas estao

apresentados no Grafico 1.
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Gréfico 1. Rendimento dos 6leos essenciais de Eugenia spp.

O rendimento variou de 0,02% para o espécime de E. feijoi (3B) a 1% para o
espécime de E. pseudopsidium (Amostra 5B). Os espécimes coletados em periodos
diversificados (seco e chuvoso) apresentaram rendimentos proximos tal como E.
ramosii (Amostra 2B-1) coletado no periodo seco e (Amostra 2B-2) coletado no
periodo chuvoso sendo 0,39% e 0,34% respectivamente.

5.2. Avaliacdo microbiolégica dos 6leos essenciais de Eugenia spp.

Microrganismos causadores de doencas estdo cada vez mais resistentes a
maioria dos antibioticos conhecidos. O que tem incentivado a procura de antibiéticos
provenientes de produtos naturais (DUARTE, 2006).

Na Tabela 2. pag. 56 estdo apresentados os resultados de atividade
antibacteriana obtidos para os 0Oleos essenciais das espécies de Eugenia spp.
testadas frente aos microrganismos Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
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pneumoniae ATTCC 700603, Burkholderia cepacia, Streptococcus pneumoniae
ATCC 49619, Enterococcus faecalis ATCC 29212 e Staphylococcus aureus ATTCC
29213.

Os dleos essenciais apresentaram atividade antimicrobiana de moderada a
elevada, tanto para bactérias Gram-positivas (S. aureus, S. pneumoniae e E..
faecalis) quanto para Gram-negativas (E. coli, K. pneumoniae e B. cepacia).

Tabela 2. Classificacéo da atividade antimicrobiana apresentada pelos 6leos essenciais.

Microrganismos

Amostras S.aureus S.pneumoniae E.faecalis B.capacia K.pneumoniae E. coli

1A ++ ++ - - - -
2A - - ++ - - -
2B-1 +++ +++ ++ +++ - +++
2B-2 +++ ++ ++ +++ - +++
3A ++ - - - - -
3C - - - - - -
5A - - - - - -
5B - - - - - -
6A - - - - - -
7A ++ + + + - +

Baixa (+): didmetro do halo de inibicdo entre 0,7 a 1,2 cm;
Moderada (++): didmetro do halo de inibicdo entre 1,3 a 1,6 cm;
Alta (+++): didmetro do halo de inibicdo superior a 1,7 cm.
Negativo (-): auséncia de halo de inibicdo

As Amostras 2B-1 e 2B-2 (E. ramosii)) apresentaram atividades
antimicrobianas de moderada a alta para 0s microrganismos S. aureus, S.
pneumoniae, E. faecalis, B. capacia e E. coli, exceto para K. pneumoniae. A
literatura relata que a maioria dos Oleos essenciais apresentam atividades
antimicrobianas frente microrganismos Gram-positivos, no caso da amostra 2B além
de possui atividade nestes indicadores também se mostrou ativo a bactérias Gram-
negativas (microrganismos resistentes). Estudos revelam que a resisténcia das

bactérias Gram-negativas pode ser explicada pela presenca de uma série de

56



substancias hidrofilicas presentes na membrana celular externa das bactérias Gram-
negativas que funciona como barreira contra substancias antibidticas de
caracteristica apolar (PALOMBO; SEMPLE, 2001), bem como a presenca de
enzimas capazes de destruir substancias estranhas a bactéria (DUFFY; POWER,
2001).

O 6leo essencial da amostra 1A (E. magna) mostrou atividade moderada para
bactérias Gram-positivas (S. aureus e S. pneumoniae). As amostras 3A (E. feijoi) e
7A (E. adenocalyx) também apresentaram atividade moderada, porém apenas para
S. aureus. Baixa atividade antibacteriana foi registrada para os 0leos essenciais de
E. adenocalyx frente aos microrganismos indicadores S. pneumoniae, E. faecalis, B.
capacia e E. coli. As demais amostras ndo apresentam atividade microbiana frente a
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas nas condi¢cdes testadas.

Segundo (DEBA et al.,, 2008) hidrocarbonetos monoterpénicos nao
oxigenados e oxigenados sado capazes de romper a parede celular, inibir a
capacidade respiratoria e dificultar o transporte i6nico através da membrana celular
de bactérias. Compostos sesquiterpénicos, como o B-cariofileno, bastante comum
nos oOleos essenciais de espécies do género Eugenia, sdo conhecidos por
exercerem funcdes de defesa contra microrganismos invasores na planta (AL-
BAYATI, 2008).

Estudos de atividades antimicrobianas com Oleos essenciais de folhas de
espécies E. uniflora, E. chlorophylla, E. supraaxillaris e E. stigmatosa testadas em
condicBes similares a este estudo, mostram atividade inibitéria de crescimento

bacteriano de moderada a elevada para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
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(SILVA et al., 2012);(STEFANELLO et al., 2008); (LAGO et al., 2011); ABOUTABL et
al., 2011; OKIDA et al., 2004).

Trajano e colaboradores em (2010) estudaram a atividade antimicrobiana dos
Oleos essenciais das folhas de E. caryophyllata, cujo efeito inibitério sobre o
crescimento de bactérias encontradas no queijo coalho foi observado (TRAJANO et
al., 2010).

As espécies do género Eugenia tém despertado bastante interesse sobre seu
potencial antimicrobiano. Por isso, varios pesquisadores vém demonstrando o0s
efeitos inibidores do crescimento sobre microrganismos, seja através de extratos ou

de seus 0Oleos essenciais.

5.3. Avaliacdo do potencial hemolitico dos 6leos essenciais

O potencial hemolitico dos 6leos essenciais analisados em eritrocitos de
camundongos Swiss mostrou que nem todos os 6leos essenciais testados causaram
hemdlise, quando testadas em concentragao Unica (2 mg/mL).

O ensaio de hemdlise tem como objetivo avaliar o potencial das sustancias-
testes (Oleos essenciais) em causar lesfes na membrana plasmatica da célula, tanto
pela formacéo de poros quanto por ruptura total.

Os Oleos essenciais das espécies E. lisbonii, E. adenocalyx e E.
pseudopsidium quando submetidos a este ensaio sdo hemoliticos aos eritrocitos.
Nas concentracfes estudadas, na qual ndo foi observada hemoélise, demonstra que
0s 6leos possuem baixa toxicidade, propondo que 0S compostos presentes nos
Oleos ndo apresentam atividade hemolitica e ndo causam danos as membranas. A

avaliacdo da estabilidade mecénica da membrana eritrocitaria € um bom indicador
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de danos provocados por varios compostos como triagem de citotoxicidade
(YAMAGUCHI; VEIGA-JUNIOR, 2013).

Os valores de Concentragéo Efetiva (CEsp) sdo apresentados na Tabela 03,
variam de 98,42 a 389,2 pug/mL.

Tabela 3. Resultado de ensaio hemolitico dos 6leos essenciais de Eugenia spp.

Hemolise
Espécies Cdédigo CEso (ug/mL)

E. magna 1A -

E. ramosii 2A -

E. ramosii 2B-1 -

E. ramosii 2B-2 -

E. feijoi 3A -

E. feijoi 3C -

E. lisbonii 4A 160 (132,5-193,1)
E. pseudopsidium 5A 159,8 (138-184,9)
E. pseudopsidium 5B 98,42 9 (84,1-115,2)
E. marleneae 6A -

E. adenocalyx TA 138,5 (98,59-194,6)

Nas concentracdes estudadas, na qual ndo foi observada hemodlise,
demonstra que os Oleos testados possuem baixa toxicidade, sugerindo que os
compostos presentes nos 6leos ndo apresentam atividade hemolitica e ndo causam
danos as membranas. A avaliacdo da estabilidade mecanica da membrana
eritrocitaria € um bom indicador de danos provocados por varios compostos como
triagem de citotoxicidade (YAMAGUCHI; VEIGA-JUNIOR, 2013).

As amostras que causaram hemdlise nas culturas de células forneceram uma
importante informacdo para estudo da citotoxicidade de compostos com atividade
terapéutica, definindo o potencial de degeneracdo ou morte celular provocado pelo

material constituinte. Assim, resultados positivos no ensaio de citotoxicidade
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descaracterizam a condi¢cao de inocuidade, sendo possivel causar dados ao tecido

testado (YAMAGUCHI; VEIGA-JUNIOR, 2013).

5.4. Avaliacéo citotoxica dos Oleos essenciais de Eugenia spp.

Das onze amostras

testadas em concentracdo Unica,

seis destas

apresentaram atividade citotoxica relevante, seus respectivos percentuais de

inibicdo de crescimento das linhagens tumorais estédo representados na Tabela 4.

Tabela 4. Valores da viabilidade celular em porcentagem obtida em concentracéo
tnica (50 pg/ mL).

Viabilidade celular (%)

Amostras MRC5 MCF7 HCT116 SKMELL19 ACPO02 NIHOVCAR ES2
DMSO 100 100 100 100 100 100 100
Doxorrubicina 10,19 21,42 10,45 16,66 39,50 9,61 12,79
1A 5,01 7,02 4,36 31,13 69,21 51,56 5,67
2A 528 6,97 4,71 17,19 46,37 36,63 4,82
2B-1 483 6,88 4,21 10,06 48,01 28,52 4,71
2B-2 6,04 6,87 4,21 20,50 71,31 22,95 4,91
3A 73,07 64,19 62,65 84,09 106,46 88,91 30,92
3C 50,27 7,57 11,27 32,39 68,78 49,90 13,91
4A 17,80 23,41 15,85 8,54 10,29 18,01 4,71
5A 74,84 68,74 72,15 71,55 86,60 100 96,71
5B 66,07 42,41 44,42 43,40 67,12 100 95,46
6A 71,01 79,28 69,87 64,54 94,78 100 97,37
TA 48,04 3560 28,31 27,97 81,35 100 86,99

HCT116: célula tumoral de célon humano; SKMELL19: melanoma humano; MCF-7: mama humano; ES-2: ovario
humano; ACP02: adenocarcinoma géastrico e MRC-5:.fibroblasto humano.
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De acordo com a metodologia utilizada, as amostras que apresentaram
viabilidade celular menor ou igual 10% foram levadas para o0 ensaio em curva
usando ate sete diluicbes sucessivas a partir de 50 ug/mL.

As Amostras 1A (E. magna) 2A, 2B-1 e 2B-2 (E. ramosii) apresentaram
viabilidade celular entre 4,83 a 6,04% frente a linhagem normal de fibroblasto
humano (MRC5). Para as linhagens tumorais testadas de mama humano (MCF-7),
c6lon humano (HCT116), ovario humano (ES-2), melanoma humano (SKMELL19) e
adenocarcinoma gastrico (ACP02) as Amostras 1A, 2A, 2B-1, 2B-2, 3B e 4A
apresentaram viabilidade celular com valores entre 4,21 a 10,2%. As amostras que
apresentaram Cl maior que 50 pg/ mL nao inibiram o crescimento celular nas
concentracOes testadas. Na Tabela 5. p 62 esta descrita a Concentracao Inibitoria
obtida apos a triagem realizada nas amostras considerando os valores menores que

50 pg/ mL .
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utilizando Alamar blue em 72h de tratamento.

Tabela 5. Efeito na viabilidade celular de linhagens tumorais (MCF7, HCT116, SKMELL19, ACP02, ES2) e ndo tumoral (MRC-5)

Linhagens de células

. Amostras
Espécies MRC5 MCF7 HCT116 SKMELL19 ACPO02 ES2
E. magna 1A 36,21(29,97 43,75) 19,23 (11,19-33,04) 30,42 (24,69-37,49) 5o 5 7,64 (6,15 -9,48)
> >
. 35,90
E. ramosii 2A >50 23,63 (16,30- 34,24) 9,58 (7,57-12,13)
(28,13 -45,81) >50 >50
E. ramosii 2B-1 37,03 (29,3-46,68) 20,81 (12,92 -33,50) 28,93 (23,97- 34,93) 50 50 7,78 (6,31 —9,60)
> >
E. ramosii 2B-2 38,38 (32,64-45,14) 32,58 (23,99 - 44,25 32,63 (29,22- 36,43) 34,01 (31,98-36,16) 50 10,44 (8,60 — 12,66)
>
E. feijoi 3C 10,79 (8,11 — 14,36)
>50 >50 >50 >50 >50
E. lisbonii 4 A-2013 >50 > 50 > 50 30,16(27,20- 33,44)
>50 >50

Célon humano (HCT116), melanoma humano (SKMELL19), mama humano (MCF-7), ovario humano (ES-2), adenocarcinoma géstrico (ACP02) e fibroblasto humano (MRC-5).
Os valores estéo representados com Clsg (intervalo de confianca de 95%).
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Estudos realizados com Oleos essenciais de Eugenia spp. tém
evidenciado o potencial que estes apresentam frente a linhagens tumorais
humana. Os Oleos essenciais de E. zuchowskiae testados em linhagens de
células tumorais humana mostrou pronunciada atividade citotoxica in vitro
contra MCF-7, MDA-MB-468, e UACC-257 comparaveis com a doxorrubicina
(LCso 14-70 pg/ml) (COLE et al., 2007). Os constituintes volateis dos 6leos
essenciais, a-pineno, a-copaeno, E-cariofileno e a-humuleno quando testados
separadamente em concentracdo de 100 ug/mL mostraram citotoxicidade in
vitro comparavel ao agente anticancer doxorrubicina (COLE et al., 2007).

Os sesquiterpenos B-elemeno e y-elemeno presentes nos oOleos
essenciais de Eugenia spp. estudadas nesta dissertacdo sao potentes agentes
antitumorais. Estes apresentam efeito inibidor seletivo sobre as células
endoteliais vasculares cerebrais e tem apresentado excelentes resultados
como agente antitumoral para o tratamento de tumores cerebrais suprimindo o
crescimento de metastases cerebrais. Os mesmos induzem apoptoses, limita a
diferenciacao celular e inibe de metastase neoplasica provando serem bons
candidatos a quimioterapicos para o tratamento de neoplasias no pulmao,
coélon, estbmago, cérebro e etc (BARRERO et al., 2011; SUN et al., 2009).

Estudos realizados com a composicdo volatil de Eugenia caryophyllata
mostraram efeitos citotdxicos significativos contra todas as linhagens de células
de cancer estudados, a julgar pelo Clsp e seus intervalos de valores 15,75 - 200
pug/mL (KOUIDHI; ZMANTAR; BAKHROUF, 2010).

Comparando os resultados obtidos nesta dissertacdo com os resultados
obtidos dos estudos com E. caryophyllata foi possivel usar uma quantidade

menor de amostra (a partir 50 pg/mL) e os intervalos de confianca de 95%
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entre 7,64 a 38,38 revelaram citotoxicidade significativa frente as linhagens

celulares estudadas.

5.5. Identificacdo dos constituintes quimicos presentes nos 6leos
essenciais de folhas Eugenia spp.

Nos treze O6leos estudados foram caracterizados 133 constituintes
guimicos, sendo 26 monoterpenos e 107 sesquiterpenos. A predominancia foi
de compostos oxigenados tanto mono- quanto sesquiterpenos na maioria das
amostras. A seguir a quimica dos volateis das folhas das espécies em
destaque neste estudo sera descrita, bem como a proposta de biossintese dos

principais componentes identificados nos 0leos essenciais.

5.5.1. Identificacdo dos constituintes quimicos presentes nos 0leos
essenciais de Eugenia magna.

A amostra 1A (E. magna) apresentou uma composi¢cao quimica rica em
compostos sesquiterpénicos; no total foram caracterizados 88,68%. Observa-
se a equivaléncia de compostos sesquiterpenos nao oxigenados e oxigenados,
sendo 48,79% e 48,45% respectivamente. Na Tabela 6. p. 65 estédo listados os
constituintes presentes no 6leo essencial de E. magna em ordem crescente de

seus indices de retencao.
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Tabela 6. Constituintes quimicos (%) identificados nos 6leos essenciais das folhas de Eugenia
magna (Amostra 1A)

Constituintes 1A  IRexp (Adar:nr\)se,}2007)
1 a-cubebeno 5,17 1349 1348
2 a-copaeno 8,20 1376 1374
3 B-elemeno 22,43 1389 1389
4 E-cariofileno 1,80 1419 1417
5 a-humuleno 0,76 1453 1452
6 allo-aromadendreno 0,28 1460 1458
7 gemacreno D 0,55 1475 1480
8 B-selineno 1,04 1485 1489
9 E-muurola-4(14),5-dieno 1,31 1493 1493
10 a-muuroleno 0,44 1499 1500
11 B-bisaboleno 0,42 1507 1505
12 Y-cadineno 1,80 1514 1513
13 E-calameneno 4,59 1521 1521
14 espatulenol 1,08 1576 1577
15 éxido de cariofileno 27,66 1582 1582
16 gleenol 0,24 1586 1586
17 viridiflorol 2,59 1601 1592
18 epdxido de humuleno I 4,18 1607 1608
19 1-epi-cubenol 1,63 1626 1627
20 a-muurolol 1,44 1640 1644
21 E-calamen-10-ol 0,72 1668 1660
22 mustacona 0,35 1669 1677
Total Identificado 88,68
Total de monoterpenos 0,00
Total de sesquiterpenos 88,68
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 47,48
Sesquiterpenos oxigenados 41,20

IRexp= Indice de retencdo experimental, IRlit = indice de Retencdo descrito na Literatura (ADAMS,

2007).

Os componentes majoritarios do 6leo essencial de E. magna (Amostra

1A) foram o sesquiterpeno oxigenado 6xido de cariofileno (27,66%) seguido do
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sesquiterpeno nao oxigenado B-elemeno (22,43%). Considerando um valor de
area maior que 1%, registram-se 0s constituintes B-selineno (1,04%),
espatulenol (1,08%), epi-cubebol (1,31%), a-muurolol (1,44%), 1l-epi-cubenol
(1,63%), y-cadineno (1,80%), viridiflorol (2,59%), epoxido de humuleno I
(4,18%), E-calameneno (4,59%), a-cubebeno (5,17%), a-copaeno (8,20%). Na
Figura 15 pode ser visualizado o cromatograma obtido por CG-EM do éleo

essencial da Amostra Al.
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Figura 15. Cromatograma de fons totais obtidos para os 6leos essenciais das folhas
de Eugenia magna (Amostra 1A).

Foi proposta uma rota biossintética para os sesquiterpenos presentes
nos 6leos essenciais de E. magna.
O difosfato de nerolidil (NPP), um intermediario do precursor dos

sesquiterpenos (FPP), da origem ao cétion bisabolil por meio da clivagem
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eletrofilica entre Cs-C1; 0 B-bisaboleno é formado a partir da desprotonacéo
desse cation em Cy4. A formacéo do y-cadineno ocorre a partir da ciclizagcéo C;-
C10, Seguido do fechamento do anel em C;-C¢ (DEWICK, 2002).

A formacdo do espatulenol (1,08%) pode ser sugerida a partir da
ciclizacdo em C;-Cyg, C1-Cy; e Cg-C,, precedido de hidratacdo em Cis. A
oxidagéo do E-cariofileno origina o 6xido de cariofileno, componente majoritario
dos 6leo essencial desta espécie (DEGENHARDT; KOLLNER; GERSHENZON,
2009); STEELE; CROCK; CROTEAU, 1998; DEWICK, 2002; BARROS;
ZAMBARDA; HEINZMANN, 2009).

A partir do cétion cadinilico, por meio de uma ligacao entre C,-Cv, forma-
se um intermediario triciclico que, desprotonado, leva a formacdo do
constituinte a-copaeno (STEELE et al., 1998). Através da migracao de hidreto
1,2 do carbocation cadinilico e ciclizacdo entre C,-Cg origina-se outro
intermediario triciclico capaz de formar, por desprotonacdo do Cis, 0 a-
cubebeno (LITTLE; CROTEAU, 2010). O sesquiterpeno aromatico E-
calameneno também é formado a partir do esqueleto cadinano (NAKASHIMA

et al., 2002; (LIMNA MOL et al., 2011).

5.5.2. Identificacdo dos constituintes quimicos presentes nos 0leos
essenciais de dois individuos de Eugenia ramosii.

A partir dos 6leos essenciais de espécimes E. ramosii (Amostras 2A,
2Ble 2B2) identificou-se 42 constituintes volateis (Tabela 7, p. 68) sendo a
maioria  sesquiterpenos  totalizando 84,66%, 88,86% e 91,62%,

respectivamente

67



Tabela 7. Composi¢do quimica dos 6leos essenciais das folhas das Amostras 2A, 2B-1 e 2B-2 (Eugenia ramosii).

Constituintes 2A 2B-1 2B-2 IRexp. IRIit.

1 butan-2-ona 0,09 - - -

2 a-pineno 0,35 0,07 - 934 932
3 0-elemeno 0,22 - - 1338 1335
4 a-cubebeno 3,47 9,76 9,46 1371 1348
5 a-copaeno 9,86 12,38 12,62 1377 1374
6 B-bouborneno 0,3 - - 1386 1387
7 B-cubebeno - 2,63 2,69 1391 1387
8 B-elemeno 4,66 - - 1393 1389
9 E-cariofileno 10,33 12,64 9,76 1421 1417
10 [B-copaeno 1,81 0,43 0,38 1430 1430
11 aromadrendeno 0,84 0,31 0,18 1440 1439
12 a-humuleno 1,93 2,57 2,12 1455 1452
13 allo-aromadrendeno 0,69 0,8 0,85 1462 1458
14 y- muuroleno 1,82 0,98 - 1477 1478
15 germacreno D - 0,08 0,83 1482 1484
16 a-amorfeno 0,39 - - 1481 1483
17 B-selineno 0,34 - - 1487 1489
18 epi-cubebol - 0,89 0,91 1495 1493
19 y-amorfeno - - 1,03 1501 1495
20 Valenceno 0,42 - - 1496 1496
21 a-muuroleno 1,67 1,1 - 1501 1500
22 Cubebol - 0,98 - 1516 1514
23 y-cadineno 1,3 - - 1515 1513
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Continuacao Tabela 7. Composicao quimica dos 6leos essenciais das folhas das Amostras 2A, 2B-1 e 2B-2 Eugenia ramosii.

constituintes 2A 2B-1 2B-2 IRexp. IRIit.
24 E-calameneno 1,42 6,07 6,4 1524 1528
25 a-cadineno 0,7 0,08 - 1536 1537
26 germacreno B 1,25 - - 1553 1559
27 B-calacoreno 0,47 0,35 - 1558 1564
28 Palustrol 0,39 - - 1563 1567
29 Espatulenol 6,62 3,29 2,9 1579 1577
30 Oxido cariofileno 25,64 22.82 28,27 1584 1582
31 Globulol 1,53 - - 1588 1590
32 Viridiflorol 0,47 1,16 0,8 1594 1593
33 Kusimona 0,05 - - 1600 1604
34 Ledol - 1,85 2,1 1604 1602
35 6xido de humuleno I - 2,31 2,75 1610 1608
36 1-epi-cubenol - 1,7 1,86 1629 1627
37 epi-a muurolol 1,94 - - 1641 1640
38 a-cadinol 2,56 0,94 2,3 1655 1652
39 Cubenol - 1,32 2,25 1643 1645
40 E-calamen-10-ol 0,46 0,75 0,67 1668 1660
41 Mustacona 1,11 0,54 0,49 1678 1676
42 10-nor -calamenen-10-ona - 0,13 - 1701 1702

Total Identificados 85,1 88,86 91,62

Total de monoterpenos 0,44 0,07 -

Monoterpenos Hidrocarbonetos 0,35 0,07 -

Monoterpenos oxigenados 0,09 - -

Total de sesquiterpenos 84,3 89,44 91,62

Sesquiterpenos Hidrocarbonetos 43,89 51,18 46,32

Sesquiterpenos oxigenados 40,41 37,68 45,3

IRexp.= indice de Retenc&o experimental, IRlit.= indice de Retencfo da Literatura (Adams, 2007).



O componente majoritdrio comum a todas as amostras de E. ramosii
(Amostras 2A, 2B-1le 2B-2) foi o sesquiterpeno éxido de cariofileno (25,64%,
22,82% e 28,27% respectivamente). No 6leo da Amostra 2A, a predominancia
foi de compostos terpénicos tanto oxigenados (40,77%) quanto ndo oxigenados
(43,89 %). Os componentes que diferem a Amostra 2A da Amostra 2B sao os
terpenos &-elemeno (0,22%), B-bouborneno (0,30%), B-elemeno (4,66%), a-
amorfeno (0,39%), B-selineno (0,34%), valenceno (0,42%), y-cadineno (0,70%),
germacreno B (1,25%), globulol (1,53 %) e epi-a-muurolol (1,94%).

A porcentagem de mono- e sesquiterpenos das amostras analisadas
esta plotada no Grafico 2.
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51,08%

0,
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7% = Hidrocarbonetos monoterpénicos
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Gréafico 2. Porcentagens de mono- e sesquiterpenos encontrados nos 6leos essenciais das
folhas de Eugenia ramosii.

Baseado em dados da literatura propdem-se uma rota biossintética para
os constituintes do 6leo essencial de E. ramosii.

A partir da ionizacdo do FPP forma um cétion intermediéario, no qual em
cicliza C;-Cy; formando anel de 11 membros (esqueleto humulano) do qual

através de migragoes, ciclizacdes e oxidagcdo forma-se 0s sesquiterpenos o-
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humuleno, E-cariofileno e 6xido de cariofileno respectivamente. A partir do
cation germacredienilico através de rearranjos forma-se o pB-elemeno, do
mesmo cation através de isomerizagdo forma-se o cation cadinilico o qual é
precursor dos sesquiterpenos a- B-copaeno e a-cadinol.

A amostra 2B coletada em periodo seco (2B-1) e chuvoso (2B-2)
apresentaram composicdo quimica bastante similar. Os componentes
majoritarios permaneceram 0s mesmos nas duas épocas coletadas, variando
apenas o teor. O Oleo essencial da Amostra 2B-1 coletado no periodo de seco
apresentou predominancia de sesquiterpenos nao oxigenados (51,18%)
enquanto que a Amostra 2B-2 coletado em periodo chuvoso apresentou
predominancia de sesquiterpenos oxigenados (46,32%). Alguns componentes
guimicos ndo foram obervados nas duas épocas, como 0 monoterpeno a
pineno e 0s sesquiterpenos a-muuroleno, cubebol, a-cadineno e B-calacoreno
observados apenas no periodo seco.

O perfil cromatografico de ambas as amostras nas épocas estudadas

foram similares, como mostrado nas Figura 16 e 17.
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Figura 16. Cromatograma de ions totais dos 6leos essenciais das folhas de Eugenia ramosii

(Amostra 2B-1) coletada em periodo seco.
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Figura 17. Cromatograma de ions totais dos 6leos essenciais das folhas de Eugenia
ramosii (Amostra 2B-2) coletada em periodo chuvoso.

5.5.3. Identificacdo dos constituintes quimicos presentes nos 0Oleos
essenciais de trés individuos de Eugenia feijoi.

A porcentagem de identificacdo dos constituintes quimicos dos oleos
essenciais de E. feijoi foi 92,67%;82,58% e 93,67% para as amostras

codificadas como 3A, 3B e 3C, respectivamente, (Tabela 8).
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Tabela 8. Constituintes quimicos (%) identificado nos 6leos essenciais das folhas de Eugenia feijoi (Amostras 3A, 3B e 3C).

Constituintes 3A 3B 3C IRexp. IRIit.
1 a-pineno 1,12 - 7,00 933 932
2 B-pineno 1,96 - 7,33 977 974
3 limoneno 0,30 - 0,97 1027 1024
4 linalol 0,43 1,32 - 1098 1095
5 E-pinocarveol 0,70 - 0,69 1137 1135
6 pinocarvona 0,34 - - 1660 1160
7 salicilato de metila 0,23 0,23 - 1186 1190
8 mirtenal 0,74 - - 1193 1195
9 5-elemeno - 0,86 - 1337 1335
10  a-copaeno - - 1,17 1375 1374
11 B-elemeno 54,09 0,58 50,12 1391 1389
12 aromadrendreno - 2,04 - 1438 1439
13  allo-aromadrendreno - 0,43 - 1460 1458
14  E-cariofileno - 0,41 - 1418 1417
15  B-chamigreno 0,36 - - 1474 1476
16  germacreno D - 0,27 - 1482 1484
17 B-selineno 4,78 - 5,37 1485 1489
18 B-selineno - - 1,35 1494 1492
19 a-muuroleno - 0,30 - 1499 1500
20  y-cadineno - 0,31 - 1513 1513
21 B-bisaboleno 0,96 - 1,08 1507 1505
22 E-dauca-4(11),7-dieno - 0,31 - 1547 1556
23 E-nerolidol 0,93 - 1563 1561

24 palustrol - 2,77 - 1566 1567




Continuacdo Tabela 8: Constituintes quimicos (%) identificado nos 6leos essenciais das folhas de Eugenia feijoi
(Amostras 3A, 3B e 3C).

Constituintes 3A 3B 3C IRexp. IRIit.
25  espatulenol 2,69 12,95 0,88 1575 1577
26  o6xido de cariofileno 7,53 25,40 6,72 1581 1582
27 viridiflorol 1,74 16,17 - 1592 1592
28  cubeban-11-ol - 2,93 - 1661 1595
29  ledol - 8,26 - 1592 1602
30  epdxido de humuleno II 3,16 1,76 2,75 1607 1608
31  10-epi-y-eudesmol 1,66 - - 1626 1622
32  epi-a-cadinol 0,59 1,07 - 1635 1638
33 epi-a-muurulol - 0,36 1640 1640
34 pogostol 7,97 - 7,88 1652 1651
35 a-cadinol - 4,03 - 1644 1652
36  14-hidroxi-a-humuleno 0,39 - - 1714 1713
37  B-costol - 0,18 - 1762 1766

| | Total Identificados 92,67 82,58 | 93,67 |

Total de monoterpenos 5,82 1,55 15,99

Monoterpenos hidrocarbonetos 3,38 0 15,3

Monoterpenos oxigenados 2,44 1,55 0,69

Total de sesquiterpenos 86,85 81,03 77,68

Sesquiterpenos hidrocarbonetos 60,19 5,51 59,09

Sesquiterpenos oxigenados 26,66 75,52 18,59

IRexp.= indice de Retencéo experimental, IRlit.= indice de Retencéo da Literatura (ADAMS, 2007)



Os oOleos essenciais das Amostras 3A e 3C mostraram-se similares, tendo
como componente majoritario o B-elemeno (54,09% e 50,12% respectivamente). A
predominéncia de compostos sesquiterpénicos hidrocarbonetos foi comum para
ambas as amostras, sendo 60,19% na Amostra 3A e 59, 09 % na Amostra 3C.

A porcentagem dos compostos mono-e sesquiterpenos encontrados nos 6leos
essenciais das folhas de E. feijoi esta representada no Grafico 03.

80% - 75,52%
70%
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60% - -

500, = Hidrocarbonetos monoterpénicos
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m Monoterpenos oxigenados

X 40% -
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30% - m Sesquiterpenos oxigenados
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3-A 3-B 3-C

Gréfico 3. Porcentagem de mono- e sesquiterpenos dos 6leos essenciais de Eugenia feijoi ( Amostras
3A, 3B e 3C)

A Amostra 3B apresentou predominancia de compostos sesquiterpenos
oxigenados (75,72%) sendo o componente majoritario o 6xido de cariofileno (25,4%),
seguido de viridiflorol (16,17%) e espatulenol (12,95%). Essa diferenca no teor dos
componentes majoritarios nos espécimes estudados pode esta relacionada a fatores
gue alteraram o conteudo dos metabdlitos secundarios, tais como desenvolvimento,
radiacdo ultravioleta, nutrientes, inducdo por estimulos mecéanicos ou ataques de
patégenos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Embora a Amostra 3B tenha sido coletada no mesmo local de coleta das

Amostras 3A e 3C esta se encontrava em condi¢gbes extremas, folhas se renovando,

76



protegido da luz solar e paralelo ao chéo (Figura 18). Supdem se que este seja um

dos motivos para a variagcado da quimica do mesmo (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Figura 18. Condicdes em que foi encontrado o espécime de Eugenia feijoi (3B)

Fonte: Azevedo, S.G. (2012)

Os perfis cromatograficos dos 6leos essenciais das Amostras estudadas estao

apresentados nas Figuras 19 e 20.

77



4,000,000

B—elemeno
B—selineno oxido de cariofileno
o—pineno B—pineno S
pogostol
' ' TICH.00
AR | 1 _
T T ?ITI ||f| I.I ITITI‘!I T T | T T Ilml T T T T T T 1 T T T T | T T T T T T T T T
100 20,0 500 600

mn

Figura 19. Cromatograma de ions totais do 6leo essencial de Eugenia feijoi (Amostra 3A).
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Figura 20. Cromatograma de ions totais do 6leo essencial de Eugenia feijoi (Amostra 3B)
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Figura 21. Cromatograma de ions totais do 6leo essencial de Eugenia feijoi (Amostra 3C).

Os picos 1 e 2 dos cromatogramas das amostras 3A e 3C (Figura 19. p. 78,
Figura 21 p. 80) séo referentes aos monoterpenos a- e B-pineno, respectivamente, de
formula molecular (CioHi6) € massa molecular de 136 daltons (ADAMS, 2007). O
indice de similaridade dos espectros de massas obtido a partir da fragmentacdo dos
picos, em comparacdo com a literatura foi 92 e 95% respectivamente. Os espectros

de massas dos picos 1 e 2 sédo apresentados nas Figuras 22 e 23.
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Line#:1 R Time:6.225(Scan# 388) MassPeaks:21

RavwMode: Averaged 6.217-6.233(387-389) BasePeak:93.10(22473)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event 1
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Figura 22. Espectro de massas referente ao pico 1 do cromatograma do espécime de Eugenia feijoi
(Amostra 3A)

Line#2 R Time:7.567(Scan#:549) MassPeaks:35

RawMode: Averaged 7.558-7.575(548-550) BasePeak:93.05(83400)
BGMode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1
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943
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4 %, 41

. N ) 21 136
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Figura 23. Espectro de massas referente ao pico 2 do cromatograma do espécime de Eugenia feijoi

(Amostra 3C)

Os espectros de massas dos constituintes apresentam fragmentacdes muito
semelhantes. Os mesmos apresentam o pico base com m/z 93, provavelmente
referente a perda de um fragmento neutro m/z 43. Provavelmente ocorra uma cisao

hemolitica na ligacdo C-C do isopropil e do anel conforme apresentado no Esquema 7

- + .
. —
. H = - Q’A\) i N /:
m/z 93(100%)
36 * H H
. . . + +
CH, CH, CH, CH, CH,
D= - . ek*©+/‘i
B—pineno M* 136 Ka, { m/z 93 (100%)
H H

Esquema 7. Proposta de fragmentacgao do pico base m/z do a- e 3-pineno.

(KELLER, 2011).

Fonte: (KELLER, 2011)

Uma proposta biossintética para 0s monoterpenos presentes nos 6leos

essenciais das folhas de E. feijoi esta proposto no Esquema 8 p 82 com base nos
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dados da literatura (KESZEI et al., 2010; BARROS; ZAMBARDA; HEINZMANN,

2009).
OH
=
~ |
- . .
OPP | Jr’fg |
difosfato de geranil ~ cation linalilico linalool

'

e

cation pinilico  a-pineno
limoneno cation a-terpinilico

'
H.__O
B-pineno é

l mirtenal

o) HO

-

pinocarvona  Pinocarveol

Esquema 8. Proposta biossintética dos monoterpenos presentes nos 6leos essenciais das folhas de
Eugenia feijoi.

A biossintese inicia quando o precursor difosfato de geranila (GPP) sofre
ionizacao, seguida da isomerizacdo obtida pela migracdo do grupo (OPP) resultando
no difosfato linalilico (LPP), este quando desprotonado leva a formacédo do cation
linalilico; esse céation quando hidratado leva a formacdo do monoterpeno linalol. A

partir do cation linalilico ocorre a formacao do cation a-terpinilico (um intermediario

chave da biossintese dos monoterpenos ciclicos) através da ciclizacao entre C;e Ceg, a
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desprotonacdo deste cétion favorece a formacdo do monoterpeno limoneno
(BARROS; ZAMBARDA,; HEINZMANN, 2009).

A ciclizacao eletrofilica do cétion a-terpinilico gera o cétion pinilico, no qual
ocorre uma desprotonacao nos carbonos Cy4 e/ou C;o formando os monoterpenos a- e
B-pineno respectivamente. A partir do B-pineno ocorre a formacao do pinocarveol, cuja
a desidrogenacdo oxidativa resulta na pinocarvona (BARROS; ZAMBARDA;

HEINZMANN, 2009; DEGENHARDT; KOLLNER; GERSHENZON, 2009).

5.5.4. Identificacdo dos constituintes quimicos presentes nos 6leos essenciais
de Eugenia lisbonii.

A composicao quimica do Oleo essencial de E. lisbonii (Amostra 4A) mostrou
predominancia para compostos sesquiterpénicos hidrocarbonetos, sendo o majoritario
E-cariofileno (52,86%). Os constituintes identificados no 6leo essencial encontra-se

relacionados na Tabela 9, por ordem crescente dos seus indices de retencao.
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Tabela 9. Constituintes quimicos (%) identificados no 6leo essencial das folhas de Eugenia lisbonii

(Amostra 4A).

Constituintes 4A IRexp. IRIit.
1 a-pineno 0,41 933 932
2 a-copaeno 9,61 1376 1374
3 E- cariofileno 52,86 1421 1417
4  E-a-bergamoteno 0,30 1435 1432
5 espirolepechineno 2,91 1450 1449
6 a-humuleno 4,81 1453 1452
7 y-muuroleno 6,19 1474 1478
8  y-himachaleno 1,47 1489 1481
9 valenceno 0,48 1492 1496
10 a-selineno 0,58 1494 1498
11 premnaspirodieno 1,36 1502 1505
12 B-bisaboleno 5,48 1507 1505
13 [-bisaboleno 1,44 1501 1505
14 Z-y-bisaboleno 0,11 1517 1514
15 E—y-bisaboleno 4,68 1530 1529
16 ©O-cadineno 457 1522 1522
17 6xido de cariofileno 0,24 1590 1582

Total Identificados 97,5

Total de monoterpenos 0,41

Monoterpenos hidrocarbonetos 0,41

Monoterpenos oxigenados 0

Total de sesquiterpenos 97,09

Sesquiterpenos hidrocarbonetos 96,85

Sesquiterpenos oxigenados 0,24

IRexp.= indice de Retencéo experimental, IRIit.= indice de Retenc&o da Literatura, (ADAMS, 2007).

A porcentagem de sesquiterpenos para a Amostra (4A) foi de 97,09%. Os

sesquiterpenos hidrocarbonetos prevaleceram com 96,85%, Grafico 4.
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Grafico 4. Porcentagem de mono e sesquiterpenos encontrados no 6leo essencial de Eugenia lisbonii.
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O perfil cromatogréfico do 6leo essencial pode ser visto na Figura 24.
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E-cariofileno
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y-muuroleno g_pjsaboleno 8-cadineno

Figura 24. Cromatograma de ions totais do 6leo essencial de Eugenia lisbonii (Amostra 4A).

O componente E-cariofileno majoritario na Amostra 4A € um componente
comum caracteristico a diversas espécies de Eugenia, como por exemplo em E.
neonitida, E. rotundifolia (DEFAVERI et al., 2011), E. caryophillos, (CRAVEIRO;
QUEIROZ, 1992) E. uniflora (WEYERSTAHL et al., 1988), Eugenia patrisii
(OLIVEIRA, 2012) E. punicifolia (OLIVEIRA; DIAS; CAMARA, 2005; RAMOS et al.,
2010), E. sulcata (FICHI; FLAMINI; GIOVANELLI, 2007), E. uvalha Cambess
(OLIVEIRA et al., 2007) e E. dysenterica (COSTA et al., 2000).
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De acordo com o levantamento realizado este constituinte € ocorrente na
maioria das espécies do género Eugenia (COLE; HABER; SETZER, 2007).

A identificacdo do E-cariofieno (assim como dos demais) foi feita por
comparacdo do espectro de massas obtido (Figura 25) com os disponiveis na

biblioteca WILEY-7 e ADAMS (2007).

<< Target =
Line#5 B Tume:25.717(Scan#:2727) MassPeaks:96

RawMode: Averaged 25 708-25.725(2726-2728) BasePeak:69.10(352027)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event 1
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Figura 25. Espectro de massas do E-cariofileno (A), em comparag&o ao espectro da biblioteca
WILEY-7 (B).

No espectro de massas a partir do ion molecular de 204 daltons ocorre a perda
de -C3H7 formando o ion m/z 161; ainda a partir do ion molecular ocorre a perda de -
CsHi1, sequenciado de -C;Hy4, -CH; e —C4H», formando os ions m/z 133, 105, 91 e 41

respectivamente conforme o Esquema 9.

= + _ +-
-CgHy, -C,H +- +- +-
g ' Mo, [Pion, | om, [Fom, [csHSJ

miz 204 (~18%) m/z 133 (~80%) m/z 105 m/z 91 m/z 41

= ]+' P ]+-
Jen o

m/z 204 (~18%) m/z 161 (~ 65%)

+. +.
> ] -CaHys [C7Hg ]
—_—

m/z 93 (100%)

Esquema 9. Proposta de fragmentacéo do E-cariofileno associada ao espectro de massas.
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Uma possivel rota biossintética para os principais componentes do 6leo
essencial das folhas de E. ramosii (Amostra 4A) € proposto baseado na literatura de
(DEGENHARDT; KOLLNER; GERSHENZON, 2009) com adaptacdes, onde a
formacdo dos sesquiterpenos inicia-se com a ionizacdo do FPP formando o cation
farnesil, a partir deste através de ciclizacdes ocorre a formacdo dos esqueletos
ciclicos germacrano (10 C) e humulano (11 C) dos quais a partir de rearranjos,
ciclizacbes e oxidacdo formam-se o0s sesquiterpenos B-selineno, y-gurjuneno, o-
humuleno, E-cariofileno e 6xido de cariofileno. O cétion FPP isomeriza-se formando o
cation nerolidil do qual através de ciclizagbes forma-se os esqueletos bisabolano e (Z
E)-germacrano a partir deste formam-se o0s sesquiterpenos pB-bisaboleno, y-
bisaboleno, &-cadineno, y-muuroleno e a-copaeno (DEGENHARDT; KOLLNER;
GERSHENZON, 2009).

5.5.5. Identificacdo dos constituintes quimicos presentes nos 6leos essenciais
de Eugenia pseudopsidium.

Nos oOleos essenciais das folhas de E. pseudopsidium (Amostras 5A e 5B)
foram caracterizados 37 constituintes quimicos. Na Tabela 10 estdo relacionados os
constituintes presentes nos Oleos das amostras 5A e 5B, 0s quais apresentam
predominancia para compostos sesquiterpénicos 97,42% e 91,9% respectivamente.

O componente majoritario dos 6leos essenciais das Amostras 5A e 5B foi o
sesquiterpeno hidrocarboneto E-cariofileno (25,71-28,54%, respectivamente). Outros
constituintes presentes em teor elevado foram E-nerolidol, Amostra 5A: 26,36% e
Amostra 5B: 10,10%, p—selineno Amostra 5A: 13,96% e Amostra 5B: 12,30%, a-
selineno Amostra 5A: 12,00% e Amostra 5B: 9,37%, aromadendreno Amostra 5B:

7,92%.
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Tabela 10. Constituintes quimicos (%) identificados nos 6leos essenciais das folhas de Eugenia.
Pseudopsidium (Amostras 5A e 5B).

Constituintes 5A 5B IRexp. IRIit.
1 oa-fencheno - 0,12 945 945
2 a-cubebeno 0,14 - 1349 1345
3 a-ilangeno 0,11 - 1371 1373
4 q-copaeno 0,95 0,79 1375 1374
5 B-elemeno 0,43 0,42 1391 1389
6 a-gurjuneno - 1,97 1409 1409
7 E-cariofileno 25,71 28,54 1419 1417
8 B-copaeno 0,30 - 1428 1430
9 B-gurjuneno - 0,66 1431 1431
10 aromadendreno - 7,92 1438 1439
11 miltail-4(12)-eno - 0,53 1442 1445
12 Z-muurola-3,5-dieno 0,25 - 1442 1448
13 a-humuleno 1,71 2,02 1452 1452
14 Allo-aromadendreno - 0,82 1460 1458
15 4,5 di-epi-aristolocheno 0,32 - 1472 1471
16 B-chamigreno 1,51 - 1476 1476
17 y-gurjuneno 0,00 1,05 1474 1475
18 B-selineno 13,96 12,30 1485 1489
19 a-selineno 12,00 9,37 1494 1498
20 &-amorfeno - 0,85 1506 1511
21 y-cadineno 0,28 0,34 1516 1513
22 &-cadineno 4,55 1,03 1522 1522
23 E-cadina-1,4- dieno 0,38 - 1533 1533
24 a-calacoreno - 0,39 1540 1544
25 selina-3,7(11)-dieno 0,07 - 1543 1545
26 E-nerolidol 26,36 10,10 1561 1561
27 espatulenol - 1,10 1575 1577
28 oOxido de cariofileno 1,07 1,13 1578 1582
29 globulol - 5,63 1582 1590
30 viridiflorol - 0,54 1590 1592
31 ledol - 0,55 1592 1602
32 1 epicubenol 1,86 - 1626 1627
33 cubenol 0,81 - 1640 1645
34 agarospirol 0,49 - 1648 1646
35 selin-11-en-4 a -ol 3,81 3,16 1652 1658
36 2z, 6E farnesol 0,35- - 1718 1722
37 2E, 6Z farnesol 0,69 1718 1714

Total Identificados 97,42 92,02

Total de monoterpenos 0 0,12

Monoterpénicos hidrocarbonetos - -

Monoterpenos oxigenados - -

Total de sesquiterpenos 97,42 91,90

Sesquiterpenos hidrocarbonetos 62,67 69,00

Sesquiterpenos oxigenados 34,75 22,90

IRexp.= Indice de Retencéo experimental, IRIit.= indice de Retenc&o da Literatura, (ADAMS, 2007).
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A quimica de ambas as amostras sdo bastante similares, 0s sesquiterpenos
hidrocarbonetos foram observados na proporcao de 62,67% para 5A e 69% para 5B,
enquanto que 0s sesquiterpenos oxigenados apresentaram maior teor para 5A

(34,75%) Gréafico 5.

69%

70 1 62,67 %

60 m Monoterpenos hidrocarbonetos

50 - m Monoterpenos oxigenados

SiE B Sesquiterpenos hidrocarbonetos
40 - 9%

E Sesquiterpenos oxigenados

(%)

30 - 22,9%
20

10

5-A 5B

Gréfico 5. Porcentagem dos sesquiterpenos nos Oleos essenciais das folhas de Eugenia
pseudopsidium .

O perfil cromatografico dos 6leos essenciais (Figura 26. p. 90 e Figura 27, p.
91) mostraram-se similares, diferindo-se apenas pelo teor dos constituintes e também
pela presenca de aromadendreno (7,92%) e globulol (5,63%) na Amostra 5B e a-
cubebeno, a-ilangeno, cis-muurola-3,5-dieno, B-chamigreno, selina-3,7(11)-dieno, 1

epi-cubenol e agarospirol, presentes apenas na Amostra 5A.
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Figura 27. Cromatograma de ions totais do 6leo essencial de Eugenia pseudopsidium (Amostra 5B).

A proposta de rota biossintética para os principais constituintes volateis de E.
pseudopsidium ocorre a partir da isomerizacdo do precursor difosfato de farnesila
ocorre a formacdo dos sesquiterpenos presentes nos 0leos essenciais das folhas de
E. pseudopsisium. Com migracéo do grupo difosfato do C; para Cz formando o cation
difosfato de nerolidil (NPP), esse cation quando ciclizado em C33;-C; seguido de uma
desprotonacdo no Cy conduz a formacdo do a-humuleno. Quando essa ciclizacéo
vem seguida da formacédo de uma ligacdo entre C, e Cio além de desprotonacdo em

Cis forma-se o E-cariofileno (BARROS; ZAMBARDA; HEINZMANN, 2009).
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A ionizacao do NPP seguida de ciclizacdo entre C, e Cyo conduz a formacéo do
cation germacrilo, a partir deste cation por meio de desprotonacdo de C, e Ci»
acompanhada da formacéo de uma ligacéo intramolecular entre C; e C, forma-se a-
selineno. Um deslocamento de hidreto 1,3 no cétion germacilo leva a formacao cation
aromadendrenilo o qual dard origem ao sesquiterpeno aromadendreno (BARROS;
ZAMBARDA; HEINZMANN, 2009). A ciclizagao do isbmero NPP entre C10-C; forma o

cation germacredienilo, a partir deste ocorre formacéo do &-cadineno e globulol.

5.5.6. Identificacdo dos constituintes quimicos presentes nos 6leos essenciais
de Eugenia marleneae n. sp.
Nos oleos essenciais da folhas de Eugenia marleneae n. sp. (Amostras 6A e

6B) foram identificados 52 componentes quimicos Tabela 11.

Tabela 11. Constituintes quimicos (%) identificados nos 6leos essenciais de das folhas de Eugenia
marleneae n. sp. (Amostras 6A e 6B).

Componentes 6A 6B IRexp. IRlit.
1 linalol 0,45 0,34 1097 1095
2 n-nonanal 0,07 - 1101 1100
3 Butanoato de (3Z) -hexenil 1,64 0,69 1183 1184
4 ®-elemeno 1,20 1,74 1336 1335
5 a-cubebeno 0,19 - 1348 1345
7 a-ilangeno 0,15 - 1370 1373
8 a-copaeno 6,15 6,05 1375 1374
9 (32)-hexenoato de (32)-hexenyl 0,25 0,33 1378 1383
10 B-bourboneno 0,60 - 1385 1387
11 B-elemeno 3,13 2,44 1390 1389
12 E-cariofileno 22,29 35,67 1418 1417
13 B-copaeno 0,62 0,55 1428 1430
14 E-a-bergamoteno 0,42 0,82 1432 1432
15 aromadendreno 0,38 - 1438 1439
16 a-humuleno 2,92 4,06 1452 1452
17 allo-aromadendreno 0,29 - 1459 1458
18 dauca-5,8-dieno 0,23 0,19 1472 1471
19 y-muuroleno 1,15 0,67 1475 1478
20 germacreno D 5,18 6,47 1479 1485
21 0O-selineno 0,47 - 1488 1492
22 y-amorfeno 1,03 - 1491 1495
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Continuacao Tabela 11: Constituintes quimicos (%) dos 6leos essenciais das folhas de Eugenia
marleneae sp.nov (Amostra 6A e 6B).

Constituintes 6A 6B IRexp [RIit
23 biciclogermacreno 3,09 4,56 1495 1500
24 a-muuroleno 0,79 0,87 1498 1500
25 E,E-a-farneseno 1,99 - 1505 1505
26 [-bisaboleno - 2,19 1505 1505
27 ©-amorfeno 0,77 - 1512 1511
28 y-cadineno - 0,64 1512 1513
29 b&-cadineno 3,87 4,90 1521 1522
30 zonareno 0,45 - 1530 1528
31 E-cadina-1,4-dieno 0,20 - 1535 1533
32 a-cadineno 0,16 - 1540 1537
33 a-calacoreno 0,27 - 1546 1544
34 elemol - 0,62 1546 1548
35 E-nerolidol 1,14 1,61 1560 1561
36 Benzoato de (32)-hexenil 0,66 0,52 1566 1565
37 espatulenol 4,34 0,54 1575 1577
38 0xido de cariofileno 10,84 1,69 1581 1582
39 globulol 1,14 - 1589 1590
40 viridiflorol 1,51 1,49 1589 1592
41 guaiol - 2,83 1599 1600
42 rosifoliol 0,68 - 1604 1600
43 Oxido de humuleno Il 1,03 - 1606 1608
44 anti-sin-sin-helifolen-12-al 2,91 - 1625 1619
45 epi-a-cadinol 0,98 1,09 1636 1638
46 epi-a-muurolol 1,73 - 1639 1640
47 a-muurolol (torreiol) 0,90 - 1643 1644
48 a-cadinol 4,00 8,15 1654 1652
49 14-hidroxi-9-epi-E-cariofileno 1,08 - 1668 1668
50 mustacona 0,68 - 1674 1676
51 epi-a-bisabolol 0,28 - 1682 1683
52 eudesma-4(15),7-dien-1p3-ol 0,21 - 1687 1687

Total Identificados 9451 91,72

Total de monoterpenos 2,16 1,03

Monoterpenos hidrocarbonetos - -

Monoterpenos oxigenados 2,16 1,03

Total de sesquiterpenos 92,35 90,69

Sesquiterpenos hidrocarbonetos 58,24 72,15

Sesquiterpenos oxigenados 34,11 18,54

IRexp.= indice de Retenc&o experimental, IRlit.= indice de Retencéo da Literatura (ADAMS, 2007).
Comparando os 6leos essenciais das folhas dos espécimes coletados 6A e 6B
verifica-se a predominancia de compostos sesquiterpenos hidrocarbonetos para

ambos (58,24% e 72,15%, respectivamente) (Grafico 6 ).
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Gréfico 6. Porcentagem de mono e sesquiterpenos nos 6leos essenciais de Eugenia marleneae n.sp.

Os componentes quimicos majoritarios presentes em ambas as amostras

foram E-cariofileno (Amostra 6A: 22,29%; Amostra 6B: 35,67%) seguida a-copaeno

(Amostra 6A: 6,15%; Amostra 6B: 6,05%), germacreno D (Amostra 6A: 5,18%;

Amostra 6B: 6,47%),

6-cadineno (Amostra 6A: 3,87%;

Amostra 6B: 4,9%)

biciclogermacreno (Amostra 6A: 3,09%; Amostra 6B: 4,56%), a-cadinol (Amostra 6A:

4,00%; Amostra 6B: 8,15%), a-humuleno (Amostra 6A: 2,92%; Amostra 6B: 4,06%) e

B-elemeno (Amostra 6A: 3,13%; Amostra 6B 2,44%). O perfil cromatografico dos

espécimes mostraram-se similares (Figura 28 e Figura 29) diferindo apenas pelo teor

dos constituintes.
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Figura 29. Cromatograma de ions totais dos 6leos essenciais das folhas de E. marleneae n. sp.
(Amostra 6B).

A proposta biossintética para os principais constituintes quimicos dos 6leos
essenciais das folhas E. marleneae foi realizada baseado nos dados da literatura
(BARROS; ZAMBARDA; HEINZMANN, 2009; DEGENHARDT;, KOLLNER;
GERSHENZON, 2009; KESZEI et al., 2010; DEWICK, 2002), onde a formacdo dos
sesquiterpenos tem inicio com ionizacdo do difosfato de farnesila. A migracdo do
grupamento difosfato de C; para C; em resulta no difosfato de nerolidila (NPP). A

partir de entdo, a biossintese dos sesquiterpenos prossegue via ionizagao direta e/ou
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rotacdo da ligagéo entre C, e C3 e posterior ionizagdo do isdbmero NPP. A ionizacédo e
ciclizacédo direta do NPP entre C,0-C; leva a formacado do céation germacrilico, o qual
conduz a formacéo do germacreno D e também ao B-elemeno (KESZEI et al., 2010;
BARROS; ZAMBARDA; HEINZMANN, 2009).

A ciclizacao do céation NPP entre C;;-C;, associado a desprotonacdo do Co,
leva a formacdo do a-humuleno. Quando esta ciclizagdo vem acompanhada da
formacdo de uma ligacdo adicional entre C,-C,o, além da desprotonacdo do Cis
forma-se o E-cariofileno, a partir do qual através de oxidacao dara origem ao Oxido de
cariofileno. A ciclizagdo do isémero do NPP entre C1,-C; conduz & formagéo do céation
germacradienilico. O isdbmero do cation germacradienilico, obtido apés o
deslocamento de hidreto, pode ciclizar entre Cg-C;, formando o cation cadinilico ou,
através da saida de um proton e adicional ciclizagcdo entre C; e Ci; originar o
biciclogermacreno e espatulenol. A partir do cation cadinilico, por meio de uma
ligacdo entre C,-C; forma-se os constituintes a-copaeno e a-cadinol (BARROS;
ZAMBARDA; HEINZMANN, 2009; DEGENHARDT; KOLLNER; GERSHENZON,
2009).

5.5.7. Identificacdo dos constituintes quimicos presentes nos 6leos essenciais
de um espécime de Eugenia adenocalyx.

A partir da analise cromatogréfica do Oleo essencial das folhas de E.
adenocalyx (Amostra 7A) foram identificados 23 constituintes quimicos, a

porcentagem de caracterizacéo foi 97,71% (Tabela 12).
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Erro! Auto-referéncia de indicador ndo valida.. Constituintes quimicos (%) identificado no

6leo essencial de Eugenia adenocalyx.

Constituintes 7A IRexp. IRIit.
1 a-thujeno 0,11 925 924
2 a-pineno 11,07 932 932
3 B-pineno 6,57 976 974
4 mirceno 0,06 988 988
5 limoneno 0,13 1027 1024
6 a-terpineol 0,18 1188 1186
7 a-copaeno 1,42 1375 1374
8 [-elemeno 0,08 1391 1389
9 E-cariofileno 26,31 1419 1417
10 E-a-bergamoteno 1,39 1434 1432
11 a-humuleno 1,99 1452 1452
12 germacreno D 0,12 1479 1484
13 B-bisaboleno 0,22 1506 1505
14 Z-y-bisaboleno 0,09 1513 1514
15 &-cadineno 0,55 1521 1522
16 elemol 3,87 1546 1548
17 oxido de cariofileno 1,31 1582 1582
18 guaiol 11,24 1595 1600
19 rosifoliol 0,70 1605 1600
20 y-eudesmol 1,16 1629 1630
21 B-eudesmol 4,30 1650 1649
22 valerianol 24,76 1655 1656
23 a-bisabolol 0,08 1682 1685

Total Identificado 97,71

Total de monoterpenos 18,12

Monoterpenos hidrocarbonetos 17,94

Monoterpenos oxigenados 0,18

Total de sesquiterpenos 79,59

Sesquiterpenos hidrocarbonetos 32,17

Sesquiterpenos oxigenados 47,42

IRexp.= indice de Retencéo experimental, IRlit.= indice de Retencéo da Literatura (ADAMS, 2007).

A predominancia observada foi para compostos sesquiterpénicos (79,59%)

sendo os oxigenados com maior teor (47,42%). Os compostos monoterpénicos

apresentaram um teor de 18,12%, sendo 0s mais representativos a- € B-pineno com

11,07% e 6,57%, respectivamente (Grafico 7).
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Gréfico 7. Porcentagem de mono- e sesquiterpenos no 6leo essencial das folhas de Eugenia
adenocalyx (Amostra 7A).

O componente majoritario do 6leo essencial foi sesquiterpeno hidrocarboneto
E-cariofileno (26,31%). Outros constituintes presentes em teor elevado foram
valerianol (24,76%), guaiol (11,24%), B-eudesmol e elemol (3,87%).

O perfil cromatografico do éleo essencial € mostrado na Figura 30.
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Figura 30. Cromatograma de ions totais do 6leo essencial das folhas de E. adenocalyx (Amostra 7A).

Com base na literatura propdem-se uma possivel rota biossintética dos
principais monoterpenos e sesquiterpenos dos Oleos essenciais de E. adenocalyx

(DEGENHARDT; KOLLNER; GERSHENZON, 2009; KESZEI et al., 2010)

Estudos realizados com os volateis de E. patrisii ocorrentes na RFAD mostrou

uma composi¢ao quimica rica em sesquiterpenos sendo 0s majoritarios a-gurjuneno,
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germacreno D e E-cariofileno. Tragos de monoterpenos como a-e B-pineno foram
observados (OLIVEIRA, 2012). Os Oleos essenciais de Eugenia patrissi mostra uma
semelhanca com os 6leos essenciais das espécies estudados nesta dissertacao.

Em estudos realizados com E. citrifolia ocorrentes na RFAD foi possivel isolar e
caracterizar o 6xido de cariofileno (constituinte comum ao metabolitos secundarios de
Eugenia ocorrentes na RFAD) através de espectrometria de Ressonancia Magnética
Nuclear de *C e 'H, trabalho este realizado por membros do Grupo de Pesquisa de
Micromoléculas da Amazonia (NEQUIMA) em 2011.

E-cariofileno, a-copaeno e a-humuleno sdo encontrados com frequéncia nos
estudos da composicao volatil de Eugenia spp. sugerindo que eles podem fornecer
caracteres Uteis na compreensdo das relacbes filogenéticas entre espécies

estreitamente relacionadas (COLE; HABER; SETZER, 2007).

5.6. Comparacédo quimica entre as sete espécies de Eugenia spp. ocorrentes na
Reserva Florestal Adolpho Ducke.

As espécies E. magna, E. ramosii, E. feijoi, E. lisbonii, E. pseudopsidium e E.
marleneae apresentaram predominancia para compostos sesquiterpénicos
hidrocarbonetos com excecdo da E. adenocalyx, rica em compostos sesquiterpenos

oxigenados Grafico 8.
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Gréfico 8. Teor de mono- e sesquiterpenos das espécies de Eugenia spp. Coletadas
na RFAD.

O teor de mono- e sesquiterpenos dos Oleos essenciais das espécies de
Eugenia estudadas nas estacdes seca e chuvosa foram aproximadas. Os
monoterpenos ndo oxigenados apresentaram meédia de 3,22% com variancia de
0,36% na estacdo seca e 3,74% com variancia de 0,44% na estacdo chuvosa.
Comparando com os monoterpenos oxigenados a média no periodo seco foi de
1,06% com variacdo de 0,05%, enquanto que no periodo chuvoso foi de 0,97% com
variancia de 0,01%.

O teor médio dos sesquiterpenos hidrocarbonetos no periodo seco foi 52% com
variancia de 6% enquanto que no periodo chuvoso a média foi 49% com variancia de
7%. A média e a variancia para os sesquiterpenos oxigenados na estacao seca foi de
35% e 3% respectivamente, em comparacdo com 0s sesquiterpenos oxigenados na
estacdo chuvosa onde a média foi de 37% com variagdo de 6%. A andlise de

variancia (ANOVA) e o teste Tukey (5% de significAncia) revelou que ndo ha
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diferenciacao significativa entre as classes para 0s grupos coletados no periodo seco
e chuvoso.

O Coeficiente de Correlacao Linear de Pearson aplicado a todas as amostras
(Tabela 13) mostra as correlagdes quanto a similaridade quimica entre as mesmas. A
maior correlacdo observada foi para as Amostras 2, 3, 4 e 6. Na Amostra 2 (E.
ramosi) as amostras 2B-1 e 2B-2 (mesmo individuos/coletas diferentes)
apresentaram fator de correlacdo de 0,98, sendo estas Amostras muito similares em
relacdo a composi¢do quimica. A correlacdo entre os individuos correspondentes as
Amostras 2A e 2B revelou uma similaridade significativa entre 0s mesmos com
valores de correlacéo de 0,91 e 0,93.

Na Amostra 3 (E. feijoi) a similaridade entre as Amostras 3A e 3C apresentou
fator de correlacdo de 0,98, portanto com a quimica bastante similar, j& a Amostra 3B
nao apresentou fator de correlagcdo significativo (0,09 e 0,13 entre individuos
(Amostras 3B/3C e Amostras 3B/3A, respectivamente) conforme discutido no Tépico
5.5.3 (p. 75). As amostras de E. lisbonii apresentaram fator de correlacdo de 0,93
portanto uma correlacdo fortemente positiva. As Amostras 6A e 6B também
apresentaram similaridade significativa com fator de correlacéo de 0,89.

A maior correlacdo foi de 0,92 e 0,89 entre as Amostras 4A-2013/6B. Houve
outras correlacdes fortes, tais como: 0,82 (Amostras 4A/6A), 0,77 (Amostras 4A/5B) e
0,74 (Amostras 5B/6B).

Considerando as correlacbes de Pearson superiores a 0,50 com variacdo da
média de 21% (0,5 + 0,21 = 0,71) se observou uma correlacdo aproximada entre as
espécies:

-1A se correlaciona com 2A (0,80), 2B-1(0,70) e 2B-2 (0,75);

-2A se correlaciona com 6A (0,71);
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-4A se correlaciona com 5B (0,77), 6A (0,82) e 6B (0,92);

-5B se correlaciona com 6B (0,74).
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Tabela 13. Coeficiente de correlagdo de Pearson entre 0s espécimes e espécies estudados.

Espécies

E. magna

E. ramosii

E. ramosii

E. ramosii

E. feijoi

E. feijoi

E. feijoi

E. lishonii

E. pseudopsidium
E. pseudopsidium
E. marleneae

E. marleneae

E. adenocalyx

Amostras
1A
2A
2B-1
2B-2
3A
3B
3C
4a
5A
5B
BA
6B
7A

1A 2A 2B-1 2B-2 3A 3B 3C 4A 3A 3B BA 6B 7A
1
0,02 0,21 0,26 0,18 -0,01 -0,01 0,03 0,63 0,38 0,50 0,51 0,61 1
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5.7 Analise de similaridade quimica de Eugenia spp.

A andlise de similaridade quimica dos O6leos essenciais das espécies e
espécimes estudados revelou uma segregacao nitida entre as mesmas. A PCA das
intensidades relativas dos 133 constituintes identificados revelou uma segregacao por
espécie e por espécime [PC1, (44%) e PC2, (30%)]. A andlise detalhada do mapa de
loadings (PC1 vs PC2) evidenciou os sesquiterpenos S-elemeno, pogostol, 3-selineno,
a- e B-pineno como caracteristicos dos espécimes de E. feijoi (Amostras 3A e 3C).
Oxido de cariofileno, 6-elemeno, a-copaeno, a-cubebeno, E-calameneno, espatulenol,
epoxido de humuleno Il e ledol como caracteristico de E. magna (Amostra 1A), E.
ramosii (Amostras 2A e 2B) e de um individuo de E. feijoi (Amostra 3B). O grupo das
Amostras 4, 5, 6 e 7 teve a constituicdo quimica evidente pelos constituintes de E-

cariofileno, E-nerolidol e valerianol (Figura 31).

Bi-plot

PC-2 {30%)

08 05 04 03 02 01 NI 02 03 04 05 05 07 08 09

PC-1[44%)

Figura 31. Andlise das componentes principais (PCA) dos Oleos essenciais de Eugenia spp.
(Myrtaceae)

A Analise Hierarquica de Cluster (HCA) revelou separacdo nitida em trés
grupos e dois subgrupos (4+6/5+7) (Figura 32).

Grupo 1: Eugenia feijoi (3)
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Grupo 2: Eugenia magna e E. ramosii (1+2)

Grupo 3: Eugenia lisbonii, E. pseudopsidium, E. marleneae n. sp. e E.

adenocalyx (4+5+6+7)

Ward's methed using Squared Euclidean distance

TA-

B-elemeno, pogostol, B-selineno, a-e B-pineno

E-cariofileno, E-nerolidol, valerianol, &-cadineno,
o-selineno e a-humuleno

A~

oxido de cariofileno, 6-elemeno, a-copaeno, a-cubebeno, viridiflorol, espatulenol,
E- calameneno, ledol e epdxido de humuleno |l

Figura 32. Analise Hierarquica de Custer (HCA) dos 6leos essenciais de Eugenia spp Myrtaceae.

Em sintese observa-se:

-O Grupo 1 (Amostra 3) concentracao relativa de B-elemeno € estatisticamente

diferente dos 2 e 3;

-O Grupo 2 (Amostras 4,5,6 e 7) concentracao relativa de oxido de cariofileno &

estatisticamente de 1 e 3;

-O Grupo 3 (Amostras 1,2 e 3B) concentracdo relativa de E-cariofileno é

estatisticamente diferente dos Grupos 1 e 2.
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6. Concluséao

v

v

Estes estudo contribui para o conhecimento do perfil quimico das Eugenia
magna, E. ramisii, E. feijoi, E. lisbonii, E. pseudopsidium., E. marleneae. e E.
adenocalyx (Myrtaceae) ocorrentes na Reserva Florestal Adolpho Ducke,
através da andlise quimica dos 6leos essenciais das folhas, sendo o primeiro
relato da descricdo quimica volatil das espécies.

A analise quimica dos 0leos essenciais das sete Eugenia spp. possibilitou a
identificacdo de 118 constituintes quimicos, tendo predominancia para
compostos sesquiterpénicos 101 constituintes e 16 monoterpenos.

Os Oleos essenciais estudados apresentaram atividades biologicas, frente a
microoganismos Gram-positivos e Gram- negativos, foram citotoOxicos em
linhagem de celular de céancer humano sendo necesséarios estudos mais

avancados para comprovar tal eficacia.

v'Os dados obtidos nesta dissertacdo poderdo ser consultados para fins de

comparacao entre espécies de Eugenia ocorrentes na RFAD bem como de outras

regides, a fim de contribuir com o conhecimento da quimica volatil a cerca do

género e Familia Myrtaceae.
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Anexo 1. Constituintes dos 6leos essenciais de Eugenia spp.
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