UNIVERSIDADE PAULISTA - UNIP

PROGRAMA DE DOUTORADO EM
PATOLOGIA AMBIENTAL E EXPERIMENTAL

AVALIACAO BIOLOGICA E QUIMICA DOS OLEOS VOLATEIS
DE FOLHAS DE Iryanthera polyneura DUCKE
(MYRISTICACEAE) E A INFLUENCIA DOS FATORES
CLIMATICOS.

ERIKA RAMOS MARTINS

Tese apresentada ao Programa de
Pos-Graduacéao em Patologia
Ambiental e Experimental da
Universidade Paulista — UNIP, como
requisito parcial para a obtencéo do
titulo de Doutor em Patologia
Ambiental e Experimental, sob
orientacdo do prof(a). Dr(a). Ivana
Barbosa Suffredini

SAO PAULO
2018



ERIKA RAMOS MARTINS

AVALIACAO BIOLOGICA E QUIMICA DOS OLEOS VOLATEIS
DE FOLHAS DE Iryanthera polyneura DUCKE
(MYRISTICACEAE) E A INFLUENCIA DOS FATORES
CLIMATICOS.

Tese apresentada ao Programa de
Pos-Graduacéao em Patologia
Ambiental e Experimental da
Universidade Paulista — UNIP, como
requisito parcial para a obtencéo do
titulo de Doutor em Patologia
Ambiental e Experimental.

Orientadora: Prof(a). Dr(a). Ivana Barbosa Suffredini



Martins, Erika Ramos.

Avaliacao biolégica dos 6leos volateis de folhas de Iryanthera
polyneura Ducke (Myristicaceae) e a influéncia dos fatores climéticos /
Erika Ramos Martins — 2018.

120f. :il. color. + CD-ROM.

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pos Graduacéo
em Patologia Ambiental e Experimental da Universidade Paulista, S&o
Paulo, 2018.

Area de concentracéo: Patologia ambiental.
Orientadora: Prof.2 Dr.2 lvana Barbosa Sulffredini.

1. Andlise de correspondéncia. 2. Clima. 3. Iryanthera polyneura.
4. Floresta Amazénica. |. Sulffredini, lvana Barbosa (Orientadora).
I. Titulo.

Ficha elaborada pelo Bibliotecario Rodney Eloy CRB8-6450




\
A minha familia
pelo amor, apoio e incentivo,

dedico.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, pelo dom da vida, por cuidar de mim, por me
socorrer nos momentos dificeis e por colocar pessoas tdao maravilhosas no meu
caminho

A Universidade Paulista — UNIP, que desde a graduacdo sempre me levou as
melhores oportunidades para minha formacao profissional e agora me
proporcionou a bolsa de Doutorado e que permitiu que tudo se tornasse
realidade

A coordenadoria do Programa de Pds-Graduacdo em Patologia Ambiental e
Experimental, na pessoa de seu coordenador, Mario Mariano por todo apoio
conferido durante o desenvolvimento do projeto de Doutorado.

Ao Nucleo de Pesquisas em Biodiversidade, pela infraestrutura fornecida para a
realizacdo desse trabalho.

A Dra. lvana Barbosa Suffredini, pela orienta¢ao, por todos os ensinamentos,
protecao, amizade, respeito e pela qual tenho imenso carinho e admiracao.

A todos os professores do Programa de Pés-Graduacao em Patologia Ambiental
e Experimental que me mostraram um novo mundo com disciplinas que me
tiraram da minha zona de conforto e assim me fizeram crescer profissionalmente.

Ao meu amigo Jefferson de Souza Silva que me ajudou com toda técnica e muitas
risadas no laboratério.

Aos meus alunos de Iniciacao Cientifica Elielson Rodrigo Silveira e Matheus
Potsclam Barro que realizaram muitos experimentos e se comportaram muito
bem no laboratério.

Ao Matheus Luis Barradas Paciencia e ao Sergio Alexandre Frana pela
contribuicdo da coleta, andlises e conversas sobre os diversos trabalhos na area
da biologia.

Ao Laboratdério ThoMSon de Espectrometria de Massas da UNICAMP, em especial
ao Dr. Marcos Nogueira Eberlin, que aceitou de imediato a colaborag¢ao, a Dra.
Damila Rodrigues Morais e ao Professor Dr. José Luiz Costa pela realizagao das
analises no espectrometro de massa que foram fundamentais para a elaborac¢ao
desse trabalho.



Aos meus amigos Barbara, Fernando, Thaisa (Tata), Paulo, Raphael e Renato que
me ajudaram durante todo o processo ora nas analises ora nas festas que me
distraiam e me fazia sentir um pouco mais leve.

A minha familia, em especial ao meu pai, 8 minha ma3e e ao meu irm3o, por tudo
gue fizeram e fazem por mim, pelas palavras de incentivo, pelas oragdes, pela
paciéncia, pelo amor incondicional, pelo carinho tao necessario nessa fase, enfim,
por estarem sempre ao meu lado.

Ao meu esposo e companheiro Henrique, que muitas vezes ouviu minhas

lamentagdes e reclamagdes, sempre me incentivou e me acompanhou no passo-
a-passo desta minha linda caminhada. Sem vocé, eu nao teria conseguido.

Amo voceés.

Agradeco a todos aqueles que, de forma direta ou indireta, contribuiram para a
realizacdo deste trabalho.

Sou eternamente grata!



Sou como vocé me vé.
Posso ser leve como uma brisa ou forte como uma ventania.
Depende de quando e como vocé me vé passar.

Clarice Lispector



Sumario

RESUMO ...ttt ettt et bt et e st bt e be s bt et e sbeeat et e sbeebesbeeaeenbens 10
AB STRACT ettt ettt s h et bt et et s bt et e s bt et e st e eat e besbeeat e besaeenee e 11
L. INTRODUGAO ........ovoveeieeteteeeete ettt et sttt s et et te s et et sessessaeseases et esess et etesessssesenessssnsesens 11
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt eve s sesas s ssn s ssansnsanes 12
2.1 FIOresta AMQAzZONICa ..........cooiuiieiiieiiiiieeiee et stee s tee et e e st e e it e sabe e sbee e sabeesbeesaneeesaneeennnens 12
2.2 Histdrico das plantas medicinais..............cccoociiiiiiiiii e 15
2.3 Metabolitos SECUNAANIOS.............cocuiiiiiiiiiiieeeeeeeee et 18
2.4 Oleos volatéis e sua fungao Na Planta ..............ccceeueiieieieiieiiecece e 22
2.5 MYFISEICACEAG RuBI. ... ..t e e e e e e s s s s abeaaeeeesssnnaanns 24
2.6 Iryantherd (A.DC.) Warb.............c.ooooiiiiiie ettt tae et e s 27
2.7 Iryanthera polyneurd DUCKE ..............coccveeiieiiiiieiiciiieeccieee et e e sitee e esatee e e ssaeee e e snaneaeeans 33
2.8 Influéncia do clima na producdo de metabdlitos secundarios em espécies produtoras
0@ BlEOS VOIALEIS ...ttt st sttt sb e s s 34
3L OBUETIVIOS.....ccce s s s 36
0 B 0] 1= ALY o L =T - 1L PSR 36
3.2 Objetivos @SPECITICOS..........uiiiiiiie e arae s 36
4. MATERIAL E METODOS..........cvuuiiiiiiiieiesietsesse ettt 37
4.1 Coleta de Plantas.............ooouiiiiiiiiie e e et e e e e e e e e abre e e e ares 37
4.2 Obtengdo dos 0leos VOIALEIS ............ccueiiieiiiiie e e 39
4.3 Preparo das amostras e substancias padrao para os ensaios bioldgicos ....................... 41
4.4 Ensaio da atividade antimicrobiana por microdiluigdo em caldo.................c..ccueee. 41
4.5 Ensaio da atividade antitumoral (CitotoXica) ..........cccovvvieiiviiiiiiiiie e 42

4.6 Analise dos dleos volateis por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de

MASSAS (CG-EM) ....oooiiiiiiiiiiiee ettt ettt eetre e e e eetre e e e eebaeeeeetreeeesetsaeeesnsbeeeesnsreeaesnns 43
4.7 Obtengdo do INdice de RELENGAOD ............ccovvviiieieeeeeeeeeeeeeete ettt 44
4.8 Delineamento experimental ............ocoovviiiiiiiiiiiiiiie e 44
4.9 Andlise matematica @ estatistica ...........cccoviiiiiiiiiii i 46
5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt 48
6. ARTIGO ..ottt b et b et n e 57

6.1 Avaliacdo quimica de Iryanthera polyneura Ducke e a interagdo dos 6leos
voléteis das folhas com 0s fatores ClimatiCoS .......cocevvveeiieinenecereee e 57

6.2 Avaliacdo biologica de Iryanthera polyneura Ducke e a interacao dos 6leos
volateis das folhas com 0s fatores ClimatiCoS. .....ceeveiveineinerceeee e 84

Andlise matematica e estatistiCa ..............ooevvviiiiiiii 93



7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oooiieieieeeeeeteeesies e sessaes s 111

APENDICE L.t s et es st sa s asssssnsssasssnsssanannanes 121
ANEXO Lottt sttt e b e bt e s h e s ae e et e bt e bt e sht e sat e s be e be e be e beenaeas 124

Certificado do Comité de ética da UNIP ..........cccoveininninnineeeeeeeree s 124
ANEXO 2 ettt b e et s h et bttt eh et e she et b sat e te s aeetents 125

Espectros de massa dos compostos que nao foram identificados ................... 125



Resumo

RESUMO
O Brasil apresenta uma flora bastante diversificada, com vegetacdes de

diferentes caracteristicas e muitos principios ativos ainda desconhecidos.
Estudos fitoquimicos anteriores com o género Iryanthera demonstraram seu
potencial antioxidante e a presenca de compostos que podem apresentar
propriedades antibacterianas em algumas espécies. Estes conhecimentos
serviram de incentivo para os estudos com Iryanthera polyneura. O objetivo
deste trabalho foi estudar a variacao temporal qualitativa e quantitativa dos 6leos
volateis de Iryanthera polyneura Ducke (Myristicaceae), avaliar a atividade
antimicrobiana e antitumoral destes Oleos e a interacdo da sintese dos o6leos
volateis com os fatores climaticos. Foram obtidas amostras periddicas de trés
individuos da espécie, extraindo-se os 6leos volatéis a partir dos mesmos
durante dois anos. Posteriormente foram realizadas as analises antimicrobianas
(CIM), ensaio de citotoxicidade (ICso0), analise quimica por cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e as andlises estatisticas de
componentes principais (ACP), analise de correspondéncia (AC), andlise de
correspondéncia candnica (ACC) e ANOVA. Segundo as analises realizadas,
observou-se que nos rendimentos dos 6leos volateis houve uma variacao entre
a composicao dos compostos volateis dos trés individuos. Quanto a composi¢cao
quali e quantitativa, a ocorréncia de espatulenol, a-cadinol e t-muurolol como
compostos majoritarios é comum aos trés individuos. As variaveis climéticas
analisadas (umidade relativa, precipitacdo, temperaturas diarias minima, média
e maxima, insolacdo, velocidade do vento e evaporacao) influenciaram a
composicdo dos o6leos volateis. Foi possivel observar atividade antibacteriana
significativa para os 6leos obtidos de I. polyneura, em particular para as bactérias
Gram-positivas. De modo geral, os 6leos apresentaram-se mais toxicos para as
células de tumor de prostata do que contra células de tumor de mama. Além
disso, houve diferencas relacionadas a cada um dos individuos de |. polyneura
estudados: embora todos tenham apresentado atividade antibacteriana e
citotoxica, a pequena variacdo quali e quantitativa na composi¢cdo dos Oleos
volateis de cada um dos individuos fez com que houvesse diferenca nas
respostas das atividades bioldgicas observadas.

Palavras — chave: ACP, AC, ACC, clima, Iryanthera polyneura, Floresta

Amazobnica.



Abstract

ABSTRACT
Brazil presents a very diversified flora, with vegetation of different characteristics

and many active ingredients still unknown. Phytochemical studies with essential
oils and extracts from plants belonging to the genus Iryanthera demonstrated
antioxidant and antibacterial properties. The aim of the presente work was to
evaluate the qualitative and quantitative variation of the essential oils of
Iryanthera polyneura Ducke (Myristicaceae) and to evaluate the antimicrobial
activity of the essential oils and the interaction of the synthesis of the volatile oils
with the climatic factors. Three specimens of the species were collected for two
years. Biological analyses (MIC), cytotoxicity tests (ICso), chemical analyses by
GS-MS and the statistical multivariate analyses of componentes princial analysis
(PCA), correspondence analysis (CA), canonical correspondence analysis (CCA)
and ANOVA. According to the analyzes, the differences in the yields of the volatile
oils showed a variation between the composition of the volatile compounds of the
three individuals. The qualitative and quantitative composition, the occurrence of
espatulenol, a-cadinol and t-muurolol as major compounds is common to all
three individuals, but they occur in different concentrations. The climatic variables
analyzed (relative humidity, precipitation, minimum daily temperatures, medium
and maximum, insolation, wind speed and evaporation), influenced the
composition of the volatile oils. It was possible to observe significant antibacterial
activity for the oils obtained from I. polyneura, in particular for Gram-positive
bacteria. In general, the oils were more toxic to prostate tumor cells than to breast
tumor cells. In addition, there were differences related to each of the individuals
of I. polyneura studied: although all presented antibacterial and cytotoxic activity,
the small qualitative and quantitative variation in the composition of the volatile
oils of each one of the individuals caused that there was difference in the

responses of the activities observed.

Keywords: Amazon Rainforest, APC, CA, CCA, climate, Iryanthera polyneura,

principal component analysis.



INTRODUGAO GERAL

1. INTRODUCAO

As plantas sdo uma fonte importante de produtos naturais biologicamente
ativos, dos quais derivam diversos farmacos comercializados no mundo inteiro.
A area de produtos naturais presume a enorme diversidade em termos de
estrutura e de propriedades fisico-quimicas e biologicas desses produtos
encontrados na natureza. Apesar disso, os dados disponiveis indicam que
somente uma porcentagem das plantas ja foram estudada quanto ao seu
potencial medicinal.

A familia Myristicaceae € constituida por 18 géneros e aproximadamente
500 espécies, com distribuicdo pantropical. A Bacia Amazénica € o centro de
diversidade da familia no continente sul-americano, onde certas espécies séo
muito comuns (PAULO, 1983, SILVA; SILVA, 2008; MORAIS et al., 2009),
principalmente, por apresentam propriedades medicinais nos 6leos volateis que
séo sintetizados pelo vegetal.

Algumas pesquisas relativas a composicao quimica dos 6leos volateis de
Iryanthera tém sido realizadas, em alguns casos, relaciona com a atividade
biolégica, mas néo justifica quais fatores podem interferir nessa interacao do
vegetal e a possivel atividade bioldgica de seus O6leos. Contudo, algumas
guestBes ainda ndo sdo bem compreendidas, principalmente no que tange a
interacbes do vegetal com o meio ambiente. Qual a variacdo qualitativa e
quantitativa dos terpenos dos 6leos volateis de Iryanthera polyneura? Qual a
influéncia dos fatores climéaticos sobre a producdo dos terpenos da espécie?
Qual a relacdo entre a sazonalidade e os terpenos? Existem diferencas de
ocorréncia dos principais compostos em cada individuo? Os Oleos volateis
apresentam atividade antimicrobiana? Os 6leos volateis apresentam atividade
citotoxica? Existe relacao entre os terpenos e as atividades biologicas? Como as
diferencas sazonais influenciaram a producéo de terpenos e consequentemente
a atividade biolégica?

Para procurar responder a estas questdes, analises que relacionam o tipo
e a porcentagem de ocorréncia de terpenos a medidas de variaveis climaticas

obtidas para a regido de coleta do material vegetal, além de resultados obtidos
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INTRODUGAO GERAL

de analises antimicrobianas e citotoxicas dos 6leos foram feitas. Metodologias
de analise multivariada foram necessarias para esse fim. Dessas andlises, o
estudo da importancia dos terpenos para Iryanthera polyneura e sua relagdo com

0 meio ambiente foi avaliado.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Floresta Amazbnica

Biodiversidade ou diversidade biologica € a variedade de espécies, genes
e ecossistemas de uma determinada area (BARBERI, 2010). O Brasil esta entre
0s 12 paises com maior biodiversidade do mundo (OLSON; DINERSTEIN, 1998;
MYERS et al. 2000; OLSON et al. 2001), contando com aproximadamente um
terco das florestas tropicais remanescentes no globo (PAS, 2008). Em seu
territério encontra-se parte da Amazoénia, uma Floresta Tropical reconhecida
como a maior e mais diversificada floresta do planeta considerando todas as
formas de vida (TURNER, 2001).

A Amazbnia abriga um numero expressivo de espécies de animais e
plantas. Os levantamentos mais recentes indicam a existéncia de
aproximadamente 40.000 espécies de plantas, 427 mamiferos, 1.294 aves, 378
répteis, 427 anfibios e cerca de 3.000 peixes (SILVA; RYLANDS; FONSECA,
2005). Atualmente, estima-se que a flora desconhecida na Amazobnia esta
subestimada e que a biodiversidade vegetal provavelmente inclui pelo menos 3
vezes mais espécies de plantas do que atualmente sdo conhecidas (HOPKINS,
2007), muitas das quais sdo endémicas deste bioma (FERREIRA, 2017). Além
disso, a floresta Amazb6nica tem um papel fundamental na ciclagem de agua e
carbono (SAATCHI et al., 2007) do planeta.

A Floresta Amazonica possui a maior extensdo de floresta tropical do
mundo, com aproximadamente 6.000,000 quildmetros quadrados, sendo que
mais da metade encontra-se em territorio brasileiro (PIRES; PRANCE, 1985). E
reconhecida na literatura cientifica como um conjunto vegetal de caracteristicas
bem definidas, que se estende dos Andes até o Oceano Atlantico como um

verdadeiro mosaico de ecossistemas. Na Amazo6nia, muitas areas sao formadas
12



INTRODUGAO GERAL

por mosaicos de fisionomias vegetais, com diferentes conjuntos de espécies de
plantas que ocorrem em diferentes substratos (PITMAN et al., 2001; NOVAES
FILHO et al., 2007).

As inumeras fitosionomias dessa floresta fazem-na uma provincia
fitogeografica complexa e heterogénea, caracterizada pela floresta tropical
Uumida de grande biomassa, que interage com os diversos tipos de solos, quae
sempre acidos e pobres em nutrientes, bem como pelas variagdes no regime de
chuvas (Pires-O’Brien; O’Brien, 1995; Ribeiro et al., 1999).

Na definicdo segundo Rizzini (1997), floresta de terra-firme, é a floresta
pluvial de grande porte localizada em planaltos pouco elevados, planos,
ondulados ou recortados por cursos d’agua, nao sujeitos a inundagdes, cujo
substrato € de areia mais ou menos argilosa, amarelada ou avermelhada,
podendo, em varios pontos, ser argiloso e feértil. Tal definicdo corrobora com o
sistema de classificacdo de Veloso et al. (1991), em que as florestas de terra-
firme sdo descritas como florestas ombréfilas, onde se incluem, as florestas
ombrofilas abertas com bambus, cipos e palmeiras.

Vale ressaltar que, segundo Aziz Ab’Saber (2005), a terra-firme néao é
igual em toda parte, tendo grande continuidade e homogeneidade nos tabuleiros
ondulados da Amazoénia e modificacdes setoriais em diversos pontos devido ao
contraste nos solos aflorantes. As vezes, aparecem pequenos setores nos quais
se verifica a existéncia de muita areia e onde a floresta ndo entra: campinas,
campinaranas e réstias de cerrado em terracos arenosos. Esses fatores afetam
diretamente na distribuicdo e presenca das espécies.

As florestas de terra-firme cobrem, aproximadamente, 90% da Amazonia
brasileira (PIRES, 1973; BRAGA, 1979) e representam uma &area nao
inteiramente continua, podendo ser interrompida por vegetacao ndo arbérea.
Fisionomicamente, apresenta uma paisagem muito uniforme, mas quando
estudada em detalhes, mostra constante variagdo em relagdo a composicéo
botanica.

Essa tipologia de plantas € a mais representativa da floresta amazonica,
caracterizada principalmente pela alta riqueza de espécies e diversidade, com

poucos individuos de cada espécie e, geralmente, alta diversidade floristica entre
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parcelas adjacentes (FERREIRA; PRANCE, 1998; CONDE; TONINI, 2013).
Segundo Oliveira e Amaral (2004) ha cerca de 240 espécies em um hectare de
floresta de terra firme em Manaus, evidenciando a alta diversidade desta
fitofisionomia.

Braga (1979) destaca ainda algumas caracteristicas complementares que
podem ser ressaltadas para a floresta de terra-firme, como: presenca de raizes
expostas; forma irregular de caules sulcados, retorcidos, enrugados, fendidos,
escandentes, epifiticos e estranguladores; maneiras de reproducdo e
restauracdo; plantas anuais; plantas umbrdfilas, e arvores que s6 crescem em
clareiras abertas.

A Amazodnia esta situada na regiao equatorial e possui um clima quente e
umido, onde é possivel identificar duas estacdes do ano, a primeira € dominada
por chuvas de verdo austral (de janeiro a marco) ao sul, enquanto ao norte
ocorrem precipitacdes maiores durante o verdo boreal (de maio a julho) e a outra
seca (julho a dezembro) (AB-SABER, 2003). O clima da Amaz6nia deve-se a
mistura e a combinacdo de varios fatores, sendo o mais importante a
disponibilidade de energia solar.

Desde a descoberta do Brasil em 1500 as matas brasileiras sofreram uma
invasdo devastadora, seja em decorréncia do desenvolvimento urbano, das
induUstrias, do avanco da agropecuaria em areas naturais ou da extracdo de
recursos diretos da natureza, como madeira. A diversidade vegetal que constitui
os diversos habitats da Floresta Tropical Amazénica ainda é pouco conhecida e
a destruicdo desse patrimonio implicara na perda de espécies com potencial de
aplicacao em areas de interesse humano, como agricultura, industria e medicina.
Vale ressaltar que € diretamente proporcional a alta diversidade biolégica com a
diversidade quimica sugerindo uma possibilidade maior dessa floresta conter
compostos com atividade terapéutica (SUFFREDINI; DALY, 2001).

14
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2.2 Historico das plantas medicinais

A utilizacdo das plantas como medicamento € muito antiga e data dos
primordios da civilizacdo. Na China, ha registros de cultivo de plantas medicinais
gue datam de 3.000 a.C.; os assirios e hebreus também as cultivavam em 2.300
a.C. e produziam vermifugos, purgantes, cosméticos, diuréticos e produtos para
embalsamar, entre outros. Registros histéricos relativos a utilizacdo de plantas
para tratamento de doencgas sao descritos no manuscrito Egipcio “Ebers Papirus”
(1.500 a.C.), que apresenta cerca de 800 prescricdes e 700 drogas, e que
contém os nomes, as doses e as indicacbes sobre 0 uso das plantas para o
tratamento de doencas. Algumas dessas plantas sao utilizadas até hoje, como o
ginseng (Panax spp.), que auxilia o aumento da imunidade e o capim-liméo
(Cymbopogon citratus (DC.) Stapf), de acédo bactericida. Hipocrates (460-377
a.C.), o “Pai da Medicina”, escreveu sobre doengas e os remédios feitos com
plantas para combaté-las (NOLLA; SEVERO; MIGOTT, 2005).

Plantas medicinais com atividade antimicrobiana sdo usadas pela
humanidade ha milénios para o tratamento de doencas infecto-contagiosas
(CARSON et al. 2006; GONCALVES et. al. 2008; JULIAO et al. 2009), doencas
de pele (DA SILVA et al. 2012), problemas gastrointestinais (ROZZA et. al. 2011)
e doencas ligadas ao sistema nervoso central (COSTA et. al. 2011), além de
algumas plantas apresentarem atividade antioxidante (GOMES et al. 2013;
CAMPELO et al. 2011).

Os primeiros europeus que chegaram no Brasil se depararam com uma
grande quantidade de plantas medicinais em uso pelos povos indigenas que aqui
viviam. Os conhecimentos sobre a flora local acabaram se fundindo aqueles
trazidos da Europa e os escravos africanos deram sua contribuicdo com 0 uso
de plantas oriundas da Africa. A percepgéo sobre o poder curativo de algumas
plantas é uma das diversas formas de relacdo entre homens e plantas, e as
praticas relacionadas ao uso tradicional de plantas medicinais sdo 0 que muitas
comunidades tém como alternativa para a manutencéo da saude ou o tratamento
de doencas (AMOROZO, 2002).

15
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Estudos realizados entre populacfes tradicionais da Amazonia confirmam
a utilizagao intensiva da flora nativa para um amplo espectro de atividades. Em
alguns locais da Amazonia peruana e boliviana, bem no Maranhdo, Amazonas e
Acre, 0 aproveitamento das espécies arbdreas pode variar de 65 a 85% da flora
local para alimentacao, remédio, construcao e combustivel, além de ferramentas
de caga e pesca, cestas e adornos usados em rituais religiosos (SUFFREDINI;
DALY, 2001).

Em 1988, o botanico norte-americano Richard Schultes ja havia
documentado o uso de cerca de 2.000 plantas medicinais pelos indios da
Amazonia colombiana para diversos fins, como atividades cardiovasculares,
vermifugas, contraceptivos, inseticidas entre outros (Quadro 1) (SCHULTES,
1988). No Brasil, o etnobotanico William Milliken e colaboradores descobriram
gue cerca de 15% das espécies de arvores acima de 10 centimetros de diametro
encontradas em um hectare eram usadas como plantas medicinais (MILLIKEN
et al.1992).

QUADRO 1: Algumas plantas utilizadas popularmente pelos povos da Amazdnia. (Adaptado de
SUFFREDINI; DALY, 2001).

Nome popular Familia Nome cientifico Finalidade
Acapurana Fabaceae Campsiandra comosa Afeccdes bucais
Benth.
Contra sifilis e
intoxicagao
Anabi Gentianaceae Potalia amara Aubl. al[mentar. E tambem
utilizada contra
envenenamento por
mandioca
Andiroba Meliaceae Carapa guianensis Aubl. Antiinflamatério
Carapanatiba Apocynaceae Aspidosperma  nitidum | Contra febre, maléaria
P pocy Benth. ex Mull.Arg. e afeccbes do figado
L Paralisacéo dos
. espécies de| ° .
Curare Menispermaceae . musculos estriados,
Menispermaceae . - .
incluindo o diafragma
Estimulante sobre o
sistema Nnervoso
central, possuiu
Guarana Sapindaceae Paullinia cupana Kunth propriedades
antidiarréicas,
diuréticas e
febrifugas
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Nome popular

Familia

Nome cientifico

Finalidade

Melao-de-séo-
caetano

Cucurbitaceae

Momordica charantia L.

Regularizar o fluxo
menstrual, contra
colicas intestinais e
para combater a
leucorréia

Muirapuama

Olacaceae

Ptychopetalum olacoides
Benth.

Afrodisiaco e tbnico,
para tratar doencas
do sistema nervoso,
reumatismo e
nevralgias

Pega-pinto

Nyctaginaceae

Boerhavia paniculata
Rich.

Contra hepatite

Pinipisa, lluichu ou

Antipirético e
antiinflamatorio, e
como  compressas

. Acanthaceae Justicia pectoralis Jacq.
lancetilla em hematomas. E
afrodisiaca e
aromatica
uina ou quassia- . .
Q do-brcrllsil Simaroubaceae Quassia amara L. Contra sarampo
. Sambucus peruviana
Sabugueiro Adoxaceae P Contra catapora

Kunth.

Cicatrizante de
lesbes e feridas e
internamente  para

Sangue-de-drago Euphorbiaceae Croton lechleri Mll. Arg. | tratar Ulceras,
hemorragias e varios
problemas do
sangue

Ucuuba-chico-de-

Osteophloeum

assis Myristicaceae platyspermum (Spruce Contra asma
ex A.DC.) Warb.
Uncaria guianensis Antiinflqmatério, anti-
. (Aubl) J.F.Gmel. e U, |reumatico,
Unha-de-gato Rubiaceae contraceptivo, contra

tomentosa (Willd. ex
Roem. & Schult.) DC.

Ulceras gastricas e
tumores

O avanco ocorrido na é&rea cientifica permitiu o desenvolvimento de

fitoterapicos confiaveis e eficientes, embora ainda faltem estudos cientificos que

comprovem a utilizagdo segura e eficaz de varias plantas (VIEIRA et al., 2010).

O Brasil apresenta uma flora bastante diversificada, com vegetacdes de

diferentes caracteristicas e muitos principios ativos ainda desconhecidos, o que

justifica o crescimento significativo de estudos com produtos de origem vegetal

objetivando a obtencdo de novos potenciais fitoterapicos (CALIXTO, 2003;
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NAPOLITANO et al., 2005). Além disso, € considerado o0 pais mais rico em
biodiversidade, atualmente sao reconhecidas em torno de 46.000 espécies para
a flora brasileira (FLORA DO BRASIL, 2018), das quais poucas foram estudadas
em termos bioldgicos, quimicos e farmacolégicos.

Diante disso, varios programas de pesquisa de novas drogas tém sido
organizados no mundo, inclusive no Brasil. Dentre eles esta o trabalho
desenvolvido pelo Nucleo de Pesquisas em Biodiversidade da Universidade
Paulista, que, desde 1997, estabeleceu um projeto de estudos em grande escala
da riqueza vegetal amazonica, com vistas a identificacdo de extratos vegetais
ativos contra tumores e agentes infecciosos. Nos ultimos cinco anos, um projeto
visando ao estudo dos Oleos volateis de um grupo restrito de espécies foi
estabelecido paralelamente ao projeto inicial, projeto Rio Negro, de prospeccéo
na UNIP. O presente trabalho encontra-se vinculado ao referido projeto, no caso,

abordando a espécie Iryanthera polyneura, uma Myristicacea.

2.3 Metabolitos secundarios

Os metabdlitos secundarios, dos quais os 6leos volateis fazem parte, sdo
compostos organicos presentes em células especializadas, atuando como
sinalizadores na interacdo das plantas com seu ambiente, considerando as
relacbes com os fatores bidticos e abibdticos (VERPOORTE, 2000). Séo
originados a partir de produtos intermediarios das vias metabdlicas principais,
responsaveis pela producdo de acucares, lipideos e proteinas.
Caracteristicamente, possuem alta plasticidade genética e diversidade quimica,
que possibilitam as plantas adaptar-se as demandas do ambiente,
continuamente variavel (HARTMANN, 2007).

A producdo desses componentes tem diversas fungbes, como por
exemplo, proteger a planta contra herbivoros, atague de patégenos, bem como
beneficid-la na competicdo com outros vegetais. Além disso, podem favorecer a
atracdo de polinizadores, de animais dispersores de sementes, bem como micro-
organismos simbiontes. Acrescidos a estes fatores bioticos, a producédo de

metabdlitos secundarios também protege o vegetal de influéncias externas,
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como temperatura, umidade, protecao contra raios UV e deficiéncia de nutrientes
minerais (ALVES, 2001; PERES, 2004; SIMOES et al. 2010).
Independentemente da sua origem, houve um processo seletivo que fez com
que as plantas produzissem tais substancias em quantidade suficiente para
interagir com animais ou outras plantas (SUFFREDINI; DALY, 2001).

As funcdes ecoldgicas dos metabdlitos secundarios sobre as plantas que
0s produzem sugerem gue 0S mesmos possam atuar similarmente com efeitos
medicinais em humanos, de forma que produtos envolvidos na defesa vegetal
contra micro-organismos patdégenos, através de mecanismos de citotoxicidade,
podem ser Uteis como medicamentos antimicrobianos em humanos, assim como
as substancias envolvidas na defesa contra herbivoria através de acédo
neurotoxica podem ter efeitos benéficos sobre humanos, atuando como
antidepressivos, sedativos, relaxantes musculares ou anestésicos (BRISKIN,
2000).

Existem trés grandes grupos de metabdlitos secundarios: compostos
fendlicos, terpenoides e alcaloides (Figura 1), utilizados na defesa contra
estresses bidticos e abidticos (TAIZ; ZEIGER, 2009). Os compostos fendlicos
sdo derivados do acido chiquimico e acido mevalbénico. Os terpenoides sao
produzidos a partir do acido mevalbnico (no citoplasma) ou do piruvato e 3-
fosfoglicerato (no cloroplasto). Os alcaloides sédo provenientes de aminoacidos
aromaticos (triptofano, tirosina), os quais sao derivados do acido chiquimico e de
aminoacidos alifaticos (ornitina, lisina). Flavonoides, taninos e ligninas fazem
parte dos compostos fendlicos; Oleos volateis, saponinas, carotenoides e a
maioria dos fitoreguladorres séo terepenoides; nicotina, cafeina e vincristina séo
alguns exemplos de alcaloides (ALVES, 2001; PERES, 2004).
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FIGURA 1: Via de biossintese dos metabdlitos secundarios.
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Possivelmente, os metabdlitos secundarios estdo envolvidos com
processos de coevolugéo entre os animais polinizadores e as plantas polinizadas
(FRIBERG et. al. 2013), levando algumas espécies a profunda dependéncia
desse tipo de procedimento evolutivo.

Alguns metabdlitos secundarios de origem vegetal que séo utilizados pelo
homem para o tratamento de doengas sdo: morfina, um alcaldide extraido dos
frutos de Papaver somniferum L. (papoula), por sua forte acdo analgésica,
(HARTMANN, 2007) receitada para o alivio da dor moderada a forte causada
pelo cancer e promocédo de sensacao de bem-estar (HANKS et al. 2001); taxol,
um diterpeno extraido das cascas de Taxus brevifolia Nutt. (MACIAS et al. 2007),
vinblastina e vincristina, alcaloides extraidos de Catharanthus roseus (L.) Dom,
aplicados no tratamento antitumoral; quinina, um alcaloide extraido de Cinchona
officinalis L., e artemisina, um sesquiterpeno extraido de Artemisia annua L.,
aplicados no tratamento da malaria (CROTEAU et al. 2000).

No decorrer dos anos, o papel dos compostos bioativos extraidos de
vegetais é cada vez mais considerado relevante na economia mundial. H4 pouco

tempo somente algumas pequenas empresas se interessavam por plantas
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medicinais, ao passo que atualmente empresas multinacionais estao investindo
nessa area ja que os numeros sao crescentes.

Acredita-se que, em paises em desenvolvimento, 65 a 80% da populacéo
dependa exclusivamente das plantas medicinais para cuidados basicos de
salde, sendo até 80% da populacdo na Africa, 71% no Chile e 40% na Colémbia
(AGRA, M.F. et al. 2008). Esse é frequentemente o Unico recurso disponivel as
comunidades carentes, em geral compostas por habitantes de paises tropicais
que apresentam enormes barreiras geograficas e financeiras de acesso a
medicamentos alopaticos.

A importancia da busca de novos medicamentos entre os produtos
naturais pode ser justificada pelas pesquisas que evidenciam os ndmeros que
envolvem esses produtos naturais. Por exemplo, entre as décadas de 1950 a
1980, o National Cancer Institute (EUA) pesquisou cerca de 600 mil compostos,
dentre os quais 114 mil eram extratos de produtos naturais, encontrando 42
extratos que acabaram resultando em drogas aprovadas pelo Food and Drug
Administration (FDA). Jaem 1990 US$ 15 bilhdes foram as cifras desse comércio
(SUFFREDINI; DALY, 2001). Pesquisas revelaram que em 1997 o mercado
europeu atingiu cerca de US$ 7 bilhdes, sendo a Alemanha responséavel por
cerca de 50% desse valor (US$ 3,5 bilhdes), seguida pela Franca (US$ 1,8
bilhdo), Italia (US$ 700 milhdes), Reino Unido, (US$ 400 milhdo), Espanha (US$
300 milhdes) e Holanda (US$ 100 milhdes). No entanto, em nenhum outro pais
este mercado € tdo promissor como nos EUA que, em 1996, movimentava cerca
de US$3,2 bilhdes (CALIXTO, 2000). Em 2000 cerca de US$ 6,3 e US$ 8,5
bilhdes foram movimentados no mercado com agentes terepéuticos nos EUA e
na Europa, respectivamente (SIMOES; SCHENCKEL, 2002).

No Brasil, a Associacao Brasileira de Empresas de Fitoterapicos (Abifisa)
estima um mercado interno de R$ 700 milhdes a R$ 1 bilhdo. Durante o periodo
de 1981 a 2002, 61% dos 877 novos farmacos desenvolvidos foram provenientes
de produtos naturais ou de substancias desenvolvidas a partir deles (NEWMAN
et al. 2003). Ja Freitas (2007) calculou que o segmento de agentes fitoterapicos
brasileiros faturou, no periodo de 2003 a 2006, o valor de US$ 1,086 bilhdes. De

acordo com Hasenclever et al. (2009), o segmento de agentes fitoterapéuticos
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teve um aumento acelerado do faturamento, que foi de 10% no ano de 2005 e
superior a 18% no ano de 2006.

De acordo com os registros da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA), o ultimo levantamento do numero de fitoterapicos registrados foi
realizado em 2011, havia 382 medicamentos fitoterapicos registrados no Brasil,
sendo 357 medicamentos fitoterapicos simples (apenas uma espécie vegetal
empregada como ativo) e 25 compostos (com mais de uma espécie vegetal
empregada como ativo) (ANVISA, 2018).

Considerando a diversidade da flora amazbénica, o nUmero de espécies
vegetais que apresentam metabdlitos secundérios com potencial fitoterapico e
que ainda ndo foram estudadas é grande, transformando o Brasil, em particular

a Floresta Amazo6nica, em um celeiro de novas descobertas.

2.4 Oleos volatéis e sua funcéo na planta

A utilizacdo de o6leos volateis, bem como outras formas alternativas de
tratamento médico, vem demonstrando grande popularidade desde a década de
1990. As razbGes para esse crescimento incluem diminuicdo de novas
substancias antimicrobianas sintéticas, consideradas potencialmente téxicas e
com efeitos colaterais evidentes no paciente (MAREGESI et al. 2008; SILVA
JUNIOR. et al. 2009).

Os 6leos volateis sdo misturas de substancias volateis (de 20 a 200
componentes), sollveis em solventes organicos apolares, em geral odoriferas,
obtidas por arraste a vapor d’agua ou espremedura dos pericarpos de frutos
citricos. Seus constituintes podem ser classificados em derivados de terpenoides
ou de fenilpropanoides (CASTRO, et al., 2010; SIMOES et. al. 1999),
dependendo da via biossintética da qual séo originados. Podem ser encontradas
em diferentes partes da planta tais como casca, folhas, flores e frutos (BURT,
2004). Atualmente, sdo conhecidas mais de 3.000 substancias quimicas
detectadas nos 6leos volateis (Heinzmann et al. 2017).

Dentre as funcdes exercidas pelos 6leos volateis podem ser citadas a de

protecdo contra agentes bacterianos, virais, fangicos, além de inseticidas contra
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herbivoros e predadores (FURSTENBERG-HAGG et. al. 2013), o que sinaliza
um grande potencial dessas plantas para uso medicamentoso.

Os oleos volateis sdo encontrados em varias familias botanicas, como
Asteraceae, Apiaceae, Cupressaseae, Geraniaceae, Lamiaceae, Laureaceae,
Myrtaceae, Myristicaceae, Pinaceae, Piperaceae, Rutaceae, Rosaceae,
Poaceae e Zingiberaceae, entre outras. Dependendo da familia, os 6éleos
ocorrem em estruturas secretoras especializadas, como tricomas glandulares,
células parenquimaticas diferenciadas, canais oleiferos ou bolsas lisigenas.
Tendem a se acumular em alguns 6rgaos, como flores, frutos, folhas ou cascas
dos caules, embora sua ocorréncia apresente variagbes segundo a espécie
vegetal (NASCIMENTO et al., 2007; SIMOES et al. 1999).

Atualmente, o numero de trabalhos cientificos feitos com plantas que
apresentam 6leos volateis € vasto. Segundo Vieira et. al. (2004) o dleo volatil de
manjerona (Origanum majorana L.) apresenta o linalol como o composto
majoritario, enquanto o Oleo de melaleuca (Melaleuca alternifolia (Maiden &
Betche) Cheel) apresenta acdo antifingica e antibacteriana relacionada a seus
terpenos. Kamatou et al. (2012) relatam a historia do eugenol, uma molécula
importante na historia do uso de 6leos volateis antimicrobianos e anestésicos.
No orégano (Origanum vulgare L.), o carvacrol é o responsavel pela atividade
antibacteriana e antifingica, enquanto o o6leo volatil de cravo (Syzygium
aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry) apresenta o eugenol como agente ativo
(ZAGO et al. 2009). Segundo Tinoco et al. (2007) o funcho-doce (Foeniculum
vulgare Miill.) apresenta anetol e fenchona, enquanto na noz-moscada (Myristica
fragrans Houtt.) os compostos fendlicos sao os responsaveis pelas propriedades
antioxidante e antimicrobiana. O Oleo volatil de cravo revelou efeito germicida
contra Candida albicans, Staphylococcus aureus (cinco linhagens), Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Clostridium perfringens e Escherichia
coli (HOFFMANN et al. 1999).

De uma forma geral, as andlises quimicas dos vegetais tém evidenciado
que a sintese de 6leos volateis nas plantas é influenciada por diversos fatores
relacionados as condicdes ambientais, como o local de cultivo (KAROUSOU et

al. 2005), a localizacdo geogréfica (SCHWOB et al. 2004), a sazonalidade, o
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ciclo circadiano, a temperatura, a disponibilidade hidrica, a radiac&o ultravioleta,
0S nutrientes, a altitude, a poluicdo atmosférica, a inducdo por estimulos
mecanicos ou ataque de patégenos e, muitas vezes, até a natureza dos
constituintes ativos presentes no tecido podem alterar sua producédo (GOBBO
NETO; LOPES, 2007; PERRY et al. 1999). Além disso, algumas pesquisas
indicam que as funcdes ecoldgicas dos metabdlitos secundarios produzidos por
plantas dioicas podem variar conforme o sexo do vegetal e interferir no seu
potencial farmacoldgico (SIMPSON, 2013). Apesar da existéncia de um controle
genético, a expressao pode apresentar modificacdes resultantes da interacao de
processos bioquimicos, fisiolégicos e ecoldgicos. De fato, os 6leos volatéis
representam uma interface quimica entre as plantas e o ambiente onde elas
estdo, portanto, sua sintese é frequientemente afetada por condi¢cdes ambientais.
Por isso, as condi¢cGes acerca da coleta do vegetal é um dos fatores de maior
importancia para o estudo desses metabolitos, visto que, variacbes podem
coordenar ou alterar a produgéo desses compostos.

2.5 Myristicaceae R.Br.

Sao plantas de folhas alternas, simples, inteiras, peninérveas, as vezes
coriaceas, pecioladas, estipulas ausentes. Inflorescéncia cimosa ou racemosa,
paniculada ou umbelada; flores unissexuais, mondicas as vezes no género
Iryanthera ou dibicas, pequenas, em racemos axilares ou terminais, as vezes
fasciculadas ao final ou ao longo das ramificacfes, apétalas; calice cupulado ou
campanulado, 2-3(-5)-lobado, lobos valvados; flores masculinas 2-30, anteras 3
ou mais, extrorsas dorsalmente adnatas a uma coluna central estaminal; flores
femininas, ovario supero, 1-locular, com um 6vulo basal anatropo, estilete curto,
estigma sub-séssil em forma de disco lobado. Fruto capsula, as vezes polposo,
lenhoso, geralmente deiscente ao longo de duas suturas ventrais e dorsais; 1
semente, revestida por arilo delgado ou polposo, inteiro ou laciniado, arilo
freqientemente vermelho (Figura 2), rico em lipideos, semente com abundante
Oleo; endosperma as vezes ruminado, aromatico (VAN ROOSMALEN;
BARDALES & GARCIA, 1996).
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Podem ser arbustos, arvores ou lianas, comumente exudando uma seiva,
quando cortado. A dispersao é endozoocorica, por frugivoros especializados
como macacos-aranha (VAN ROOSMALEN, 1985), tucanos e cotingas (VAN
DER PIJL, 1982; McKEY, 1975).

FIGURA 2: llustracao do fruto de Myristicaceae.

Fonte: llustracdo: Roosmalen, 2003

Myristicaceae € constituida por 18 géneros e aproximadamente 500
espécies, amplamente distribuida pelas regides tropicais e subtropicais do Novo
e Velho Mundo, sendo a Asia o centro de diversidade mundial. Além da América
e Asia, a familia esta representada na Africa e em Madagascar. A Bacia
Amazobnica é o centro de diversidade da familia no continente sul-americano,
onde certas espécies sdo muito comuns (PAULO, 1983, SILVA; SILVA, 2008;
MORAIS et al., 2009).

As Myristicaceae nas Américas sdo representadas por cinco géneros
endémicos, como Compsoneura (A.DC.) Warb. (5 espécies), Iryanthera (A.DC.)
Warb. (21 espécies), Osteophloeum Warb. (1 espécie), Otoba A.DC. ex Karsten.
(2 espécies) e Virola Aublet (35 espécies), totalizando 64 espécies (FLORA DO
BRASIL, 2018). Estdo concentradas na Regido Amazobnica, onde as
Myristicaceae sdo conhecidas como “ucuubas”, que significa “arvore produtora
de gordura”, (RODRIGUES, 1980) suas sementes sao muito valorizadas pelo
seu alto teor de acidos graxos, principalmente o acido miristico, que é usado na
industria farmacéutica (SILVA et al.,, 2005, SOUZA; LORENZI, 2005) e na
comercializacdo da “manteiga de ucuuba”, usada como matéria-prima na
fabricacéo de velas e cosméticos em geral (RODRIGUES, 1980).
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O interesse etnofarmacologico por Myristicaceae surgiu na década de
1950, quando Richard Schultes divulgou a descoberta de que algumas espécies
do género Virola constituiam fonte do rapé yakee, parika ou epena, um narcotico
alucinogénico poderoso utilizado até os tempos atuais por indios da regido
amazobnica. (RODRIGUES, 1980). As Myristicaceae sdo usadas ainda com
diversas finalidades pelos indigenas da Amazobnia, como por exemplo, no
preparo de flechas, como estimulante cerebral, no tratamento de infec¢des
dermatoldgicas ou estomacais, reumatismo, tumores etc., sendo muitas destas
atividades comprovadas por pesquisas cientificas (SCHULTES E HOLMSTED,
1971; GOTTLIEB, 1979; SCHULTES, 1985). Segundo Revilla (2002), espécies
de Virola também s&o usadas popularmente contra fungos e sarna (V. calophylla
Warb.), como alucinégeno (V. elongata (Benth.) Warb.), como coagulante de
feridas e contra infec¢bes causadas por fungos (V. peruviana (A.DC.) Warb.),
desordens intestinais, coélicas e dispepsias (V. sebifera Aubl. e V. surinamensis
(Rol.) Warb.).

A noz-moscada e 0 macis sado especiarias apreciadas na culinaria de todo
mundo e consistem nas améndoas e no arilo, respectivamente, da espécie de
origem asiatica Myristica fragrans. Dentre as espécies amazbnicas, a V.
suribamensis (Rol.) Wrb. apresenta importante valor comercial madeireiro.
(RODRIGUES, 1980).

Os primeiros estudos fitoquimicos realizados com a familia surgiram na
década de 1970, realizadas com a madeira do tronco e com as cascas de Virola
e Iryanthera. Desses estudos isolou-se compostos pertencentes as classes de
diarilpropanoides, flavonoides, ligninas, y-lactonas e alcaloides. No inicio da
década de 1980, o interesse fitoquimico se direcionou aos metabdlitos
secundarios encontrados nos frutos dessas plantas. Foram encontrados
compostos pertencentes a outras classes, tais como policetideos, tocotriendides,
flavonolignoides e uma grande variedade de neoligninas (MORAIS, 2008). Em
trabalho recente Sufredinni et al. (2016) identificaram 17 compostos no 6leo de
Osteophloeum platyspermum (Spruce ex A.DC.) Warb. relacionando sua

composicdo quimica com fatores abioticos.
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Ha registro para cerca de 230 constituintes quimicos isolados de
Myristicaceae neotropicais, dentre as quais 50% correspondem a lignanas e
neolignanas farmacologicamente ativas, como ariltetralina neolignana, lignana
tetra, neolignana ariltetralona, neolignana do tipo benzofurano,

dihidrobenzofurano, tetrahidrofurano e bifenil neolignana (MORAIS et al., 2009).

2.6 Iryanthera (A.DC.) Warb.

Folhas alternas, inteiras, glabras, as vezes ligeiramente recurvadas nas
margens, coridceas, pecioladas. Inflorescéncia fasciculada racemosa, ou
estreitamente paniculada, axilar ou sobre ramos desfolhados, as vezes bi- ou
trifurcada na base, pedunculo curto, minuciosamente estrigoso com tricomas
semelhantes aos dos ramos ou glabrescentes; flores diclinas, as vezes
mondclinas, em pequenos fasciculos ao longo das ramificagbes, bracteas
deciduas, bractéolas 1-2 persistentes; perianto estaminado pequeno, sem
pubescéncia, internamente glabro, 3 (raramente 4)- lobado, filamentos conatos
numa coluna, anteras 3 (raramente 4) conatas no apice, distalmente divergente
ou livre na base; ovério elipséide, conico ou cilindrico, glabro, estilete curto,
estigma inconspicuo. Fruto capsula, transversalmente elipsdide, essencialmente
globosa, deiscente em 2 valvas; pericarpo lenhoso, arilo inteiro ou
inconspicuamente laciniado distalmente, vermelho; semente transversalmente
elipsoide ou globosa (Figura 3) (VAN ROOSMALEN; BARDALES & GARCIA,
1996).

Arbustos ou arvores de altura mediana, variando quando adultas, desde
pequenas arvoretas de 2 m de altura até arvores maiores que alcangam 40 m de
altura. A maioria situa-se entre 10 e 20 m. Crescem sempre em solos argilosos,
aparecendo eventualmente em solos arenosos (/. campinae W.A. Rodrigues)
(LISBOA; LOUREIRO; SILVA, 1984). Varias espécies exsudam uma resina da
casca, de cor vermelho escuro, transllcida, dai porque algumas Iryanthera que
detém altas concentracdes desta resina, sdo conhecidas como sangue de boi
(LISBOA; LOUREIRO; SILVA, 1984). O fruto é consumido e as sementes
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dispersas por macacos do génro Callicebus, popularmente conhecidos como
zogue-zogue (KINZEY, 1981; GRANDLEMIRE, 1988).

As Iryanthera sdo conhecidas popularmente por: apund, lacre da mata
virgem, pund, sangue de boi, uchi vermelho, ucuubarana, ucuuba pequena,
ucuuba vermelha (LISBOA; LOUREIRO; SILVA, 1984), cumala blanca para |.
lancifolia e I. grandis e cumala colorada para |. paradoxa, no Peru e ainda
ucuubapuna para I. ulei (SILVA, 1997).

FIGURA 3: Fotos de Iryanthera evidenciando os caracteres taxondmicos. A. Ramo com flores de

I. juruensis. B. Frutos I. juruensis. C. Casca . juruensis. D. Folhas de I. polyneura.

Fonte: Foto 3A a 3B
https://lwww.kew.org/science/tropamerica/neotropikey/families/images/Myristicaceae; Foto 3D
Erika Martins.
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Algumas espécies do género Iryanthera sdo usadas popularmente como
alucinégenas (casca de |. macrophylla (Benth.) Warb.) e como antidiarreico
(casca de |. tessmanii Markgr.), além da madeira de varias espécies serem
usadas em construcdo (MORAIS et al., 2009). Outras espécies de Iryanthera séo
conhecidas por indios da Amazodnia, que utilizam suas folhas esmagadas para
curar infecgbes, feridas e cortes, e 0 seu exsudato misturado com agua no
tratamento de infec¢Bes estomacais. Estudo fitoquimico realizado em frutos de
I. grandis Ducke e I. lancifolia Ducke revelou a presenca de tocotrienois que tem
poder oxidante maior que o tocoferol (SILVA et al. 2005).

O uso de emplastros de folhas de Iryanthera em tratamentos
dermatolégicos € ser justificado pela presenca de neolignanas com reconhecia
atividade fungicida ou fungistatica e de isoflavondides com propriedades
antimicrobianas (SILVA, 1997).

Silva (1997), verificou a presenca de metabdlitos especiais pertencentes
a varias classes, como lactonas, neolignanas, flavonolignoides e principalmente
flavonoides dos tipos virolano, flavana, diidrocharlcona e chalcona em varios
tecidos estudados. Outros estudos realizados com espécies que pertencem ao
género Iryanthera demonstraram presenca de tocotrienois (SILVA et al. 2001),
lignanas (MING et al. 2002; MESA SIVERIO et al. 2008), neolignanas,
butanolideos, flavonoides, diarilpropanoides e flavonolignoides, o que faz destas
substancias as principais classes de metabdlitos secundarios de Myristicaceae
(ROMOFF; YOSHIDA, 1997; SARTORELLI et al. 1998; SILVA et al. 2001;
NUNOMURA; YOSHIDA 2002; LOPES et al. 2004; SILVA et al. 2007). O quadro

2 apresenta o levantamento dos trabalhos realizados com o género Iryanthera.
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QUADRO 2: Levantamento dos trabalhos realizados com o género Iryanthera. Trabalhos organizados de acordo com a data de publicacédo e espécie.

Espécie Andlise Nome da substancia Atividade biolégica Referéncia
|. polyneura o ~ .
Quimica - o néo analisada ALMEIDA et al. 1979
Ducke chalcon- diidrochalcon-1,3-diarilpropano
6 ssp. Madeira ndo analisada nao analisada LISBOA; LOUREIRO; SILVA, 1984
20 ssp. Levantamento floristico ndo analisada nao analisada ROOSMALEN et al. 1996

I. sagotiana (Benth.)

Warb. Flavonoides

I.lancifolia Ducke e 1. B ) )
) diidrochalcona, tocotrienol, lignana
grandis Ducke

I. grandis Ducke, I.

Quimica nao analisada SILVA, 1997
lancifolia Ducke e I. lactonas policetidicas
paraenses Huber
|. paraenses Huber Neolignana
I. laevis Markagr. diidrochalconas, flavonolignoide

o Flavonolignanas
I. lancifolia Ducke

Diidrochalcones

. Plasmodium
I. leavis Markgr. _ _ ) N
Quimica chalconas e devirados berghei MUNOZ et al. 2002
) 2,3-dimetil-4-(4-metoxifenil)-6hidroxinaftaleno, (2R,3R,4R)-
I. megistophylla o ) ) ) ) o )
Quimica 3-hidroxi-4-metil-2-(hexacos-17-enil), grandinolideo, nédo analisada MING et al. 2002

A.C.Sm.
irianterina K, irianterina L, cinchonaina Ib, cinchonaina la
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Espécie Andlise Nome da substancia Atividade bioldgica Referéncia
Bacillus subtilis,
Staphylococcus
I. lancifolia Ducke Biologica ndo analisada aureus, Candida ROJAS et al. 2003
albicans e
Trichophyton
mentagrophytes
I. juruensis Warb. Quimica 3—met|I—sargacrorr-1en-oI, sar-gacromenol-, éc-|do 3-metl- nédo analisada SILVA et al. 2005
sargaquinoico, acido sargaquinoico
Acidos trans e cis dihidroguaiareticos, (E)-4,40-dihidroxi7-
en-8,80-lignana, (8S,80R)-4-hidroxi-30,40-metilenodioxi-7-
I. lancifolia Ducke Quimica ona-8,80-lignana, (7S,8S,80R)-7-hidroxi-3,4:30,40- nédo analisada SIVERIO et al 2007
bis(metilenodioxi)-8,80-lignana, (7R,8S,80R)-7-etoxi-
3,4:30,40dimetilenodioxi-8,80-lignana
Guaiacina. 5-desoxiflavonas, sargacromenol, acido
I. juruensis Warb. Quimica sargaquinoico, acido juruenolico, acido w-arilalcanoico, nédo analisada SILVA et al. 2007

guaiacina
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Espécie

Analise

Nome da substancia

Atividade biolégica

Referéncia

11 ssp.

Levantamento floristico

nao analisada

nao analisada

SILVA; SILVA, 2008

I. juruensis Warb.

Quimica

acido 2-(4'-metilpentenil-3)-10-oxo-undecan-2,6diendico

nao analisada

MORAIS, 2008

I. juruensis Warb.

Citotoxicidade

2' 4'-dihidroxi-6'metoxi-3,4-metilenodioxidihidrochalcona,

2' 4'-dihidroxi-4,6'-dimetoxidihidrochalcona

nao analisada

I. juruensis Warb.

Biolégica

2' 4'-dihidroxi-4,6'-dimetoxidihidrochalcona

Trypanosoma cruzi

APONTE et al.
2008

I. juruensis Warb.

I. juruensis Warb.

Quimica

2'-Hidroxi-7-metoxi-4',5'-metilenodioxflavana, 7,4'-
Dimetoxiflavona, Fasciculiferina, Farnisina, 7,4'-Di-
hidroxiflavona, 2',4'-di-hidroxi-6'-metoxi-3,4-metilenodioxi-
di-hidrochalcona, 2',4'-di-hidro-4,6'-dimetoxi-di-
hidrochalcona, Juruenolido, Juruenolido B, epi-Guaiacina,
Nectandrina B, Verrucosina, Acido 15'-(3,4-
metilenodioxifenil)- pentadecanéico, Acido 17" -(3,4-
metilenodioxifenil)-heptadecandico, Acido 19' - (3,4-
metilenodioxifenil)-nonadecandico, Sargacromenol, 7-
metil-sargacromenol, Acido sargaquinoico, Acido 3-metil-

sargaquinoico

nao analisada

MORAIS 2008

Quimica

neolignana ariltetralinica, neolignana tetraidrofuranica

nao analisada

MORAIS et al., 2009

|. ulei Warb.

Quimica

a-muurolol, spathulenol, a-cadinol, guaiol, oplopanone,

1,10-diepi-cubenol, limonene

S. aureus

CUCA et al. 2009
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2.7 Iryanthera polyneura Ducke

Arvores de até 25 m. Infrutescéncia 2,3-3,0 cm de comprimento, fruto
caulinar lustroso, pedicelado; pedicelo grosso, 0,4 cm de comprimento. Capsula
transversalmente elipsodide ou subglobosa, 2,9 x 3,8 cm, lisa, apice obtuso, base
arredondada; pericarpo lenhoso, 0,6-0,9 cm de espessura, sutura longitudinal
espessada, com elevagdo somente num extremo que vai até o apice, arilo
vermelho; semente transversalmente elipsoide, 1,3 x 25 cm (VAN
ROOSMALEN; BARDALES & GARCIA, 1996).

Ocorre no Brasil (Amazonas, Para, Rondonia) na fitofisionomia de mata
de terra-firme, em solo argilo-arenoso, na Colémbia e no Peru. O arilo € comido
por macaco-prego (Cebus apella), e a semente imatura por parauacus (Pithecia
pithecia chrysocephala) (SETZ, 1993).

Algumas analises quimicas para o género demonstraram compostos que
podem apresentar propriedades antibacterianas, ressaltando a necessidade de
mais pesquisas como esta para compreender se as espécies do género, no caso
I. polyneura, apresenta tal caracteristica. Vale ressaltar que sdo escassos
trabalhos com esta espécie, sendo este inédito para analise quimica e bidlogica
juntas.

A necessidade para encontrar novas substancias capazes de atuar como
antibioticos ocorre devido ao aumento da resisténcia dos micro-organismos e por
algumas infeccbes que podem surgir quando o sistema imunoldgico esta
suprimido (PENNA et al., 2001). Dentre esses micro-organismos estao:
Staphylococcus aureus (bactéria), Enterococcus faecalis (bactéria), Candida
albicans (fungo), Escherichia coli (bactéria), Pseudomonas aeruginosa (bactéria)

e Streptococcus mutans (bactéria) (Quadro 3).
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QUADRO 3: Relagédo entre os micro-organismos e doencas causadas por eles.

Microoganismo Caracteristica Doencas
Infeccdes orais, candidiase eritematosa,
Candida albicans dipl6ide e polimérfico hiperplasica e mucocutanea crénica

(CANNON et al. 1995)

Infecgbes em imunocomprometidos,
bacteremia, septicemia, do trato

Enterococcus faecalis cocos, Gram-positiva L ! O
urindrio, de feridas, meningites e
endocardites (CAMPOS et al. 2013)

. : . . InfecgBes intestinais e infecgbes extra-
Escherichia coli bacilo, Gram-negativa intestinais (RUSSO: JONHSON, 2000)
Pseudomonas bacilos. Gram-neqativa InfecgBes hospitalares (STRATEVA,;
aeruginosa ’ 9 YORDANOV 2009)

infeccéo cutanea, endocardite,
Staphylococcus aureus | cocos, Gram-positiva pneumonia, empiema, osteomielite e

artrite séptica (MURRAY, 2009)
Streptococcus mutans cocos, Gram-positiva cérie dentaria (LEMOS et al. 2013)

A composicdo quimica das espécies vegetais, especialmente daquelas
encontradas nas florestas tropicais, esta longe de ser descrita em sua totalidade,
principalmente quando se leva em conta a biodiversidade desses locais. Isso
ocorre devido a varios fatores, como a dificuldade em coletar e processar o
material boténico e principalmente em fazer as complexas analises e
identificacdo dos compostos quimicos das plantas. S&do comuns 0s experimentos
realizados com Oleos volateis, nos quais sao identificados mais de 60 compostos
distintos (BURT, 2004; CASTELO, DEL MENEZZI, RESCK, 2010).

2.8 Influéncia do clima na producdo de metabdlitos secundéarios em

espécies produtoras de 6leos volateis

A producdo de metabdlitos secundarios de plantas pode ocorrer em
funcéo de variaveis relacionadas a propria planta (fisiologia, genética) e a fatores
externos, como climaticos (temperatura, incidéncia de radiagéo solar, umidade,
relativa, pluviosidade, vento, época do ano) e edaficos (micro e macronutrientes).
Segundo Chagas et al. (2011), o Brasil, pela sua grande extensao territorial,

possui caracteristicas climatico-edaficas peculiares a cada regido, que

34



INTRODUGAO GERAL

interfeririam, positiva ou negativamente, no desenvolvimento de espécies nativas
ou introduzidas, mesmo que as condi¢des sejam semelhantes ao local de origem
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007; TAVEIRA et al., 2003).

A constituicdo dos metabdlitos secundarios dos vegetais pode ser
alterada durante as fases de desenvolvimento dos mesmos, influenciando
diretamente a quantidade e qualidade dos compostos (GOBBO-NETO; LOPES,
2007).

A sintese dos metabdlitos secundarios varia conforme a idade das
plantas, estado reprodutivo, e atuacdo dos fitorménios, sendo que estes seriam
influenciados pelos ciclos circadianos do vegetal (CASTRO et al.,, 2010;
CHAGAS et al., 2011; NASCIMENTO et al., 2007; PINTO; BERTOLUCCI, 2002).
Para que o cultivo de determinada planta seja realizado em larga escala &
necessario conhecimento sobre todos os aspectos bidticos e abioticos do local
e da espécie que sera realizado o plantio, pois sao fatores determinantes para o
padrdao de substancias que se deseja coletar. Segundo Chagas et al. (2001),
ignorar a influéncia e o conhecimento sobre como as plantas se relacionam com
os fatores climaticos e edéficos, provavelmente reflete na baixa qualidade da
biomassa e, consequentemente, de teores dos principais constituintes quimicos
do 6leo volétil e de seus rendimentos.

A coleta de plantas nativas e selvagens deve ser feita de acordo com os
principios éticos requeridos pela legislacdo do pais e segundo o estabelecimento
de regras relativas a preservacéo do individuo, sua populacdo e sua manutencao
no habitat. Do mesmo modo que as plantas cultivadas podem sofrer a agéo dos
fatores edafocliméticos, as plantas selvagens estdo igualmente sujeitas a
apresentar alteracbes em seu metabolismo devido a esses fatores (MORAIS,
2009).

A maior producdo de metabdlitos secundarios sujeitos a altos niveis de
radiacdo solar é explicada devido ao fato de que as reacgfes biossintéticas sdo
dependentes de suprimentos de esqueletos carbbnicos, realizados por
processos fotossintéticos e de compostos energéticos (TAIZ; ZEIGER, 2004).

O rendimento e a qualidade dos 6leos volateis podem ser influenciados

pelos fatores edafoclimaticos como a temperatura, luminosidade, pluviosidade,
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irradiacdo, pH, disponibilidade de nutrientes, umidade e composicdo das
particulas do solo. Essas condicdes adequadas a cada espécie vegetal
economicamente explorada s&o importantes para promover 0 maximo
rendimento de oleo volatil, bem como influenciam na relacdo percentual entre
seus compostos (LIMA, 2003). A espécie estudada nesse trabalho é espontanea
e, portanto, sujeita a variagdes edafico-climaticas ndo controladas.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a composicdo quimica e
atividades biologicas dos Oleos volateis provenientes das folhas de trés
individuos distintos de Iryanthera polyneura Ducke (Myristicaceae), coletadas
por um periodo de 2 anos, e analisar se fatores climaticos influenciam na sintese

dos 6leos volateis.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais

O principal objetivo deste trabalho foi identificar a composi¢ao quimica dos
Oleos volateis de Iryanthera polyneura Ducke (Myristicaceae), avaliar a sua acéo
biologica provenientes das folhas de trés individuos distintos e analisar se fatores
climaticos influenciam na sintese dos terpenos e nas suas acfes contra

microorganismos e células tumorais.

3.2 Objetivos especificos

O presente trabalho teve por objetivos especificos:

- Estudar a variacdo quimica qualitativa e quantitativa dos 6leos volateis
de Iryanthera polyneura Ducke (Myristicaceae).

- Avaliar as atividades antimicrobiana e antitumoral dos Oleos volateis
obtidos de vérias coletas, realizadas no decorrer de dois anos de trés individuos
da mesma espécie de Iryanthera polyneura.

- Analisar como os fatores climéaticos podem afetar o metabolismo vegetal

na producgédo dos 6leos volateis.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta de plantas

A coleta do material botanico faz parte do Projeto Rio Negro. Dentro deste
Projeto, séo realizadas coletas de material vegetal em florestas de igap6 e de
terra-firme para prospecc¢éo de produtos naturais ativos em modelos biolégicos,
farmacoldgicos e toxicologicos; também sdo realizadas coletas de material
vegetal de terra firme para estudos de dinamica florestal. As coletas séo feitas
em trés hectares de floresta de terra-firme divididos em trés parcelas de 1
hectare cada. Nestas parcelas, os individuos com didmetro a altura do peito
(DAP) foram numerados, coletados e posteriormente identificados para subsidiar
pesquisas futuras, como esta.

Entre as espécies identificadas nas parcelas, pertencentes a familias
conhecidas por produzirem Oleos voléateis, foi escolhida a espécie Iryanthera
polyneura, que apresentava trés individuos préximos com biomassa de folhas
suficientemente grande para possibilitar a realiza¢do de coletas por um periodo
de dois anos. Os individuos foram identificados como 22, 80 e 530, fornecendo
dados temporais da interacdo do vegetal com o meio ambiente (Quadro 4).
Anteriormente o grupo de pesquisas realizou um estudo semelhante com uma
espécie de Myristicaceae, Osteophloeum platyspermum (Spruce ex A.DC.)
Warb., e obteve resultados importantes sobre a interacao da espécie com o meio
ambiente. (SUFFREDINI, 2016).

Quadro 4: Informagdes sobre a indexacdo do material botanico coletado de Iryanthera polyneura.

Individuo Coletor Tombo Determinador
22 Oliveira A.A. (4064) UNIP 5170 | Paciencia, M.L.B.
80 Oliveira A.A. (41444) UNIP 5279 | Paciencia, M.L.B.
530 * Paciencia, M.L.B.

* Para o individuo 530 ndo houve indexagdo, somente coleta das folhas e identificacdo em

campo.
Para o desenvolvimento deste estudo, foram utilizadas as folhas de
individuos adultos de Iryanthera polyneura provenientes de 15 coletas de campo,

realizadas em diferentes épocas ao longo de outubro de 2009 a dezembro de
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2011 sempre dos mesmos trés individuos. Foram identificados como 22 (15
coletas de material), 80 (14 coletas de material) e 530 (15 coletas de material),
de acordo com suas distribuicbes nas parcelas. As datas de coletas foram
determinadas de modo aleatdrio, segundo disponibilidade de se montar as

expedicdes conforme apresentados na Quadro 5.

Quadro 5: Relacdo dos oleos volateis obtidos de folhas de trés individuos de Iryanthera
polyneura, coletadas pelo periodo de outubro de 2009 a dezembro de 2011. Os individuos sé&o
identificados pelos nimeros 22, 80 e 530 e as coletas identificadas por OE1, OE2, ..., OE15, de

acordo com a data de coleta.

Numero de referéncia do 6leo volatil Data da coleta
220E1 800E1 5300E1 out/09
220E2 800E2 5300E2 nov/09
220E3 800E3 5300E3 03/02/2010
220E4 800E4 5300E4 12/03/2010
220ES5 800E5 5300E5 15/05/2010
220E6 800E6 5300E6 28/05/2010
220E7 800E7 5300E7 29/08/2010
220ES8 800ES8 5300E8 05/11/2010
220E9 800E9 5300E9 14/12/2010

220E10 800E10 | 5300E10 11/02/2011

220E11 800E11 | 5300E11 15/04/2011

220E12 800E12 | 5300E12 08/07/2011

220E13 800E13 | 5300E13 20/08/2011

220E14 800E14 | 5300E14 21/10/2011

220E15 5300E15 16/12/2011

Os individuos de Iryathera polyneura em questéo séo arvores que estédo
localizadas no municipio de Manaus, AM, em floresta de terra firme as margens
do rio Cuieiras, afluente do rio Negro. As arvores foram coletadas

periodicamente, em &areas sob jurisdicdo do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
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e dos Recursos Renovaveis (IBAMA), com licenca obtida nesse 0Orgao, de
namero 12A/08. A espécie foi identificada pelo Dr. Mateus L. B. Paciencia.
Amostra do material coletado para a pesquisa botanica, foram
depositadas no Herbario da Universidade Paulista UNIP (Quadro 4). A cada
coleta, realizada no mesmo individuo, as folhas foram acondicionadas em sacos
de algoddo (Figura 4). O material foi limpo, de modo que fossem retirados
contaminantes, como insetos ou outros animais, outros 6érgaos da mesma planta,
outras plantas, areia, terra etc. O material limpo foi mantido em camara fria até

ser usado para se obter os 0leos volateis.

FIGURA 4: Coleta e acondicionamento do material botanico em campo. A. Coletas de folhas com
as quais foram obtidos 6leos volateis. B. Barco usado para acessar o dossel de &rvores para
coleta das folhas para serem submetidas a extracdo e dleos volateis. C. Acondicionamento do
material de campo em sacos de algoddo. D. Exemplo de arvore plaqueada, da qual foram

retiradas folhas para obtencéo de 6leos volateis, dentro de uma das parcelas que também abriga

os individuos 22, 80 e 530, estudados no presente trabalho.

Fonte: Foto A: Araquém Alcatara; Foto B: Wilson Malavazi; Foto C e D: Mateus Paciencia.

4.2 Obtencao dos 6leos volateis
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Os experimentos para obtencdo dos Oleos volateis e 0s ensaios
microbioldgicos foram realizados no Laboratorio de extracéo e no Laboratério de
Microbiologia da Universidade Paulista — UNIP. Vale ressaltar que esta pesquisa
foi certificada pelo Comité de ética da UNIP sob o protocolo n® 048/16
CEUA/UNIP (Anexo 1) o qual esta de acordo com os Principios Eticos e foi
aprovado por este Comité de Etica em Pesquisa.

Os oOleos volateis foram obtidos por hidrodestilacdo, realizada em
aparelho de Clevenger (SIMOES et al. 1999), durante quatro horas. Os 6leos
foram completamente coletados do aparelho de Clevenger com auxilio de
pentano, em seguida a agua foi retirada com a adicdo de sulfato de sédio anidro
e posterior evaporacdo em aparelho de evaporacgao rotatoria (Buchi). Os 6leos
foram pesados para se avaliar seu rendimento e foram estocados a -10 °C, até
0 uso. Para as analises por cromatografia a gas acoplada a espectrémetro de

massas, 20 pL de cada 6leo foram diluidos em 980 pL acetona (Figura 5).

FIGURA 5: Amostras dos 6leos volateis obtidos de folhas de trés individuos de Iryanthera

polyneura diluidos para serem testados em modelos biologicos.

Fonte: Foto: Erika Martins
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4.3 Preparo das amostras e substancias padréo para os ensaios biolégicos

Os 6leos volateis foram diluidos a 40 mg/mL em dimetilsulféxido (DMSO,
Synth), antes de serem testados nos modelos biolégicos. No ensaio da
microdiluicdo em caldo, as dilui¢des finais nos pocos foram de 6,00 mg/mL, 3,00
mg/mL, 1,50 mg/mL e 0,75 mg/mL para E. faecalis e S. aureus, enquanto que as
diluigbes de 3,00 mg/mL, 2,00 mg/mL e 1,00 mg/mL foram utilizadas nos ensaios
com S. mutans e S. sanguinis. Para os ensaios de citotoxicidade, as diluicdes

finais nos pocos foram de 100 pg/mL.

4.4 Ensaio da atividade antimicrobiana por microdiluicdo em caldo

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada pela técnica de
microdiluicdo em caldo (MDC) (SUFFREDINI et al. 2004). Os dleos volateis
foram diluidos a uma concentracdo de 40 mg/mL em dimetilsulfoxido (DMSO).
Colbnias frescas de Candida albicans (ATCC10231), cultivada em placa
Sabouraud dextrose; Escherichia coli (ATCC25922/AVA51/A, 31/1A e 35A),
Enterococcus faecalis (ATCC29212), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC9027/27853), Staphylococcus aureus (ATCC29213), cultivadas em
placas de Petri com meio Muller-Hinton e Streptococcus mutans (ATCC 25175)
e Streptococcus sanguinis (ATCC10556), cultivadas em placas de Petri com
meio Brain heart infusion, foram usadas para o preparo da suspensao
bacteriana. O meio agar foi utilizado para o cultivo dos micro-organsmos,
engquanto o meio caldo para a micro-diluigao.

A suspensao bacteriana foi preparada a 0,5 MacFarland em soro
fisiolégico estéril. Assim, 190 pL de meio inoculado foram adicionados a pocos
de microplacas de 96 pocos (Costar) de fundo em “U”. Depois, 10 pL de cada
uma das amostras de Oleos volateis foram adicionados aos seus respectivos
pocos. Dois pogos foram deixados como padrbes negativos (s6 meio de cultura,
sem micro-organismo) e positivos (meio de cultura mais inéculo). Para a analise

da viabilidade microbiana, foram feitas subculturas em meio especifico para cada
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um dos micro-organismos. A leitura visual dos resultados foi feita segundo estes
parametros: “X” = formacao de botdo, ndo houve inibigéo.

Os oleos voléateis que apresentaram atividade, portanto, foram submetidos
a andlise da CIM (concentracao inibitéria minima) e da CBM (concentracdo
bactericida minima). Na andlise dos Oleos essenciais por conta destes
produzirem uma turbidez no meio de cultura, os valores de CIM e de CBM foram

considerados os mesmos (Figura 6).

FIGURA 6: Ensaio da atividade antibacteriana por microdiluicdo em caldo. A.: Primeiro tubo com
uma quantidade da massa do micro-organismo (suspensédo). B.: Contagem das colbnias. C.:
Acréscimo do meio caldo inoculado com micro-organismo em placa de fundo “U”. D.: Acréscimo
das amostras dos Gleos volateis nos po¢os com a suspensdo do microorganismo.

Fonte: Fotos A-D: Erika Martins.

4.5 Ensaio da atividade antitumoral (citotéxica)

Os Oleos volateis foram dissolvidos em DMSO na concentracao de 40

mg/mL. As linhagens celulares foram incubadas em meio RPMI-1640
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suplementado com soro fetal bovino (10%), glutamina (2 mM), gentamicina mM,
a 37°C com 5% de CO2. As células foram semeadas em microplacas de 96
cavidades de fundo chato a uma densidade de 10.000 células/cavidade para as
células de mama, e de 7.500 células/cavidade para as células de prostata,
transferidas em 100 plL/pocgo. As placas foram levadas a incubacao por 24 h, a
37°C com 5% de CO2. ApoOs essas 24 h, os Oleos volateis foram adicionados aos
respectivos pogos em cinco diferentes concentragdes. Nos pogos, essas
concentracdes foram de 100, 10, 1, 0,1 e 0,01 yL/mL, acrescentados em meio
de cultura RPMI1640. Depois, as placas foram novamente incubadas por mais
48 h, nas mesmas condi¢cbes. Cada concentracdo de oleo foi testada em 6
replicatas de cada amostra. Grupos controle receberam o mesmo volume de
meio RPMI. O crescimento das células tumorais foi quantificado pelo método
sulforodamina B (SRB) (MONKS et al., 1991). Os resultados da atividade
antitumoral (citotoxica) foram apresentados como inibicdo de crescimento 50%
(Clso), obtidos da leitura das células viaveis coradas com SRB, em leitor de
ELISA ao comprimento de onda de 515 nm.

4.6 Analise dos Oleos volateis por cromatografia a gas acoplada a

espectrometria de massas (CG-EM)

A analise dos Oleos volateis por cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas foi realizada no Laborat6rio Thomson do Instituto de
Quimica da Universidade de Campinas.

A cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas foi realizada
em um equipamento Shimatzu 14B/QP5050A, com analisador do tipo
qguadrupolo de mesma marca (Figura 7). A coluna utilizada foi a BPX5 (non polar
5% phenylpolisylphenylene), de 30m, didmetro interno de 0,25mm. As condic¢des
de corrida do cromatografo a gas foram: temperatura inicial do forno 60°C (6
min), temperatura final 320°C (8 min), aumento de temperatura (temperature
rate) de 10°C/min, tempo total de corrida de 40 min. Pressao da coluna de
150.0kPa, fluxo da coluna de 2,5mL/min, velocidade linear de 58, “split ratio” de
9 e fluxo total de 30.0mL/min, gerado por gas de arraste Hélio (ADAMS, 2007).
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Os dados foram comparados com bibliotecas de compostos, como Willey229,
NIST107, SHIM1607 e NIST21 e com livros de referéncia (ADAMS, 2007). Foram
injetadas 41 amostras relativas as diferentes coletas. O volume injetado de cada

amostra foi de 1pL.

FIGURA 7: Equipamento Shimatzu 14B/QP5050A, com analisador do tipo quadrupolo utilizado

na andlise de cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas.

Fonte: Foto: Erika Martins.

4.7 Obtenc&o do indice de Retencéo

Os compostos volateis cujas identificagbes foram sugeridas nas
bibliotecas citadas, as quais compararam 0s espectros de massas das amostras
com as referidas, foram submetidos ao célculo do indice de Retencdo (IR),
segundo a férmula apresentada abaixo, a qual se baseia no tempo de retencéo
de cada um dos compostos e no tempo de retencéo de alcanos.

Ix=100Nn+100(tx-tn)/(tn+1-tn)

Onde:

Ix € o valor que quero encontrar

Tx € O tempo de retencdo da molécula desconhecida

Tn € 0 tempo de retencdo do alcano de menor numero de carbonos

4.8 Delineamento experimental
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Este trabalho foi planejado de modo a ser realizado em duas etapas
principais denominadas de Avaliacdo quimica de Iryanthera polyneura Ducke e
Avaliacao biolégica de Iryanthera polyneura Ducke.

Para a obtencdo dos rendimentos de cada 0leo, obtidos em termos de
porcentagem volume/massa, foram utilizadas todas as amostras de Oleos
obtidas, sendo 15 amostras obtidas dos individuos 22 e 530 e 14 amostras
obtidas do individuo 80. A avaliacdo dos terpenos também foi executada para
todos os 0leos citados anteriormente.

Para a avaliacdo da variacdo dos terpenos dos Oleos foram usadas 41
amostras de 6leos, sendo 15 obtidas do individuo 22, 12 obtidas do individuo 80
e 14 obtidas do individuo 530. Essa andlise foi realizada a partir das
porcentagens de terpenos anteriormente obtidas, e dois 6leos do individuo 80
foram descartados porque o niumero de terpenos detectados apds a analise do
CG-EM foi muito baixo, e configuraram-se como outliers, uma vez que criaram
tendéncias nas andlises de modo muito significativo. Analises multivariadas do
tipo andlise de componentes principais e analise de correspondéncia foram
realizadas. Para a analise de verificagdo da variacédo dos terpenos em funcéo do
clima e da variacao climética foi efetuada analise de correspondéncia candnica.
Para todos os casos descritos, considerou-se os 41 0leos essenciais como 0s
casos e os 59 terpenos como as variaveis. Para as analises realizadas em
funcado das estacdes do ano e dos fatores climaticos, cujos dados foram obtidos
para os dias de coleta, as variaveis consideradas foram umidade relativa,
precipitacdo, temperaturas diarias minima, média e maxima, insolacéo,
velocidade do vento e evaporacéo.

A mesma andlise foi realizada considerando-se ordenagcdo ou
correspondéncia para os 6leos dos trés individuos, ou para as esta¢cdes do ano,
gue na Amazoénia séo duas: a estacdo seca (DS) e a estacao chuvosa (WS).

Foram consideradas andlises realizadas com todos os terpenos, em um
total de 59 moléculas, e analises realizadas apenas com 0s terpenos comuns a
todos os 6leos volateis, que sdo apenas sete.

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana, realizada em duas etapas,

foram utilizadas todas as amostras de 6leos obtidas, sendo 15 amostras obtidas
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dos individuos 22 e 530 e 14 amostras obtidas do individuo 80. Em uma primeira
etapa, os Oleos volateis foram avaliados em dose Unica, para se identificar os
ativos. Na segunda etapa, foram obtidos os valores de concentracéo inibitoria
minima para os 0Oleos identificados como ativos na primeira etapa.

Para avaliacdo da atividade citotoxica, foram utilizados os 15 6leos
obtidos do individuo 22, 12 6leos obtidos do individuo 80 e 14 d6leos obtidos do
individuo 530.

Para a avaliacéo da variacdo dos terpenos que ocorrem em todos os 0leos
volateis, foram utilizados os 41 6leos, sendo 15 obtidas do individuo 22, 12
obtidas do individuo 80 e 14 obtidas do individuo 530. Essa andlise foi realizada
a partir das porcentagens de terpenos anteriormente obtidas. Foram feitas
analises de variancia de uma via com teste posterior de Tukey, para a
comparacdao da quantidade de cada composto volatii comum, entre os trés
individuos. Também foi feita uma andlise de variancia de duas vias, com teste
posterior de Tukey, para se verificar a variagdo dos sete terpenos comuns nos
trés individuos estudados, 22, 80 e 530. Para estes ensaios, foi considerada
significancia de a<0,05.

Para a avaliacdo da correspondéncia entre a ocorréncia dos terpenos dos
Oleos e as atividades antimicrobiana e citotoxica foram usadas as 41 amostras
de dleos, sendo 15 obtidas do individuo 22, 12 obtidas do individuo 80 e 14
obtidas do individuo 530. Essa analise foi realizada a partir das porcentagens de
terpenos anteriormente obtidas e dos valores de concentragéo inibitéria minima
para a atividade antimicrobiana e de Clso para a citotoxicidade. Andlises

multivariadas do tipo analise de correspondéncia candnica foram executadas.
4.9 Anélise matematica e estatistica

Para este trabalho, foram utilizadas a analise de componentes principais
(ACP), analise de correspondéncia (AC) e a andlise de correspondéncia

candnica (ACC), que foram realizadas pelo programa Multivariate Statistical
Package (MVSP)
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Foram também empregadas as analises de variancia do tipo ANOVA de
uma entrada e andlise de variancia do tipo ANOVA de duas entradas, com teste
posterior de Tukey e nivel de significancia de a<0,05. Foi utilizada a regresséo
nao linear para o céalculo de ICso da analise de citotoxicidade (GraphPad Prism
5.0). Além das analises estatisticas, foram feitas analises matematicas
utilizando-se a teoria dos conjuntos, para obtencdo dos terpenos que ocorriam

em comum em todas as amostras de 6leos volateis.
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Avaliacdo quimica de Iryanthera polyneura Ducke e a interagéo
dos 6leos volateis das folhas com os fatores climéaticos

RESUMO

O Brasil apresenta uma flora bastante diversificada, com vegetacdes de
diferentes caracteristicas e muitos principios ativos ainda desconhecidos. Isso
justifica o crescimento significativo de estudos com produtos de origem vegetal
objetivando a obtencéo de novos potenciais fitoterapicos. Algumas espécies do
género Iryanthera sdo usadas popularmente para curar infeccdes, feridas e
cortes, e no tratamento de infeccdes estomacais, sinalizando possiveis efeitos
medicamentosos. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a composi¢éo dos
Oleos volateis de Iryanthera polyneura e analisar como os fatores climaticos
podem afetar a ocorréncia de terpenos. Foram utilizadas as folhas de Iryanthera
polyneura, coletadas 15 vezes, com intervalos mensais e trimestrais durante os
anos de 2009 a 2011, de trés individuos. Foi realizado CG-EM e os dados foram
comparados com bibliotecas de compostos e posteriormente foram realizadas
analises estatiticas para quantificar os resultados. A partir da analise quimica dos
Oleos volateis das folhas de Iryanthera polyneura foram detectados 59
compostos, dos quais 44 foram identificados, representando 74,5% do total de
terpenos. Os principais compostos do Oleo volatili foram espatulenol
(6,42+1,02%), a-cadinol (5,82+0,40%) e t-muurolol (5,24+0,03%). Verificou-se a
presenca de 15 compostos que nao puderam ser determinados (25,4%).
Segundo as analises realizadas, observou-se que as diferen¢as nos rendimentos
dos Oleos volateis apresentaram uma variacao entre os trés individuos. Quanto
a composicéo quali e quantitativa, a ocorréncia de espatulenol, a-cadinol e t-
muurolol como compostos majoritarios € comum aos trés individuos, porém,
ocorrem em concentracdoes diversas. As estacbes do ano, bem como as

variaveis climaticas analisadas influenciaram a composi¢cao dos 6leos volateis.

Palavras-chave: Iryanthera, clima, 6leo volatil, terpenos
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ABSTRACT

Brazil presents a very diversified flora, with vegetation of different characteristics
and many active ingredients still unknown, this justifies the significant growth of
studies with products of vegetal origin aiming the search of new phytotherapeutic
potentials. Some specific species of the genus Iryanthera are popularly extracted
to cure infections, wounds and cuts, and their exudate with water to treat stomach
infections, sending therapeutic effects. The purpose of this study was the
characterization of the chemical compounds of the Iryanthera polyneura and to
analyze how climate factors can affect the metabolism of vegetable in the
synthesis of these compounds. The leaves were collected 15 times, always from
the same three individuals identified as 22, 80 and 530, during the years of 2009
to 2011. GC-MS analyses were performed, and the results were compared with
the compound of the libraries and subsequent the statistical analyzes were
performed to quantify the results. According to the chemical analysis of the
volatile oils of leaves of Iryanthera polyneura 59 compounds were detected, of
which 44 were identified, representing 74.5% of the total terpenes. The main
compounds of the essential oil were spatulenol (6.42 £ 1.02%), a-cadinol (5.82 +
0.40%) and t-muurolol (5.24 + 0.03%). However, it verified the presence of 15
compounds that were not determined (25.4%). It was possible to verify an
individual response of each of the specimens of the I. polyneura, in reason of the
composition of terpenes in volatile oils, though there are similarities between
individuals, such as the prevalence of spathulenol, a-cadinol and t-muurolol.
Finally, changes were observed in the composition of terpenes among the
essential oils of the three individuals, due to changes in climatic factors

considered.

Keywords: climate, essential oil, Iryanthera, terpenes
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dos 6leos volateis das folhas com os fatores climéaticos

INTRODUCAO

O Brasil apresenta uma flora bastante diversificada, com vegetacdes de
diferentes caracteristicas e quica principios ativos ainda desconhecidos, o que
justifica o crescimento significativo de estudos com produtos de origem vegetal
para a obtencdo de novos fitoterapicos (CALIXTO, 2003; NAPOLITANO et al.,
2005). Além disso, é considerado o pais mais rico em biodiversidade, de modo
que, atualmente, sdo reconhecidas pouco mais de 46.500 espécies para a flora
brasileira, sendo 4.754 de algas, 33.158 de angiospermas, 1.567 de bridfitas,
5.719 de fungos, 30 de gimnospermas e 1.345 de samambaias e licofitas
(FLORA DO BRASIL, 2018), das quais pouquissimas foram estudadas em
termos biolégicos, quimicos e farmacoldgicos. A conversdo da pesquisa
cientifica sobre a biodiversidade da Amazénia em produtos comerciais € um
desafio nacional, uma vez que essas descobertas permitirdo o desenvolvimento
em diversos setores, dentre eles, os produtos farmacéuticos.

Oleos volateis sdo compostos organicos presentes em células
especializadas dos vegetais, com papel fundamental na interacdo com o meio
ambiente, atuando como compostos sinalizadores na interacéo das plantas com
seu ambiente bidtico e abidtico (VERPOORTE 2000). Originam-se a partir de
produtos intermediarios das vias metabdlicas principais, responsaveis pela
producéo de acucares, lipideos e proteinas. Caracteristicamente, possuem alta
plasticidade genética e grande diversidade quimica, o que possibilita as plantas
adaptar-se as demandas do ambiente, continuamente variavel (HARTMANN,
2007).

Dentre as funcdes exercidas pelos 6leos volateis nos vegetais podem ser
citadas a de protecao contra agentes bacterianos, virais, fungicos, herbivoros e
predadores (FURSTENBERG-HAGG et. al. 2013), que sinaliza o potencial
dessas plantas para uso medicamentoso. Os 0Oleos volateis podem ser utilizados
como medicamentos desde que seja possivel identificar o composto quimico que
apresenta a atividade desejada.

As Myristicaceas estao entre as varias familias botanicas que sintetizam
Oleos volateis. O interesse etnofarmacoldgico surgiu ha década de 1950, quando
Richard Schultes divulgou a descoberta de que algumas espécies do género
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Virola constituiam fonte do rapé yakee, parika ou epena, um narcotico
alucinogénico poderoso utilizados por indios da regido amazobnica.
(RODRIGUES, 1980). As Myristicaceae sao usadas ainda com diversas
finalidades pelos indigenas da Amazonia, como por exemplo, no preparo de
flechas, no tratamento de infec¢des dermatolégicas ou estomacais, reumatismo,
tumores etc., sendo muitas destas atividades comprovadas por pesquisas
cientificas (SCHULTES; HOLMSTED, 1971; GOTTLIEB, 1979; SCHUTES,
1985). Algumas espécies do género Iryanthera sdo usadas popularmente como
alucindgenas (casca de |. macrophylla (Benth.) Warb.) e como antidiarreico
(casca de I. tessmanii Markgr.), além da madeira de varias espécies serem
usadas em construcdo (MORAIS et al., 2009). Outras ainda, tém suas folhas
usadas para curar infecgdes, feridas e cortes, e 0 exsudato usado no tratamento
de infec¢des estomacais. Também, estudo fitoquimico realizado em frutos de I.
grandis Ducke e I. lancifolia Ducke revelou a presenca de tocotrienois que tém
poder antioxidante maior que o tocoferol, ambos compostos da vitamina E
(SILVA et al. 2005).

Todas essas pesquisas fornecem indicios das propriedades medicinais
das Iryanthera, evidenciando a necessidades de estudos quimicos sobre um
maior numero possivel de espécies do género, para melhor compreensao a
respeito de seus compostos.

Tendo em vista 0 que foi exposto, o objetivo deste trabalho foi analisar os
Oleos volateis quanto ao rendimento, a variacao qualitativa e quantitativa, a
influéncia dos fatores climaticos (umidade relativa, precipitacdo, temperaturas
diarias minima, média e maxima, insolacao, velocidade do vento e evaporacao)

e das estacdes do ano.

MATERIAL E METODOS

Coleta de material botanico

A coleta do material botanico faz do Projeto Rio Negro. Dentro deste
projeto, sdo realizadas coletas de material vegetal em florestas de igapé e de
terra-firme para prospeccao de produtos naturais ativos em modelos biolégicos,
farmacoldgicos e toxicologicos; também sado realizadas coletas de material
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vegetal de terra firme para estudos de dinamica florestal. As coletas séo feitas
em trés hectares de floresta divididos em trés parcelas de 1hectare cada. Nestas
parcelas, os individuos com diametro a altura do peito (DAP) foram numerados,
coletados e posteriormente identificados para subsidiar pesquisas futuras, como
a presente.

Entre as espécies identificadas nas parcelas, pertencentes a familias
conhecidas por produzirem Oleos volateis, foi escolhida a espécie Iryanthera
polyneura, que apresentava trés individuos proximos dentro de uma mesma
parcela, com biomassa de folhas suficientemente grande para possibilitar a
realizacdo de coletas por um periodo de dois anos. Os individuos foram
identificados como 22, 80 e 530, fornecendo dados temporais da interacdo do
vegetal com o meio ambiente (Quadro 6). Anteriromente o grupo de pesquisas
realizou um estudo semelhante com uma espécie de Myristicaceae,
Osteophloeum platyspermum (Spruce ex A.DC.) Warb., e obteve resultados
importantes sobre a interacdo da espécie com o meio ambiente (SUFFREDINI,
2016).

Quadro 6: InformagBes sobre a indexacao do material botanico coletado de Iryanthera polyneura.

Individuo Coletor Tombo Determinador
22 A.A.O. (4064) UNIP 5170 Paciencia, M.L.B.
80 A.A.O. (41444) UNIP 5279 Paciencia, M.L.B.
530 * Paciencia, M.L.B.

* Para o individuo 530 ndo houve indexagéo, somente coleta das folhas e identificagdo em

campo.

Para o desenvolvimento deste estudo, foram utilizadas as folhas de
individuos adultos de Iryanthera polyneura provenientes de 15 coletas de campo,
realizadas em diferentes épocas ao longo de outubro de 2009 a dezembro de
2011 sempre dos mesmos trés individuos. Tais individuos foram identificados
como 22 (15 coletas de material), 80 (14 coletas de material) e 530 (15 coletas
de material), de acordo com suas distribuicdes nas parcelas. As datas de coletas
foram determinadas de modo aleatério, segundo disponibilidade de se montar
as expedicoes.

Amostra do material coletado para a pesquisa botanica foram depositadas

no Herbario da Universidade Paulista UNIP, (Quadro 4). O material foi limpo, de
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modo que fossem retirados contaminantes, como insetos ou outros animais,
outros 6rgaos da mesma planta, outras plantas, areia, terra etc. O material limpo

foi mantido em camara fria até ser usado para se obter os 6leos volateis.

Obtencéo dos Oleos voléateis

Os experimentos para obtencdo dos Oleos volateis e 0s ensaios
microbioldgicos foram realizados no Laboratoério de extracéo e no Laboratorio de
Microbiologia da Universidade Paulista — UNIP. Vale ressaltar que esta pesquisa
foi certificada pelo Comité de ética da UNIP sob o protocolo n°® 048/16
CEUA/UNIP (Anexo 1) o qual esta de acordo com os Principios Eticos e foi
aprovado por este Comité de Etica em Pesquisa.

Os oOleos volateis foram obtidos por hidrodestilacdo, realizada em
aparelho de Clevenger (SIMOES et al. 1999), durante quatro horas. Os 6leos
foram completamente coletados do aparelho de Clevenger com auxilio de
pentano posterior evaporacdo em aparelho de evaporacao rotativa (Buchi). Em
seguida, a agua foi retirada com a adicdo de sulfato de sddio anidro. Os 6leos
foram pesados para se avaliar seu rendimento e foram estocados a -10 °C, até
0 uso. Para as analises por cromatografia a gas acoplada a espectrémetro de

massas, 20 uL de cada 6leo foram diluidos em 980 uL acetona.

Andlise dos Oleos volateis por cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM)

A analise dos Oleos volateis por cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas foi realizada no Laboratério Thomson do Instituto de
Quimica da Universidade de Campinas.

A cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas foi realizada
em um equipamento Shimatzu 14B/QP5050A, com analisador do tipo
guadrupolo de mesma marca. A coluna utilizada foi a BPX5 (non polar 5%
phenylpolisylphenylene), de 30m, didmetro interno de 0,25mm. As condi¢fes de
corrida do cromatégrafo a gas foram: temperatura inicial do forno 60°C (6 min),
temperatura final 320°C (8 min), aumento de temperatura (temperature rate) de
10°C/min, tempo total de corrida de 40 min. Pressao da coluna de 150.0kPa,

fluxo da coluna de 2,5mL/min, velocidade linear de 58, “split ratio” de 9 e fluxo
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total de 30.0mL/min, gerado por gas de arraste Hélio (ADAMS, 2007). Os dados
foram comparados com bibliotecas de compostos, como Willey229, NIST107,
SHIM1607 e NIST21 e com livros de referéncia (ADAMS, 2007). Foram injetadas
41 amostras relativas as diferentes coletas. O volume injetado de cada amostra
foi de 1pL.

Obtencdo do indice de Retencéo

Os compostos volateis cujas identificacbes foram sugeridas nas
bibliotecas citadas, as quais compararam 0s espectros de massas das amostras
com as referidas, foram submetidos ao calculo do indice de Retencdo (IR),
segundo a férmula apresentada abaixo, a qual se baseia no tempo de retencéo
de cada um dos compostos e no tempo de retencéo de alcanos.

Ix=100n+100(tx-tn)/(tn+1-tn)

Onde:

Ix € o valor que quero encontrar

Tx € O tempo de retencao da molécula desconhecida

Tn € 0 tempo de retencao do alcano de menor nimero de carbonos

Delineamento experimental

Inicialmente para a obteng&o dos rendimentos de cada 6leo, obtidos em
termos de porcentagem volume/massa, foram utilizadas todas as amostras de
Oleos obtidas, sendo 15 amostras obtidas dos individuos 22 e 530 e 14 amostras
obtidas do individuo 80. A avaliacdo dos terpenos também foi executada para
todos os 0leos citados anteriormente.

Para a avaliacdo da variacdo dos terpenos dos 6leos foram usadas 41
amostras de 6leos, sendo 15 obtidas do individuo 22, 12 obtidas do individuo 80
e 14 obtidas do individuo 530. Essa andlise foi realizada a partir das
porcentagens de terpenos anteriormente obtidas, e dois Oleos do individuo 80
foram descartados porque o numero de terpenos detectados apos a analise do
CG-EM foi muito baixo, e configuraram-se como outliers, uma vez que criaram
tendéncias nas analises de modo muito significativo. Analises multivariadas do
tipo andlise de componentes principais e analise de correspondéncia foram
realizadas. Para a analise de verificagdo da variacdo dos terpenos em funcéo do
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clima e da variacao climética foi efetuada analise de correspondéncia candnica.
Para todos os casos descritos, considerou-se os 41 6leos essenciais como 0S
casos e 0s 59 terpenos como as variaveis. Para as analises realizadas em
funcdo das estac¢des do ano e dos fatores climaticos, cujos dados foram obtidos
para os dias de coleta, as variaveis consideradas foram umidade relativa,
precipitacdo, temperaturas diarias minima, média e maxima, insolacao,
velocidade do vento e evaporacéo.

A mesma analise foi realizada considerando-se ordenacao para os 6leos
dos trés individuos, ou para as esta¢cfes do ano, que na Amazoénia sdo duas: a
estacdo seca (DS) e a estacao chuvosa (WS).

Foram consideradas andlises realizadas com todos os terpenos, em um
total de 59 moléculas, e analises realizadas apenas com 0s terpenos comuns a

todos os 6leos volateis, que sao apenas sete.

Anélise matematica e estatistica

Para este trabalho, foram utilizadas a analise de componentes principais
(ACP), andlise de correspondéncia (CA) e a analise de correspondéncia
canbnica (ACC), que foram realizadas pelo programa Multivariate Statistical
Package (MVSP). Além das analises estatisticas, foram feitas analises
matematicas utilizando-se a teoria dos conjuntos, para obtencdo dos terpenos

que ocorriam em comum em todas as amostras de 6leos volateis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme apresentado na Tabela 1, os rendimentos dos 6leos volateis
obtidos das folhas de Iryanthera polyneura variaram entre 0,03% e 0,43%, sendo
0s menores resultados observados para a coleta 220E1 e os maiores para a
coleta 5300E9.

A partir da anélise quimica das folhas de Iryanthera polyneura foram
detectados 59 compostos (Figura 8), dos quais 44 foram identificados,
representando 74,5% do total de terpenos (Apéndice 1). Os principais compostos
dos o6leos volateis foram espatulenol (6,42+1,02%), a-cadinol (5,82+0,40%) e t-
muurolol (5,24+0,03%), cujos rendimentos dados foram calculados com base na
média e erro padrdo obtido para os 44 6leos analisados. Suffredini et al. (2016)
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também relatam a maior porcentagem de espatulenol na espécie Osteophloeum
platyspermum Warb., outra espécie de Myristicaceae. Verificou-se a presenca
de 15 compostos que néo foram determinados (25,4%).

A composicao dos 6leos volateis dos trés individuos foi quantitativamente
e qualitativamente diferentes como apresentado na tabela 2, onde estéo listados
todos os compostos organicos volateis detectados nos 6leos volateis obtidos das
folhas dos individuos 22, 80 e 530 de Iryanthera polyneura. Os compostos cis-
jasmona e a-cadineno so6 foram detectados no individuo 22, sesqui 6 no individuo
80 e B-bisaboleno no individuo 530. Essa diferenca sugere que cada individuo
apresenta variabilidade genética e estd em uma fase fisiolégica e possivelmente
relacionam-se de maneiras diferentes com os fatores intrinsicos e extrinsicos.
Os compostos organicos volateis espathulenol, elemol, o-muuroleno, -
muuroleno, sesqui 2, sesqui 3 e t-muurolol sdo comuns a todos os individuos,
ou seja, ocorrem em todas as coletas para todos os trés individuos. O composto
majoritario, considerando a média dos trés individuos, foi o espatulenol com a
maior porcentagem de ocorréncia para o individuo 80 (8,13%).

Embora os fenilpropanoides possam ser encontrados em algumas
espécies de Myristicaceae, por exemplo, Myristica fragrans, nao foram
encontrados nos 6leos volateis de Iryanthera polenyura analisados.
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TABELA 1: Rendimentos (% v/p) obtidos dos 6leos volateis de folhas de trés individuos de Iryanthera polyneura.

Coleta Material Massa final | Rendimento Coleta Material | Massa final | Rendimento Coleta Material | Massa final | Rendimento
Vegetal (g) | de 6leo (g) (%) Vegetal (g) | de éleo (g) (%) Vegetal (g) | de 6leo (g) (%)
220E1 651 0,2148 0,033 800E1 575 0,5111 0,0889 5300E1 422,3 0,4395 0,1041
220E2 330,2 0,3025 0,0916 800E2 331,3 0,4412 0,1332 5300E2 286,5 0,426 0,1487
220E3 308,83 0,8712 0,2821 800E3 353 0,3968 0,1124 5300E3 179,28 0,6245 0,3483
220E4 291,6 0,2242 0,0769 800E4 358,49 0,2865 0,0799 5300E4 333,69 0,442 0,1325
220E5 218,32 0,3809 0,1745 800E5 182,19 * * 5300E5 184,07 0,6691 0,3635
220E6 168,83 0,1531 0,0907 800E6 254,16 0,2806 0,1104 5300E6 221,83 0,3789 0,1708
220E7 186,34 0,2295 0,1232 800E7 272,14 * * 5300E7 67,75 0,18 0,2657
220ES8 189,36 0,2487 0,1313 800E8 150,5 0,1154 0,0767 5300E8 202,26 0,2429 0,1201
220E9 357,32 0,4271 0,1195 800E9 122,75 0,4147 0,3378 5300E9 233,72 1,0194 0,4362
220E10| 227,32 0,1403 0,0617 800E10| 206,43 0,1709 0,0828 5300E10| 316,96 0,6053 0,191
220E11 247,35 0,1562 0,0631 800E11 215,84 0,2483 0,115 5300E11 328,84 0,4667 0,1419
220E12 248,46 0,1393 0,0561 800E12 167,67 0,1297 0,0774 5300E12 207,7 0,2198 0,1058
220E13| 418,79 0,3026 0,0723 800E13| 303,89 0,2331 0,0767 5300E13| 289,91 0,3903 0,1346
220E14 181,34 0,1482 0,0817 800E14 166,06 0,1352 0,0814 5300E14 235,07 0,2515 0,107
220E15 121,17 0,0767 0,0633 5300E15 156,51 0,211 0,1348

* Sem informagéo
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FIGURA 8: Formua estrutural dos componentes organicos volatéis identificados nos o6leos

volatéis das folhas de trés individuos de |. polyneura.
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TABELA 2: Composicdo quimica nos 6leos volateis obtidos das folhas dos individuos 22, 80 e 530 de Iryanthera polyneura. Sdo dados Tempos de Retencéo,

indices de Retencéo, ordem de saida dos compostos e média de porcentagens para cada individuo, considerando-se as 15 coletas analisadas.

Individuo 22 Individuo 80 Individuo 530
Composto TR :;? IR IR ref. | Média Pg(grr%o Composto TR ;Q? IR IR ref. | Média chrirrgo Composto TR ;I'eI? IR IR ref. | Média chrirr%o
p-Cimeno 7.828 * 1027 * 0,01 0,01 p-Cimeno 7.828 * 1027 * 0,02 0,01 p-Cymene 7.828 * 1027 * 0,01 0,01
Linalol 10.75 * 1109 * 0,06 0,03 Linalol 10.75 * 1109 * 0,03 0,03
Terpinen-4-ol 13.679 * 1182 * 0,03 0,03 Terpinen-4-ol 13.679 * 1182 * 0,02 0,02
p-Cimen-8-ol 13.99 * 1190 * 0,02 0,01
a-Terpineol 14.202 * 1195 * 0,06 0,02 a-Terpineol 14.202 * 1195 * 0,03 0,02 a-Terpineol 14.202 * 1195 * 0,01 0,01
d-Elemeno 20.131 21.77 1337 1335 1,08 0,17 5-Elemeno 20.131 21.77 1337 1335 0,97 0,10 o-Elemeno 20.131 21.77 1337 1335 1,44 0,22
a-Cubebeno 20.627 | 22.33 | 1349 | 1345 0,10 0,03 a-Cubebeno 20.627 | 22.33 | 1349 | 1345 | 0,21 0,15 a-Cubebeno 20.627 | 22.33 | 1349 | 1345 0,17 0,04
Cicloisosativeno 21.23 * 1364 * 0,35 0,10 Cicloisosativeno 21.23 * 1364 * 0,45 0,09 Cicloisosativeno 21.23 * 1364 * 0,52 0,09
Ciclosativeno 21.327 | 23.25 | 1366 | 1369 0,98 0,26 Ciclosativeno 21.327 | 23.25 | 1366 | 1369 | 0,46 0,10 Ciclosativeno 21.327 | 23.25 | 1366 | 1369 1,20 0,25
a-llangene 21.508 23.43 1370 1373 0,12 0,04 a-llangene 21.508 23.43 1370 1373 0,06 0,03 a-llangene 21.508 23.43 1370 1373 0,24 0,06
a-Copaeno 21.693 | 23.49 | 1375 | 1374 0,43 0,09 a-Copaeno 21.693 | 23.49 | 1375 | 1374 | 0,51 0,05 a-Copaeno 21.693 | 23.49 | 1375 | 1374 | 0,68 0,12
B-Bourboneno 22.063 24.05 1383 1387 0,63 0,14 B-Bourboneno 22.063 24.05 1383 1387 0,33 0,06 B-Bourboneno 22.063 24.05 1383 1387 0,37 0,07
B-Elemeno 22.394 24.15 1391 1389 2,56 0,28 B-Elemeno 22.394 24.15 1391 1389 3,84 0,25 B-Elemeno 22.394 24.15 1391 1389 3,35 0,18
B-Cariofileno 23.455 25.36 1417 1417 0,64 0,09 B-Cariofileno 23.455 25.36 1417 1417 0,63 0,10 B-Cariofileno 23.455 25.36 1417 1417 0,81 0,11
sesqui 1 23.857 * 1428 * 0,72 0,13 sesqui 1 23.857 * 1428 * 1,26 0,20 sesqui 1 23.857 * 1428 * 0,98 0,19
y-Elemeno 24.066 21.77 1433 1434 0,31 0,05 y-Elemeno 24.066 21.77 1433 1434 0,50 0,08 y-Elemeno 24.066 21.77 1433 1434 0,59 0,08
Aromadendreno 24.243 26.27 1437 1439 0,65 0,08 Aromadendreno 24.243 26.27 1437 1439 1,36 0,11 Aromadendreno 24.243 26.27 1437 1439 1,03 0,10
a-Humuleno 24.829 26.82 1452 1452 0,13 0,04 a-Humuleno 24.829 26.82 1452 1452 0,16 0,05 a-Humuleno 24.829 26.82 1452 1452 0,17 0,03
a-Gurjuneno 23.08 25.00 | 1408 | 1409 0,01 0,01 a-Gurjuneno 23.08 25.00 | 1408 | 1409 | 0,06 0,03 a-Gurjuneno 23.08 25.00 | 1408 | 1409 0,08 0,03
a-Patchouleno 24.941 26.92 1454 1454 0,01 0,01 a-Patchouleno 24.941 26.92 1454 1454 0,08 0,07

Tabela 2 (Cont.)

70



Avaliacdo quimica de Iryanthera polyneura Ducke e a interagao
dos o6leos volateis das folhas com os fatores climaticos

Individuo 22 Individuo 80 Individuo 530

Composto TR ;2? IR IR ref. | Média chrjrr% o Composto TR ;2? IR IR ref. | Média Pgorirr% o Composto TR ;I'eI? IR IR ref. | Média chri?; o

Alo- 2511 | 27.07 | 1459 | 1458 | 012 | 0,03 Alo- 2511 | 27.07 | 1459 | 1458 | 030 | 005 Alo- 2511 | 27.07 | 1459 | 1458 | 026 | 0,04
Aromadendreno ’ ' Aromadendreno ' ’ Aromadendreno ' '
o -Muuroleno 25.789 27.91 | 1475 1478 2,85 0,28 a -Muuroleno 25.789 27.91 | 1475 1478 2,90 0,15 a -Muuroleno 25.789 27.91 | 1475 1478 3,90 0,33
a-Amorfeno 25.927 28.13 1479 1483 1,25 0,15 a-Amorfeno 25.927 28.13 1479 1483 1,28 0,12 a-Amorfeno 25.927 28.13 1479 1483 1,85 0,23
Sesqui 2 26.14 * 1484 * 0,65 0,09 Sesqui 2 26.14 * 1484 * 0,98 0,05 Sesqui 2 26.14 * 1484 * 0,93 0,07
a-Elemeno 26.505 * 1493 * 1,36 0,12 a-Elemeno 26.505 * 1493 * 1,70 0,11 a-Elemeno 26.505 * 1493 * 1,94 0,15
a-Muuroleno 26.741 28.83 | 1499 1500 2,80 0,30 a-Muuroleno 26.741 28.83 | 1499 1500 3,12 0,28 a-Muuroleno 26.741 28.83 | 1499 1500 4,03 0,41
B-Bisaboleno 27.088 | 29.04 | 1508 | 1505 0,01 0,01
o -Cadineno 27.261 | 29.35 | 1513 | 1513 1,53 0,32 a -Cadineno 27.261 | 29.35 | 1513 | 1513 1,73 0,07 a -Cadineno 27.261 | 29.35 | 1513 | 1513 2,10 0,23
Sesqui 3 27.32 * 1514 * 0,69 0,27 Sesqui 3 27.32 * 1514 * 0,09 0,09 Sesqui 3 27.32 * 1514 * 0,33 0,21
Calameneno 27.62 29.69 1522 1521 1,92 0,15 Calameneno 27.62 29.69 1522 1521 1,25 0,14 Calameneno 27.62 29.69 1522 1521 2,41 0,27
Valenceno 28.046 28.66 1533 1532 0,61 0,07 Valenceno 28.046 28.66 1533 1532 0,85 0,06 Valenceno 28.046 28.66 1533 1532 1,00 0,07
a-Cadineno 28.178 | 30.33 | 1536 | 1537 0,10 0,06

a-Calacorene 28.369 | 30.62 | 1541 | 1544 0,60 0,14 a-Calacorene 28.369 | 30.62 | 1541 | 1544 | 0,31 0,08 a-Calacorene 28.369 | 30.62 | 1541 | 1544 | 0,30 0,10
Elemol 28.645 30.78 1549 1548 2,08 0,24 Elemol 28.645 30.78 1549 1548 1,13 0,16 Elemol 28.645 30.78 1549 1548 1,11 0,12
Germacreno B 28.874 | 31.24 | 1555 | 1559 0,72 0,13 Germacreno B 28.874 | 31.24 | 1555 | 1559 1,07 0,28 Germacreno B 28.874 | 31.24 | 1555 | 1559 0,97 0,15
Longifolene 29 24.92 1558 1555 0,35 0,03 Longifolene 29 24.92 1558 1555 0,80 0,08 Longifolene 29 24.92 1558 1555 0,41 0,07
Sesqui 4 29.254 * 1565 * 3,00 0,22 Sesqui 4 29.254 * 1565 * 4,15 0,34 Sesqui 4 29.254 * 1565 * 4,17 0,32
Espatulenol 29.721 31.96 1577 1577 6,51 0,47 Espatulenol 29.721 31.96 1577 1577 8,13 0,42 Espatulenol 29.721 31.96 1577 1577 4,61 0,37
Sesqui 5 29.944 * 1582 * 4,79 0,21 Sesqui 5 29.944 * 1582 * 7,14 0,40 Sesqui 5 29.944 * 1582 * 5,09 0,43
y-Selineno 30.226 * 1590 * 1,03 0,13 y-Selineno 30.226 * 1590 * 2,00 0,17 y-Selineno 30.226 * 1590 * 1,04 0,14
Guaiol 30.489 32.92 1597 1600 0,79 0,13 Guaiol 30.489 32.92 1597 1600 0,13 0,04 Guaiol 30.489 32.92 1597 1600 0,18 0,03
Globulol 30.652 | 32.50 | 1601 | 1590 1,30 0,15 Globulol 30.652 | 32.50 | 1601 | 1590 2,62 0,21 Globulol 30.652 | 32.50 | 1601 | 1590 0,74 0,24
Eremofileno 30.636 * 1601 * 0,05 0,05 Eremofileno 30.636 * 1601 * 1,05 0,21

Tabela 2 (Cont.)
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Individuo 22 Individuo 80 Individuo 530
Composto TR :;? IR IR ref. | Média chrjrr%o Composto TR ;2? IR IR ref. | Média chrirrgo Composto TR E IR IR ref. | Média chrigo
sesqui 6 31.025 * 1611 * 0,78 0,11
Sesqui 7 31.52 * 1624 * 1,87 0,26 Sesqui 7 31.52 * 1624 * 1,89 0,15 Sesqui 7 31.52 * 1624 * 1,91 0,22
sesqui 8 31.638 * 1628 * 5,19 0,47 sesqui 8 31.638 * 1628 * 3,58 0,30 sesqui 8 31.638 * 1628 * 4,33 0,25
sesqui 9 31.746 * 1631 * 1,82 0,26 sesqui 9 31.746 * 1631 * 1,29 0,06 sesqui e 31.746 * 1631 * 1,37 0,12
t-Muurolol 32.137 * 1641 * 5,28 0,29 t-Muurolol 32.137 * 1641 * 5,19 0,26 t -Muurolol 32.137 * 1641 * 5,26 0,37
Sesqui 10 32.298 * 1646 * 2,46 0,25 Sesqui 10 32.298 * 1646 * 2,45 0,11 Sesqui f 32.298 * 1646 * 2,87 0,19
B-Eudesmol 32.398 | 34.79 | 1649 | 1649 1,28 0,22 B-Eudesmol 32.398 | 34.79 | 1649 | 1649 | 0,89 0,04 B-Eudesmol 32.398 | 34.79 | 1649 | 1649 0,76 0,05
a-Cadinol 32.598 | 34.93 | 1654 | 1654 5,35 0,65 a-Cadinol 32.598 | 34.93 | 1654 | 1654 6,61 0,41 a-Cadinol 32.598 | 34.93 | 1654 | 1654 | 5,49 0,45
y-Eudesmol 32.948 | 34.08 | 1664 | 1630 0,07 0,04 y-Eudesmol 32.948 | 34.08 | 1664 | 1630 0,16 0,06
Sesqui 11 33.08 * 1667 * 0,19 0,13 Sesqui 11 33.08 * 1667 * 0,74 0,17 Sesqui 11 33.08 * 1667 * 1,16 0,18
Cadaleno 33.309 | 35.80 | 1673 | 1675 1,13 0,12 Cadaleno 33.309 | 35.80 | 1673 | 1675 | 0,98 0,09 Cadaleno 33.309 | 35.80 | 1673 | 1675 1,41 0,09
Sesqui 12 34.04 * 1693 * 0,15 0,06 Sesqui 12 34.04 * 1693 * 0,81 0,10 Sesqui 12 34.04 * 1693 * 0,86 0,11
sesqui 13 34.509 * 1706 * 0,23 0,08 sesqui 13 34.509 * 1706 * 0,46 0,02 sesqui 13 34.509 * 1706 * 0,31 0,03
sesqui 14 34.8 * 1716 * 0,67 0,16 sesqui 14 34.8 * 1716 * 0,88 0,15 sesqui 14 34.8 * 1716 * 0,70 0,16
cis-Jasmona 35.176 * 1725 * 0,01 0,01
sesqui 15 35.97 * 1748 * 0,09 0,05 sesqui 15 35.97 * 1748 * 0,30 0,03 sesqui 15 35.97 * 1748 * 0,24 0,03
Hidrocarboneto monoterpénico (%) 0,69 Hidrocarboneto monoterpénico (%) 0,85 Hidrocarboneto monoterpénico (%) 0,47
Monoterpeno oxigenado (%) 3,70 Monoterpeno oxigenado (%) 1,42 Monoterpeno oxigenado (%) 0,23
Hidrocarboneto sesquiterpénico (%) 78,24 Hidrocarboneto sesquiterpénico (%) 80,74 Hidrocarboneto sesquiterpénico (%) 81,82
Sesquiterpeno oxigenado (%) 17,36 Sesquiterpeno oxigenado (%) 17,00 Sesquiterpeno oxigenado (%) 17,48
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As Anadlises de Componentes Principais (ACP) e Correspondéncia
Canonica (CA) foram realizadas para ordenar os 6leos com variaveis. Essas
técnicas podem ser utilizada para entender as complexas interagcbes de um
organismo com as variaveis que o cercam. Sao recentes as aplicacfes dessa
metodologia para analisar as relacdes dos Oleos volateis com possiveis fatores
que o influenciam, como fatores geograficos e ambientais de coleta do vegetal
(RAGUSA et al. 2017; HANLIDOU et al., 2014), diferencas na composicao
quimica do vegetal, (PINHEIROA et al.,, 2016), analises quimiotaxémicas
(PITAROKILIA et al., 2014), analisar as varia¢cdes da composi¢cdo quimica dos
Oleos volateis (Suffredini et al. 2016) entre outas possiveis aplicacdes.

A figura 9 representa a ordenacao dos trés individuos (22, 80 e 530) de I.
polyneura cujas folhas foram coletadas para obtencdo dos Oleos volateis,
analisados em funcéo da ocorréncia de todos os compostos organicos volateis
e sua porcentagem, feita por andlise de componentes principais (ACP). A ACP
realizada para os trés individuos, levando em conta todos os terpenos,
apresentou porcentagem acumulada de 58,498 nos dois primeiros eixos. Mostra
um gradiente que leva a separacdo do individuo 80 no primeiro eixo e do
individuo 530 no segundo eixo. Em termos biologicos, mostra uma tendéncia de
qgue os trés individuos possam apresentar caracteristicas individuais relativas a
producéo de terpenos, o que pode indicar condic¢des fisioldgicas distintas, dadas
por fatores intrinsecos ou extrinsecos.

A figura 10 representa a analise de correspondéncia entre os 6leos
volateis obtidos das folhas dos trés individuos (22, 80 e 530), analisados em
funcdo da ocorréncia de todos os compostos organicos volateis e sua
porcentagem. Nota-se, na figura 10, que o individuo 80 se destaca dos outros
dois, e que varios Oleos volateis coletados do individuo 22 séo diretamente
influenciados pela presenca de linalol, elemol e terpinen-4-ol, compostos
minoritarios (Figura 10). Apesar da influéncia de todos 0s compostos organicos
volatéis na ordenacgéo dos 6leos, no individuo 80, o que se destaca € 0 sesq6
que foi detectado apenas para este individuo. Ja os 6leos do individuo 530 foram
influenciados por B-bisaboleno, detectado apenas para esse individuo, o-

ilangene e a-gurjuneno compostos Minoritarios.
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FIGURA 9. Andlise de componentes principais feita com 41 6leos essenciais obtidos de folhas de trés individuos de Iryanthera polyneura. A sequéncia
numérica é relativa as datas de coletas de cada um dos individuos.
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FIGURA 10. Andlise de correspondéncia feita com 41 6leos essenciais obtidos de folhas de trés individuos de Iryanthera polyneura. A sequéncia numérica é
relativa as datas de coletas de cada um dos individuos.
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A figura 11 representa a analise de correspondéncia canonica referente
aos trés individuos (22, 80 e 530) cujas folhas foram coletadas para obtencéo
dos oleos volateis, analisados em funcédo da ocorréncia de todos os terpenos e
sua porcentagem, em funcéo do clima a época de coleta das folhas. Uma anélise
de correspondéncia canonica (CCA) foi realizada levando-se em consideragéo
0s Oleos volateis e todos os terpenos como variaveis, comparados com as
variaveis referentes ao clima da regido a época de colheita do material com o
qual se obteve os 06leos. Na figura 11, observa-se que a umidade relativa
influenciou diretamente a composicdo de Oleos volateis obtidos de material
vegetal coletado no periodo chuvoso, como o 220E3, 220E5, 800E3, 800ES5,
5300E3, 5300E5 - estes todos coletados no mesmo dia -, além dos oleos
5300E6, 5300E7 e 5300E9. Observa-se que a precipitagdo influenciou
diretamente a composi¢do de 6leos volateis de 5300E10 e 5300E12. O fator
climatico variacdo de temperatura, observada pelos dados de temperatura
minima, temperatura maxima e temperatura meédia, influenciou a composicao
dos éleos volateis obtidos de plantas que foram coletadas no periodo chuvoso,
como os 6leos 220E9, 220E11, 220E15, 220E7, 80 OE1 e 800E4, além do
220E2 (o unico coletado em estacdo seca). O fator climatico insolacéo
influenciou diretamente a composi¢ao dos 6leos obtidos de plantas coletadas na
estacdo seca, como 220E1, 220E13, 800E1 e 800E2.

Na figura 12, observa-se que o fator climatico temperatura influenciou na
presenca de linalol, terpinen-4-ol e com menos influéncia o a-cadinene nos 6leos
volateis. A estacdo mais seca com temperaturas mais elevadas parece contribuir
com a sintese de terpinen-4-ol, esse mesmo resultado ja foi relatado em
trabalhos anteriores (SUFFREDINI et al., 2016; CABRERA et al., 2015). A
umidade relativa influenciou diretamente a presenca de cis-jasmona e de B-
bisaboleno. Cis-jasmona é reconhecido por ser relacionado com a defesa do
vegetal atraindo insetos que vao atuar contra herbivoria (BIRKETT, et al. 2000),
isso reforca a premissa da participacdo desse composto organico volatil com a
interacdo planta e meio ambiente. O espatulenol est4 sob influéncia de maior
precipitagdo e corrobora com o trabalho de Suffredini et al. (2016), que também
encontraram tal resultado para O. platyspermum. Os estudos dos o6leos volateis

das folhas de I. polyneura, coletadas em diferentes esta¢des do ano, apresentou
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variagao sazonal de seus constituintes tornando evidente a influéncia dos fatores
climaticos.

Na figura 13, observa-se uma ordenacdo segundo a estacdo do ano,
classificada como seca e chuvosa, uma vez que na Amazdnia o regime de
chuvas tem relacdo direta com a estacdo do ano e é determinante para suas
alteracdes (AB-SABER, 2003). Para esta andlise, observa-se uma porcentagem
acumulada no segundo eixo de 58,498. Observa-se, portanto, que na ACP obtida
h& uma ordenacdo segundo a estacdo do ano, onde pode-se verificar um
acumulo de 6leos volateis coletados na estagdo seca alocados no lado esquerdo
do eixo 1, ao passo que os 6leos volateis coletados na estacdo chuvosa se
encontram localizados entre o centro e a direita do eixo 1. As analises por ACP
indicam influéncia sazonal nos 6leos volateis, com o 6leo obtido das folhas
coletadas na estacdo seca apresentando as maiores diferencas em relagéo a
estacao chuvosa.

A figura 13 representa a ordenacdo dos trés individuos (22, 80 e 530)
cujas folhas foram coletadas para obtencédo dos 6leos volateis, analisados em
funcéo da ocorréncia de todos os compostos organicos volatéis que ocorrem nos
trés individuos e sua porcentagem, feita por analise de componentes principais
(ACP), tendo como vetores os terpenos. Considerando-se que a coleta do
material vegetal usado para obtencdo dos Oleos volateis de cada um dos
individuos foi feita no mesmo dia, pode-se comparar o conteldo desses 6leos
segundo a sazonalidade. Apartir dessa ACP é possivel identificar o espatulenol,
sesg5 e 0 a-cadinol como o0s compostos organicos volateis com maior
porcentagem de ocorréncia em estacdo seca, ao passo que, a-muurolol e t-
muurolol apresentam maior porcentagem na estacdo chuvosa. A presenca de
maior porcentagem do espatulenol na estacéo seca ja foi relatado em outros
estudos (Prochnow, 2015). Os sesquiterpenos sao moléculas maiores, mais
densas e menos volateis, tendo muitas vezes fungdes de acao antimicrobiana e
acao de fungitoxidade (AMARAL, et al. 2015).
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FIGURA 11. Andlise de correspondéncia candnica feita com 41 6leos essenciais obtidos de folhas de trés individuos de Iryanthera polyneura mostrando as
variaveis climaticas. A sequéncia numérica é relativa as datas de coletas de cada um dos individuos.
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FIGURA 12. Andlise de correspondéncia candnica feita com 41 6leos essenciais obtidos de folhas de trés individuos de Iryanthera polyneura mostrando os
compostos organicos volateis e as variaveis climaticas.
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FIGURA 13. Andlise de componentes principais feita com 41 6leos essenciais obtidos de folhas de trés individuos de Iryanthera polyneura mostrando os
compostos organicos volateis e as estacdes do ano. A sequéncia numérica € relativa as datas de coletas de cada um dos individuos.
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CONCLUSOES

Segundo as analises realizadas, observou-se que as diferencas nos
rendimentos dos 6leos volateis apresentaram uma variacao entre a composi¢ao
dos compostos volateis dos trés individuos. Quanto a composi¢cdo quali e
quantitativa, a ocorréncia de espatulenol, a-cadinol e t-muurolol como
compostos majoritarios € comum aos trés individuos, porém, ocorrem em
concentracdes diversas. As estacdes do ano, bem como as variaveis climaticas

analisadas, influenciaram a composicao dos 6leos volateis.
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RESUMO

A Floresta Amazoénica ocupa uma vasta area da América do Sul e contém um
namero expressivo de espécies de plantas, o que implica em potenciais
descobertas de farmacos incluindo aqueles provenientes de Oleos volateis de
espécies da flora amazénica. Dentre as func¢des exercidas pelos 6leos volateis
estdo a de protecdo contra microorganismos patogénicos, como inseticidas e
também contra herbivoros e, o que sinaliza, que existe um potencial nesses
vegetais quanto a aplicagdo dos mesmos para medicamentos. O objetivo desse
trabalho foi analisar o potencial antimicrobiano dos Oleos volateis de trés
individuos de Iryanthera polyneura frente a Candida albicans, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e
Streptococcus mutans e a atividade antitumoral em linhagens celulares humanas
de adenocarcinoma de mama e de cancer de prostata. Foram coletadas por 15
vezes durante os anos de 2009 a 2011 as folhas de trés individuos adultos de
Iryanthera polyneura. Para a andlise do potencial antibacteriano foi realizada a
microdiluicdo em caldo e para a analise da atividade antitumoral foi calculado o
ICs0 de todas as amostras de 43 6leos volateis. De acordo com as analises dos
43 oleos volateis testados contra 10 cepas de bactérias e o fungo, verificou-se
gue os Oleos de I. polyneura néo inibiram o crescimento das bactérias Gram-
negativas Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, nem da levedura
Candida albicans, sendo mais eficiente contra as bactérias Gram-positivas
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans.
Também foi possivel observar atividade citotdéxica contra células de tumor de
mama e de préstata para estes 6leos, sendo que se apresentaram mais efetivos

contra as células de préstata.

Palavras-chave: antibacteriano, Iryanthera polyneura, 6leos volateis
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ABSTRACT

The Amazon Rainforest takes up a vast area of South America, contain an
expressive number of plant species, this vast biodiversity implies some potential
discoveries mainly of drugs derived from the essential oils of the Amazonian flora.
Among the functions performed by essential oils is the protection of plants against
bacterial agentes, virals, fungals, insecticides, herbivores and predators that
signals the potential of these plants for drug use. The objective of this study was
to analyze the antibacterial potential the volatile oils of three individuals of
Iryanthera polyneura against Candida albicans, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and
Streptococcus mutans and the antitumor activity in human cell lines of breast
adenocarcinoma and cancer of prostate. The leaves of three adult individuals of
Iryanthera polyneura were collected 15 times during the years 2009 to 2011. For
the analysis of the antibacterial potential, the microdilution in broth was performed
and for the analysis of the antitumor activity the IC 50 of all the essential oils was
calculated. According to the analyzes of the 43 essential oils tested against 10
strains of bacteria and one fungus, it was found that I. polyneura oils did not inhibit
the growth of the Gram-negative bacteria Escherichia coli and Pseudomonas
aeruginosa, nor of the Candida albicans, being more efficient for the Gram-
positive bacteria Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus and
Streptococcus mutans. Finally, was observed cytotoxic activity against breast
and prostate tumor cells for these oils, and they were more effective against the

prostate cells.

Key words: antibacterial, essential oils, Iryanthera polyneura
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INTRODUCAO

A Floresta Amazbnica ocupa uma vasta area da América do Sul,
aproximadamente 6.000,000 quildmetros quadrados, sendo que mais da metade
encontra-se em territério brasileiro (PIRES; PRANCE, 1985). Abriga 0 expressivo
namero de aproximadamente 40.000 espécies, evidenciando a importante
riqueza de sua flora. Atualmente, estima-se que a flora desconhecida na
Amazonia esteja subestimada e que a biodiversidade vegetal provavelmente
inclui pelo menos 3 vezes mais espécies de plantas do que atualmente sdo
conhecidas (HOPKINS, 2007), muitas das quais sdo endémicas deste bioma,
(FERREIRA, 2017).

Essa vasta variedade de espécies implica em potenciais descobertas
principalmente de farmacos provenientes dos Oleos volateis da flora amazénica.
A necessidade de encontrar-se novas substancias capazes de atuarem como
antibioticos ocorre devido ao aumento da resisténcia dos micro-organismos e por
algumas infeccbes que podem surgir quando o sistema imunoldgico esta
suprimido (PENNA et al., 2001). Dentre esses micro-organismos estao
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Candida albicans, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus mutans e Streptococcus
sangunis, alguns dos principais causadores de doenc¢as nos seres humanos e,
por isso mesmo, ha grande impotancia de se estudar tratamentos alternativos
para esses agentes patoldgicos.

Dentre as funcbes exercidas pelos 6leos volateis a de protecdo contra
microorganismos patogénicos, como inseticidas e contra herbivoros
(FURSTENBERG-HAGG et. al. 2013) € o que sinaliza que existe um potencial
nesses vegetais quanto a aplicacdo dos mesmos para medicamentos.

Esses medicamentos poderiam ser utilizados em diversas areas da
saude, dentre elas em tratamentos oncologicos. O cancer é uma doenga com
elevado indice de mortalidade, que atinge anualmente milhdes de pessoas ao
redor do mundo. Estima-se que, para o Brasil, no biénio 2018-2019, havera
ocorréncia de 600 mil casos novos de céancer, para cada ano, sendo que 0S
canceres de prostata (68 mil) em homens e mama (60 mil) em mulheres serdo
os mais frequentes (INCA, 2018).
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A descoberta de farmacos antineoplasicos de facil administragdo e com
poucos ou insignificantes efeitos colaterais é uma das principais metas buscadas
pelos pesquisadores da area (COSTA-LOTUFO et al., 2010), por esse motivo,
0s Oleos volatéis podem ser uma alternativa.

Os Oleos volateis sdo encontrados em algumas familias botanicas, como
Asteraceae, Apiaceae, Cupressaseae, Geraniaceae, Lamiaceae, Laureaceae,
Myrtaceae, Myristicaceae, Pinaceae, Piperaceae, Rutaceae, Rosaceae,
Poaceae e Zingiberaceae, entre outras. O género Iryanthera da familia
Myristicacea é muito comercializado devido a caracteristicas de sua madeira
(LISBOA; LOUREIRO; SILVA, 1984). Além disso, estudos etnobotanicos
relataram o uso da casca interna e da seiva para o tratamento de infec¢des
causadas por fungos (SHULTES, 1985), fornecendo indicios de suas possiveis
propriedades antibacterianas e citotoxicas.

Tendo em vista o que foi exposto, 0 objetivo deste trabalho foi analisar
diferencas de ocorréncia dos principais terpenos entre os individuos. Além disso,
avaliar os 6leos volateis quanto a atividade antimicrobiana e citotoxica e sua

relacdo com os terpenos e com as est¢des do ano.

MATERIAIS E METODOS

Coleta de material botanico

Para o desenvolvimento deste estudo, foram utilizadas as folhas de
individuos adultos de Iryanthera polyneura coletadas 15 vezes, sempre dos
mesmos trés individuos identificados como 22, 80 e 530, no decorrer de dois
anos, de outubro de 2009 a dezembro de 2011. As datas de coletas foram
determinadas de modo aleatério, segundo disponibilidade de se montar as
expedicdes.

A escolha da espécie Iryanthera polyneura deu-se porque foi possivel
realizar coletas por um periodo de dois anos de trés individuos distintos da
mesma espécie, identificados como individuo 22, 80 e 530, fornecendo dados
temporais e espaciais da interacdo do vegetal com o meio ambiente (Quadro 7).

Anteriormente o grupo de pesquisas realizou um estudo semelhante com uma
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espécie de Myristicacea, e obteve resultados importantes sobre a interacdo da
espécie com o meio ambiente. (SUFFREDINI, 2016).

Quadro 7: Informagbes sobre a indexacdo do material botanico coletado de Iryanthera polyneura.

Individuo Coletor Tombo Determinador
22 A.A.O. (4064) UNIP 5170 Paciencia, M.L.B.
80 A.A.O. (4144) UNIP 5279 Paciencia, M.L.B.
530 * Paciencia, M.L.B.

* Para o individuo 530 n&do houve indexacgdo, somente coleta das folhas e identificacdo em

campo.

As folhas de individuos adultos de Iryanthera polyneura foram coletadas
por 15 vezes durante os anos de 2009 a 2011, perfazendo 43 amostras de
material vegetal. As coletas foram realizadas no municipio de Manaus, AM, em

floresta de terra firme, as margens do rio Cuieiras, afluente do rio Negro.

Obtencéao dos 6leos volateis e diluicdo para analises bioldgicas

Os oOleos volateis foram obtidos por hidrodestilacdo, realizada em
aparelho de Clevenger (SIMOES et al. 1999), durante quatro horas. Os 6leos
foram completamente coletados do aparelho de Clevenger com auxilio de
pentano, em seguida, a agua foi retirada com a adicao de sulfato de sédio anidro
e posterior evaporacdo em aparelho de evaporacéao rotativa (Buchi). Os 6leos
foram pesados para se avaliar seu rendimento e foram estocados a -10 °C, até
0 uso. Para as andlises por cromatografia a gas acoplada a espectrobmetro de
massas, 20 uL de cada 6leo foram diluidos em 980 pL acetona

Andlise dos Oleos volateis por cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM)

A analise dos Oleos volateis por cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas foi realizada no Laboratério Thomson do Instituto de
Quimica da Universidade de Campinas.

A cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas foi realizada
em um equipamento Shimatzu 14B/QP5050A, com analisador do tipo
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guadrupolo de mesma marca (Figura 7). A coluna utilizada foi a BPX5 (non polar
5% phenylpolisylphenylene), de 30m, diametro interno de 0,25mm. As condi¢des
de corrida do cromatografo a gas foram: temperatura inicial do forno 60°C (6
min), temperatura final 320°C (8 min), aumento de temperatura (temperature
rate) de 10°C/min, tempo total de corrida de 40 min. Pressdo da coluna de
150.0kPa, fluxo da coluna de 2,5mL/min, velocidade linear de 58, “split ratio” de
9 e fluxo total de 30.0mL/min, gerado por gas de arraste Hélio (ADAMS, 2007).
Os dados foram comparados com bibliotecas de compostos, como Willey229,
NIST107, SHIM1607 e NIST21 e com livros de referéncia (ADAMS, 2007). Foram
injetadas 41 amostras relativas as diferentes coletas. O volume injetado de cada

amostra foi de 1pL.

Obtenc&o do indice de Retencéo

Os compostos volateis cujas identificagcbes foram sugeridas nas
bibliotecas citadas, as quais compararam 0s espectros de massas das amostras
com as referidas, foram submetidos ao calculo do indice de Retencdo (IR),
segundo a férmula apresentada abaixo, a qual se baseia no tempo de retencéo
de cada um dos compostos e no tempo de retencéo de alcanos.

Ix=100Nn+100(tx-tn)/(tn+1-tn)

Onde:

Ix € o valor que quero encontrar

Tx € O tempo de retencdo da molécula desconhecida

Tn € 0 tempo de retencdo do alcano de menor numero de carbonos

Ensaio da atividade antibacteriana por microdiluicdo em caldo

A avaliacdo da atividade antibacteriana foi realizada pela técnica de
microdiluicdo em caldo (MDC) (SUFFREDINI et. al. 2004). Os 6leos volateis
foram diluidos a uma concentragdo de 40 mg/mL em dimetilsulfoxido (DMSO).
Colbnias frescas de Candida albicans (ATCC10231), cultivada em placa
Sabouraud dextrose; Escherichia coli (ATCC25922/AVA51/A, 31/1A e 35A),
Enterococcus faecalis (ATCC29212), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC9027/27853), Staphylococcus aureus (ATCC29213), cultivadas em
placas de Petri com meio Muller-Hinton e Streptococcus mutans (ATCC 25175)
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e Streptococcus sanguinis (ATCC10556), cultivadas em placas de Petri com
meio Brain heart infusion, foram usadas para o preparo da suspensao
bacteriana. O meio agar foi utilizado para o cultivo dos micro-organsmos,
enguanto o meil caldo para a micro-dilui¢ao.

A suspensao bacteriana foi preparada a 0,5 MacFarland em soro
fisiologico estéril. Assim, 190 UL de meio inoculado foram adicionados a pocos
de microplacas de 96 pogos (Costar) de fundo em “U”. Depois, 10 uL de cada
uma das amostras de 6leos volateis foram adicionados aos seus respectivos
pocos. Dois pocos foram deixados como padrées negativos (s6 meio de cultura,
sem micro-organismo) e positivos (meio de cultura mais inéculo). Para a analise
da viabilidade microbiana, foram feitas subculturas em meio especifico para cada
um dos micro-organismos. A leitura visual dos resultados foi feita segundo estes
parametros: “X” = formacéo de botdo, ndo houve inibicio.

Os Oleos volateis que apresentaram atividade, portanto, foram submetidos
a andlise da CIM (concentracao inibitéria minima) e da CBM (concentracdo
bactericida minima). Na andlise dos Oleos essenciais por conta destes
produzirem uma turbidez no meio de cultura, os valores de CIM e de CBM foram

considerados 0s mesmos.

Ensaio da atividade antitumoral (citotoxica)

A atividade antitumoral (citotoxica) dos 6leos volateis foi testada em
linhagens celulares humanas de adenocarcinoma de mama (MCF-7) e de cancer
de proéstata (PC-3) (SUFFREDINI et al. 2006, 2007). Os 6leos volateis foram
dissolvidos em DMSO na concentracdo de 40 mg/mL. As linhagens celulares
foram incubadas em meio RPMI-1640 suplementado com soro fetal bovino
(10%), glutamina (2 mM), gentamicina mM, a 37°C com 5% de CO2. As células
foram semeadas em microplacas de 96 cavidades de fundo chato a uma
densidade de 10.000 células/cavidade para as células de mama, e de 7.500
células/cavidade para as células de prostata, transferidas em 100 ulL/poco. As
placas foram levadas a incubacéo por 24 h, a 37°C com 5% de CO2. Apds essas
24 h, os 6leos volateis foram adicionados aos respectivos po¢os em cinco
diferentes concentracdes. Nos pogos, essas concentragoes foram de 100, 10, 1,
0,1 e 0,01 pL/mL, acrescentados em meio de cultura RPMI1640. Depois, as
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placas foram novamente incubadas por mais 48 h, nas mesmas condi¢des. Cada
concentracdo de Oleo foi testada em 6 replicatas de cada amostra. Grupos
controle receberam o mesmo volume de meio RPMI. O crescimento das células
tumorais foi quantificado pelo método sulforodamina B (SRB) (MONKS et al.,
1991). Os resultados da atividade antitumoral (citotoxica) foram apresentados
como inibicao de crescimento 50%, obtidos da leitura das células viaveis coradas

com SRB, em leitor de ELISA ao comprimento de onda de 515 nm.

Delineamento experimental

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana, realizada em duas etapas,
foram utilizadas todas as 42 amostras de Oleos obtidas, sendo 15 amostras
obtidas do individuo 22, e13 amostras obtidas do individuo 80 e 14 do individuo
530. Em uma primeira etapa, os 6leos volateis foram avaliados em dose Unica,
para se identificar agueles ativos. Na segunda etapa, foram obtidos os valores
de concentracao inibitéria minima para os Oleos identificados como ativos na
primeira etapa.

Para avaliacdo da atividade citotoxica, foram utilizados os 15 Oleos
obtidos do individuo 22, 12 6leos obtidos do individuo 80 e 14 éleos obtidos do
individuo 530, totalizando 41 oleos testados.

Para a avaliacao da variacao dos terpenos que ocorrem em todos os 6leos
volateis, foram utilizadas as 41 amostras, sendo 15 obtidas do individuo 22, 12
obtidas do individuo 80 e 14 obtidas do individuo 530. Essa andlise foi realizada
a partir das porcentagens de terpenos anteriormente obtidas. Foram feitas
andlises de variancia dos tipos ANOVA de uma via com teste posterior de Tukey
para a comparacédo da ocorréncia de cada composto volatil comum, entre os trés
individuos. Também foi feita uma analise de variancia de duas vias, com teste
posterior de Tukey, para se verificar a variacdo dos sete terpenos comuns nos
trés individuos estudados, 22, 80 e 530. Para estes ensaios, foi considerada
significancia de a<0,05.

Para a avaliacdo da correspondéncia entre a ocorréncia dos terpenos dos
Oleos e as atividades antimicrobiana e citotoxica foram usadas as 41 amostras
de dleos, sendo 15 obtidas do individuo 22, 12 obtidas do individuo 80 e 14
obtidas do individuo 530. Essa analise foi realizada a partir das porcentagens de
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terpenos anteriormente obtidas e dos valores de concentragdo inibitoria minima
para a atividade antimicrobiana e de concentracdo inibitéria 50% para a
citotoxicidade. Analises multivariadas do tipo analise de correspondéncia

canbOnica foram executadas.

Analise matematica e estatistica

Para este trabalho, foi utilizada a analise de correspondéncia candnica
(ACC) que foi realizada pelo programa Multi Variate Statistical Package (MVSP).
Foram também empregadas as analises de variancia do tipo ANOVA de uma
entrada e analise de variancia do tipo ANOVA de duas entradas, com teste
posterior de Tukey e nivel de significancia de 0,05 (GraphPad Prism 5.0). Além
das andlises estatisticas, foram feitas analises matematicas utilizando-se a teoria
dos conjuntos, para obtencdo dos compostos organicos volateis que ocorriam

em comum em todas as amostras de 6leos volateis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo as analises quimicas realizadas com os 6leos volateis das 15
coletas das folhas feitas com os trés individuos de I. polyneura, verificou-se que
0 espatulenol, a-cadinol e rt-muurolol foram o0s principais compostos
encontrados. Trabalhos anteriores ressaltaram a importancia do componente
espatulenol na atividade antibacteriana (Limberger et al., 2004; Amaral et al.
2015). Foram identificados sete terpenos que ocorrem em todos os 6leos volateis
analisados (t-muuroleno, a-muuroleno, elemol, espatulenol, t-muurolol, Ses4 e
Sesb), obtidos dos trés individuos que participaram do estudo, 22, 80 e 530.

Foi observado que as porcentagens médias desses terpenos, obtidas
para cada um dos trés individuos, variou entre si (Figura 14). A porcentagem
média de ocorréncia de t-muuroleno foi significativamente maior nos 6leos
obtidos do individuo 530, em relacdo aos outros dois individuos (F,38=4,679;
p=0,00153; figura 14A), j& a-muuroleno ocorreu em maior quantidade nos 6leos
do individuo 530, em relagc&o aos 0leos do individuo 22 (F(2,38=3,695; p=0,0342;
figura 14B). A figura 14C mostra que o elemol ocorreu em maior quantidade, nos

Oleos do individuo 22 (F(38=9,199; p=0,0006). Ses4 ocorreu em menor
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quantidade nos 6leos obtidos do individuo 22, em relagdo aos outros 0leos
obtidos dos individuos 80 e 530 (F(2,38=5,422; p=0,0085; figura 1D). Cada um
dos individuos apresentou uma média distinta das outras duas quanto a
quantidade de espatulenol, sendo que os 6leos do individuo 530 apresentaram
menor quantidade do que os 6leos de 22 que, por sua vez apresentaram menor
quantidade em relacéo aos 6leos de 80 (F(2,38=15,93; p<0,0001; figura 1E). Ses5
ocorreu em maior quantidade nos 06leos do individuo 80, em relacdo aos 6leos
obtidos dos outros dois individuos (F2,38=12,49; p<0,0001; figura 1F). J4 a média
de ocorréncia de t-muurolol entre os trés individuos nao apresentou diferencas
significativas (F,38=0,02115; p=0,9791; figura 1G). A figura 14H mostra a
variancia dos terpenos entre os trés individuos. Nesta figura, é possivel se
observar que o espatulenol € o composto que ocorre em maior quantidade e o
elemol, em menor quantidade. Por fim, a figura 141 demonstra a quantidade de
terpenos que foi identificada, para todos os 6leos de cada um dos trés individuos,
significativamente menor para os 6leos do individuo 22, em relacdo aos outros
dois.

Na figura 14, fica evidente a importancia do t-muurolol na andlise, visto
gue sua ocorréncia se mantém elevada e constante para os trés individuos, em
quaisquer épocas do ano, uma vez que ndo ha diferencas estatisticas
observadas na analise da porcentagem de ocorréncia (p>0,05). A razdo pela
qual este terpeno deve se manter constante nos individuos ainda € incerta,
podendo estar relacionada a sua funcao alelopatica, ou a sua funcdo na rota
biossintética desta espécie, para manutencdo de funcbes primordiais
fundamentais de reproducdo e protecdo, porém, estudos mais aprofundados
devem ser feitos para se verificar essas hipoteses. Lorenzetti (2012), relatou uma
acdo mais efetiva de t-muurolol na inibicdo do crescimento dos fungos
Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum e de ser eficiente no controle de
crescimento micelial de outras espécies, que sao patdgenos do solo e que
podem causar prejuizos na agricultura, indicando uma possivel funcao

antifungica.
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FIGURA 14: Analises de variancia realizadas com as porcentagens dos compostos organicos
volateis comuns a todos os Oleos volateis obtidos de folhas coletadas de trés individuos de
Iryanthera polyneura, denominados 22, 80 e 530. A. ANOVA de uma entrada da ocorréncia de
tT-muuroleno; B. ANOVA de uma entrada da ocorréncia de o-muuroleno; C. ANOVA de uma
entrada da ocorréncia de elemol; D. ANOVA de uma entrada da ocorréncia de sesqui b; E.
ANOVA de uma entrada da ocorréncia de espatulenol; F. ANOVA de uma entrada da ocorréncia
de sesqui c; G. ANOVA de uma entrada da ocorréncia de t-muurolol; H. ANOVA de duas
entradas relacionando os compostos organicos volateis comuns e os individuos 22, 80 e 530; I.
ANOVA de uma entrada comparando a quantidade de compostos organicos volateis que foram
identificados nos 6leos volateis dos trés individuos, 22, 80 e 530. Foi aplicado teste posterior de

Tukey com nivel de significancia de a<0,05 para todas as analyses realizadas.
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De acordo com as analises dos 43 Gleos volateis testados contra cepas
de bactérias e de levedura a acdo antibacteriana, medida pela concentracéo
bactericida minima, variou de 0,75 mg/mL a 6 mg/mL (Tabela 4). Na analise,
verificou-se que os Oleos de I|. polyneura ndo inibiram o crescimento das
bactérias Gram-negativas Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, nem da
levedura Candida albicans, sendo mais eficiente para as bactérias Gram-
positivas Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus e Streptococcus
mutans. Esses resultados sdo esperados, uma vez que as membranas das
bactérias Gram positivas as tornam mais susceptiveis a acdo de agentes
antimicrobianos (Auer; Weibel, 2017).

Em estudos anteriores (MORAIS, 2008) realizados com pericarpo do fruto
de Iryanthera juruensis, resultados semelhantes ao observado no presente
estudo foram obtidos, particularmente na avaliagdo da atividade antibacteriana
contra P. aeruginosa e S. aureus; por outro lado, os autores verificaram a
efetividade de I. juruensis contra a levedura C. albicans. Enquanto que no
presente estudo néo foi observada a inibigcdo do crescimento de C. albicans, no
estudo anterior os autores observaram o aparecimento de potencial antifingico.

No trabalho de Cuca et. al. (2009), os 6leos de I. ulei foram ineficazes
contra E. coli, assim como os resultados encontrados no presente trabalho
(Tabela 4), verificado para os todos os 6leos obtidos de I. polyneura. Por sinal,
os Oleos aqui avaliados nédo inibiram o crescimento de nenhuma bactéria Gram-
negativa analisada. Segundo estes autores, S. aureus foram o0s micro-
organismos mais sensiveis aos 0leos testados, e estes resultados corroboram
com os obtidos no presente trabalho (Tabela 4), no qual a maior atividade foi
observada justamente para 0 mesmo micro-organismo, cuja cepa € ATCC29213.
No presente estudo, foram avaliadas as concentracfes bactericidas minimas
(CBMs) e as concentrac¢@es inibitérias minimas (CIMs) para cada 6leo. Visto que
a solubilidade dos 6leos volateis é parcial, em meio de cultura, os valores obtidos
para CIM foram considerados iguais aos valores obtidos para CBM, uma vez
que, para se determinar se houve crescimento bacteriano apos o tratamento da
suspensao microbiana com os 6leos foi empregada a técnica de subcultura, ou
seja, parte da suspensdo é submetida a uma cultura em meio agar para se
verificar a viabilidade dos micro-organismos. Os 0leos considerados ativos foram
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aqueles que impossibilitaram haver crescimento microbiano, na subcultura.
Deste modo, os 6leos que foram considerados ativos apresentaram atividade
microbicida, ou seja, os valores referentes ao CBM foram anotados. Nas figuras
15A a 15D pode-se observar a atividade antimicrobiana dos 6leos volateis para

0S micro-organismos testados.
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TABELA 4: Atividade antimicrobiana dos 6leos volateis obtidos de 15 coletas de folhas de trés individuos de Iryanthera polyneura, denominados 22, 80 e 530,
frente a 10 cepas de micro-organismos. Os micro-organismos que apresentaram atividade antimicrobiana foram submetidos a analise da concentragao inibitoria

minima, expressa na tabela em mg/mL. Os 6leos ndo ativos estdo representados com “X” e os ndo testados com “NT”.

Oleo Calb Ecoli Ecoli Ecoli Ecoli Psa Efae Sau Smut Ssang
volatil ATCC 31/1 35A AVE ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC
10231 51/A 25922 9027 29212 29213 25175 10556
220E1 X X X X X X X 3,00 X 2,00
220E2 X X X X X X X 1,50 X 2,00
220E3 X X X X X X X 1,50 X 3,00
220E4 X X X X X X X 1,50 2,00 3,00
220E5 X X X X X X 3,00 0,75 X X
220E6 X X X X X X X 1,50 X 2,00
220E7 X X X X X X X 3,00 3,00 2,00
220ES8 X X X X X X 3,00 1,50 X 3,00
220E9 X X X X X X X 1,50 X X
220E10 X X X X X X 3,00 3,00 X X
220E11 X X X X X X 3,00 3,00 X X
220E12 X X X X X X X 3,00 3,00 2,00
220E13 X X X X X X X 1,50 X 2,00
220E14 X X X X X X X 1,50 X 2,00
220E15 X X X X X X X 3,00 X 2,00
800E1 X X X X X X X 3,00 2,00 2,00
800E2 X X X X X X X 1,50 2,00 2,00
800E3 X X X X X X X 0,75 2,00 2,00
800E4 X X X X X X X 3,00 X 2,00
800E5 X X X X L X X 1,50 2,00 2,00
800E6 X X X X X X 3,00 0,75 2,00 2,00
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Aleo Calb Ecoli Ecoli Ecoli Ecoli Psa Efae Sau Smut Ssang
volatil ATCC 31/1 35A AVE ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC
10231 51/A 25922 9027 29212 29213 25175 10556
800E7 X 6,00 X 2,00
800ES8 NT NT NT X NT NT X X X X
800E9 NT X NT X X X NT NT NT NT
800E10 X X X X X X 3,00 1,50 X 2,00
800E11 X X X X X X 3,00 1,50 X 2,00
800E12 X X X X X X 3,00 3,00 X 3,00
800E13 X X X X X X X 1,50 X 2,00
800E14 X X X NT X X 3,00 1,50 X 2,00
5300E2 X X X X X X X 0,75 X 2,00
5300E3 X X X X X X 3,00 1,50 X 2,00
5300E4 X X X X X X X 1,50 X 2,00
5300E5 X X X X X X X 1,50 X 3,00
5300E6 X X X X X X 3,00 1,50 X 3,00
5300E7 X X X X X X 3,00 1,50 X 2,00
5300ES8 X X X X X X 3,00 0,75 X 2,00
5300E9 X X X X X X X 1,50 3,00 2,00
5300E10 X X X X X X X 0,75 X 1,00
5300E11 X X X X X X 3,00 1,50 X 2,00
5300E12 X X X X X X 3,00 0,75 X X
5300E13 X X X X L X X 1,50 X X
5300E14 X X X X X X 3,00 0,75 X 2,00
5300E15 X X X X X X 3,00 1,50 3,00 1,00

Calb=Candida albicans (ATCC10231); Ecoli=Escherichia coli (ATCC25922) e Ecoli=E. coli cepas AVA51/A, 31/1A e 35A, Efae=Enterococcus faecalis (ATCC29212), Psa= Pseudomonas aeruginosa
ATCC9027 e 27853, Sau=Staphylococcus aureus (ATCC29213), Smut=Streptococcus mutans (ATCC25175) e Ssang= Streptococcus sanguinis (ATCC10556). X= cresceu; NT=n&o foram testadas.
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Em relagcdo aos estudos de citotoxicidade, os resultados de viabilidade
celular de celulares humanas de adenocarcinoma de mama (MCF-7) e de cancer
de préstata (PC-3), tratadas com diferentes concentragfes (0,01 a 100 pg/mL)
do 6leo volatil de I. polyneura, estao representados na figura 16, sendo a figura
16A a representacao para os 6leos do individuo 22, a figura 16B para o individuo
80 e a figura 16C para o individuo 530. Segundo os dados de ICso para os 6leos
dos trés individuos, verifica-se que as células de tumor de prostata
apresentaram-se mais sensibilizadas a acdo dos 6leos do que as células de
mama, uma vez que apresentaram valores de ICso menores (Tabela 5).

Em média, os 6leos volateis obtidos do individuo 22 apresentaram o
menor valor de 1Cso (22,28+3,83 ug/mL), enquanto o individuo 80 apresentou
ICso de 22,90£10,11 pyg/mL e o individuo 530 apresentou ICso de 28,48+3,57
Mg/mL contra células tumorais humanas de mama, sendo os 6leos obtidos do
individuo 22 os mais ativos, para este ensaio. Ja para as células tumorais
humanas de prostata, os 6leos volateis obtidos do individuo 22 apresentaram
ICso de 14,69+4,33 ug/mL, enquanto o individuo 80 apresentou ICso de
13,63£3,23 pg/mL e o individuo 530 apresentou ICso de 12,48+4,03 ug/mL,
sendo este ultimo, em média, o individuo que forneceu os 6leos mais ativos
contra cancer de préstata. A partir dessa analise, € possivel identificar o 6leo
com maior citotoxicidade para cada individuo sendo que para o individuo 22 o
0leo 220E6 apresenta ICso menor, ou seja, uma atividade citotdxica mais efetiva,
tanto contra as células de mama como para as de préstata. Para o individuo 80,
verificou-se que o 6leo 800E11 apresentou ICso mais baixo contra células de
tumor de mama, enquanto que o 800E12 apresentou o0s ICso menor contra
células de tumor de prostata. Para o individuo 530, os 6leos 5300E3 e 5300E7
apresentaram ICso com valores menores, 0 que demonstrou atividade citotoxica
significativa contra células de tumor de mama e de prostata, respectivamente.
Segundo Aponte et al. (2007) e Santos et al. (2009), I. juruensis, também
apresentou citotoxicidade para algumas linhagens celulares, como por exemplo
K562 da medula 6ssea, o que evidencia o potencial citotoxico do género contra

células tumorais.
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FIGURA 15: Concentracao bactericida minima de cada 6leo obtidos das 15 coletas das folhas de trés individuos de de Iryanthera polyneura contra as bactérias

Enterococcus faecalis (15A); Staphylococcus aureus (15B); Streptococcus mutans (15C) e Streptococcus sanguinis (15D).
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FIGURA 16: Gréficos dos resultados de viabilidade celular de celulares humanas de
adenocarcinoma de mama (MCF-7) e de cancer de prostata (PC-3), tratadas com diferentes
concentracdes (ug/mL) dos 6leos volateis obtidos das coletas das folhas do individuo 22 (16A),
individuo 80 (16B) e do individuo 530 (16C) de Iryanthra polyeura.
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TABELA 5: Valores de ICso para linhagens celulares humanas de adenocarcinoma de mama

(MCF-7) e de cancer de prostata (PC-3) resultantes da anailse dos 6leos volateis das folhas

coletadas dos trés individos de Iryenthera polyneura, identificados como 22, 80 e 530.

) Mama Poéstata ) Mama Péstata ) Mama Péstata
Oleo IC50 IC50 Oleo IC50 IC50 Oleo IC50 IC50
(Mg/mL) | (ug/mL) (Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL) (Hg/mL)
220E1 26,65 16,8 800E1 32,87 11,91
220E2 22,66 10,99 800E2 12,56 13,54 5300E2 30,49 15,23
220E3 20,45 14,86 800E3 26,93 15,13 5300E3 20,46 8,218
220E4 18,65 11,08 800E4 13,78 15,67 5300E4 24,97 16,68
220E5 21,81 14,18 800E5 24,96 12,54 5300E5 27,14 9,482
220E6 15,87 7,611 800E6 12,67 15,08 5300E6 28,34 19,49
220E7 21,13 16,59 800E7 37,68 19,43 5300E7 27,74 6,465
220E8 19,61 10,56 5300E8 27,98 13,29
220E9 24,2 14,58 5300E9 28,54 10,5
220E10 31,12 22,74 800E10 36,97 18,53 5300E10 30,05 14,77
220E11 17,55 22,14 800E11 9,818 10,74 5300E11 23,11 10,73
220E12 22,7 13,33 800E12 21,4 8,825 5300E12 28,66 18,69
220E13 25,67 18,41 800E13 14,82 10,95 5300E13 29,18 8,88
220E14 21,97 10,13 800E14 30,36 11,19 5300E14 33,62 12,8
220E15 24,22 16,42 5300E15 33,58 9,524

A figura 17 representa a analise de correspondéncia candnica referente

aos trés individuos (22, 80 e 530), cujas folhas foram coletadas para obtencao
dos éleos volateis, analisados em funcao da ocorréncia de todos os terpenos e
sua porcentagem e em funcdo dos resultados bioldgicos efetivos (ACC). A
porcentagem acumulada foi de 95,704 no segundo eixo. Observa-se que o
gréfico representado na figura 17 demonstra uma relacdo efetiva da atividade
antibacteriana contra S. sanguinis mais evidente para os 6leos volateis 220ES5,
obtido do individuo 22, e 800ES5, obtido do individuo 80. Ambos os 6leos volateis
foram obtidos de folhas coletadas no mesmo dia de seus respectivos individuos,
no periodo de chuvas. Os 6leos volateis 800E2, 800E3 e 800E11, obtidos do
individuo 80, estdo mais relacionados com a atividade contra S. mutans e foram
obtidos no periodo de chuvas, com excecao do oleo volatil 8B00E2, obtido de
folhas coletadas no periodo de seca. Varios 0leos volateis foram ativos contra S.
aureus, e por isso, é possivel se observar a correlacdo existente entre este
micro-organismo e os 6leos 220E4, 220E6, 220E9, 220E11, 220E12, 220E13,
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220E14, 220E15, 800E10 e 5300E13, tendo sido a maioria destes coletados
na estacdo seca. Observa-se também que os 6leos volateis 5300E6 e 5300E11,
ambos coletados na estacdo seca, foram os mais relacionados com a atividade
contra E. faecalis. Observa-se também que, de modo geral, os 6leos do individuo
530 apresentaram-se menos ativos contra a célula de tumor de mama,
confirmando os resultados dispostos na figura 16 e na tabela 5. Os 6leos obtidos
do individuo 22 foram menos ativos contra as células de tumor de prostata, em
particular os 6leos 220E1, 220E2 e 220ES8, coletados no periodo de seca, e 0
0leo 220E10, coletado no periodo chuvoso.

A andlise de correspondéncia canbnica efetuada para os 6leos e seus
terpenos com destaque para a época do ano cujas folhas foram obtidas para
obtencdo dos terpenos (estacdo chuvosa e estacdo seca), em funcdo dos
resultados bioldgicos, pode ser visualizada na figura 18. Esta figura mostra que
0s Oleos mais ativos para 0s micro-organismos foram coletados na estacéo
chuvosa, assim como o0s 0leos mais ativos contra células de mama. Ja os 6leos
ativos contra préstata foram coletados no periodo de seca. Deve-se lembrar que
0s vetores apresentados nas figuras sao obtidos em funcéo dos valores de cada
variavel, e portanto, para os valores de ICso obtidos na analise de citotoxicidade
para células de mama e de préstata, quanto maior o ICso, menos citotoxico é o
Oleo, e portanto, menos interessante, em termos de atividade antitumoral (pois
h& a necessidade de se ter uma eficacia na morte celular). Deste modo, os
maiores vetores representam, neste caso, 0s piores resultados entre os obtidos.

Considerando-se os terpenos dos trés individuos e a relacdo com as
atividades antimicrobianas, como mostra a figura 19, observou-se que a-
bisaboleno, a-gurjuneno e cis-jasmona exercem influéncia sobre a atividade anti-
S. mutans e anti- S. sanguis, bem como para a efetividade da atividade citotoxica
contra células de cancer de préstata. A atividade contra células de tumor de
mama € dada pelos 6leos volateis que apresentam em sua constituicéo globulol
e o-elemol. Ja a atividade contra S. aureus é melhor observada nos 6leos que
apresentam a-cadinol e os monoterpenos p-cimen-8-ol, terpinen-4-ol e linalol.
Segundo Dorman e Deans (2000), compostos volateis que apresentam fendis
sdo mais ativos, assim como 0s que apresentam hidroxilas fendlicas, quando

comparados a compostos que apresentam monoterpenos hidrocarbonetos,
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mesmo que ciclicos. Deste modo, espera-se uma atividade antimicrobiana
representativa nos compostos p-cimen-8-ol e terpinen-4-ol. Contrariando essa
informacdo, os Oleos volateis mais ativos contra E. faecalis continham y-

eudesmol e eremofileno.
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Figura 17. Analise de correspondéncia candnica feita com 41 6leos essenciais obtidos de folhas de trés individuos de Iryanthera polyneura mostrando os 6leos
volateis e a relagdo com as atividades antimicrobiana e citotoxica, com destaque para os individuos 22, 80 e 530.
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Figura 18. Analise de correspondéncia candnica feita com 41 6leos essenciais obtidos de folhas de trés individuos de Iryanthera polyneura mostrando os 6leos

volateis e a relagdo com as atividades antimicrobiana e citotoxica, com destaque para as esta¢des do ano, seca e chuvosa.
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Figura 19. Analise de correspondéncia candnica feita com 41 6leos essenciais obtidos de folhas de trés individuos de Iryanthera polyneura mostrando os 6leos
volateis e a relagdo com as atividades antimicrobiana e citotoxica, com destaque para 0s compostos organicos volateis.
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Conclusdes

Verificou-se atividade antibacteriana significativa para os 6leos obtidos de
I. polyneura, em particular para as bactérias Gram-positivas. Também, de modo
geral, os Oleos apresentaram-se mais toxicos para as células de tumor de
prostata do que contra células de tumor de mama. Existem diferencas
relacionadas a cada um dos individuos de I. polyneura estudados: embora todos
apresentaram atividade antibacteriana e citotoxica, a pequena variagao quali e
quantitativa na composicdo dos 0leos volateis de cada um dos individuos fez
com que houvesse diferenca nas respostas das atividades bioldgicas

observadas.
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APENDICE

APENDICE 1

Tabela com a composicdo dos compostos volateis contidos nos 6leos essenciais obtidos das folhas do individuo 220E de Iryanthera polyneura. Sdo dados:
indices de Retencéo, ordem de saida dos compostos e suas porcentagens.

[Composicao dos compostos wlteis contidos nos 6leos essenciais obtidos das folhas do indiiduo 220E de Iryanthera polyneura . Sao dados_indices de Retengao, ordem de saida dos compostos e suas porcentagens.
& Coleta 1 (220E1) Coleta 2 (220E2) Coleta 3 (220E3) Coleta 4 (220E4) Coleta 5 (220E5) Coleta 6 (220E6) Coleta 7 (220€7) Coleta 8 (220E8) Coleta 9 (220E9) Coleta 10 (220E10) Coleta 11(220E11) Coleta 12 (220E12) Coleta 13 (220E13) Coleta 14 (220E14) Coleta 15 (220E15)
< R IR ref. % R R ref. % R IR ref. % R R ref. % R R ref. % R R ref. % R IR ref. % R IR ref. % R IR ref. % R R ref. % R R ref. % R IR ref. % R IR ref. % R IR ref. % R R ref. %
p-Cimeno 1027 - 0,08 1027 - 0,08 1027 - 0,06
Linalol 1109 - 0.40 1109 . 007 1109 - 0,19 1109 - 0.16 1109 - 013
Terpinen--ol 1182 - 0.43 1182 - 0,08
p-Cmeng-ol 1190 v 015 | 1190 d 0,09 1190 - 012
aTerpineol 1195 g 0,08 1195 - 014 1195 0 016 | 1195 g 015 | 1195 0 016 | 1195 0 015
&Elomeno 1337 | 199 | o086 | 1337 | 133 | 196 | 1337 | 133 | 098 | 1337 | 1335 | 111 | 1337 | 1335 | 177 | 1397 | 1335 | 108 | 1397 | 1335 | 267 | 1337 | 13% | o063 | 1337 | 13% | 125 1337 | 199 | 175 | 1337 | 1335 | o8 | 1337 | 133 | o085 | 1337 | 1335 | o054 | 1337 | 1335 | 125
a-Cubebeno 1349 | 135 | 017 | 1349 | 135 | o025 1349 | 1305 | o025 1349 | 135 | oss 1349 | 1345 | o047 139 | 1345 | o022 1349 | 1305 | oar
1364 g 036 | 1364 - 153 | 1364 - 023 | 1364 - 068 | 1364 - 035 | 1364 g 066 | 1364 - 010 | 1364 3 037 1364 - 0.35 1364 - 0.17 1364 - 0,30
Ciclosativeno 1366 | 139 | 100 | 1366 | 1369 | 406 | 136 | 1369 | 062 | 136 | 1369 | 180 | 136 | 139 | 101 | 136 | 139 | 174 | 136 | 130 | o056 | 136 | 139 | 107 136 | 1369 | 005 | 1366 | 139 | 025 | 1366 | 1369 | 040 | 136 | 1369 | 030 | 136 | 1369 | 0@z
alangene 1370 | 1373 | o1s | 1370 | 1313 | 030 1370 | 1373 | ose 1870 | 1373 | o040 1370 | 1973 | o019 70 | 1373 | o2 1375 | 1374 | o020 | 1370 | 13753 | o017
a-Copaeno 1975 | 1374 | o047 | 1375 | 1374 | o78 | 1355 | 1374 | o025 | 1375 | 1374 | os7 | 1355 | 1374 | o025 | 1355 | 1374 | 128 | 13r5 | 1374 | o022 | 1355 | 1374 | oar 1375 | 1374 | o063 | 1355 | 1374 | oa7 | 135 | 137 | 039 1975 | 1374 | osz
B-Bourboneno 1383 | 1387 | o4 | 1383 | 1387 | 150 | 1383 | 1387 | oso | 1383 | 1387 | 155 | 1383 | 1387 | o7z | 1383 | 1387 | 160 | 1383 | 1387 | o4z | 1383 | 1387 | oes 1383 | 1387 | o7z | 1383 | 1387 | o023 | 1383 | 1387 | o26 | 1383 | 1387 | o010 | 133 | 1387 | oa6
B-Elemenc 1391 | 1969 | 257 | 1391 | 1389 | 300 | 1391 | 1389 | 361 | 1391 | 1389 | 324 | 1301 | 1389 | aa7 | 1391 | 1389 | 329 1391 | 1969 | 268 | 1391 | 1389 | 279 | 1391 | 1389 | 176 | 1391 | 1389 | 338 | 1391 | 1389 | 184 | 1991 | 1389 | 208 | 1391 | 139 | 147 | 1391 | 139 | 2.8
B-Cariofleno 1417 | 1417 | o8 | 1417 | 1417 | oe1 | 1a17 | 1417 | o43 | 1417 | 1417 | oa7 | 147 | 1a17 | oe2 | 1417 | 1417 | o053 | 1417 | 17 | 1as | 14w | 1417 | o35 | 1417 | 1417 | oes 117 | 1e17 | 104 | 1417 | 1a17 | o4s | w17 | 1417 | o70 | 147 | 1417 | ost | 147 | w17 | oer
sesqui 1 1428 - 038 | 1428 3 100 | 1428 - 108 | 1428 - 074 | 1028 - 109 1428 3 171 | 1428 - o061 | 1428 3 095 1428 g 044 | 1428 - 073 | 1428 g o055 | 1428 - 111
V-Elemeno 1433 | 144 | os1 | 1433 | 1438 | o148 | 1433 | 143 | o028 | 1433 | 143¢ | o041 | 1433 | 1434 | 020 | 1433 | 1434 | o076 13 | 1a | o040 1433 | 1434 | o055 | 1433 | 1aa4 | o028 | 1433 | 143 | oas | 1433 | 1434 | o028 | 1433 | 143¢ | oas
1437 | 1439 | o043 | 1437 | 1439 | o77 | 1437 | 143 | oo | 1437 | 1439 | o056 | 1437 | 1439 | 100 | 1437 | 1439 | o042 | 1437 | 1439 | 128 | 1437 | 1439 | oss | 1437 | 143 | ost 1437 | 1439 | oeo | 1437 | 1439 | o044 | 1437 | 143 | o70 | 1437 | 1439 | oa40 | 1437 | 1439 | o3
a-Humuleno 1952 | 1452 | o024 1952 | 1452 | 043 w52 | 1452 | os1 w52 | 1452 | o028 w52 | 1452 | oa7 | 152 | 1452 | oa0 | ws2 | 142 | o
a-Patchouleno w52 | 1452 | o6 | w454 | 14,4 | o1
1459 | 1458 | 020 | 1450 | 1as8 | 020 1459 | 1458 | 026 1459 | 1458 | 039 1459 | 1458 | 0.6 1459 | 1458 | o021 1459 | 1458 | 0.8 1459 | 1458 | o022
1475 | 1478 | 119 | 1475 | 1a78 | 346 | 1475 | 1478 | 466 | 1475 | 1478 | a0 | 1475 | 1478 | 435 | 1475 | 1478 | 216 | 1475 | 1478 | 448 | 1475 | 1478 | 231 | 1475 | 14718 | po1 | 1475 | 1478 | a7 | 1475 | 1478 | ase | 1475 | 1478 | 100 | 1475 | 1478 | 289 | 1475 | 1478 | 102 | 1475 | 1478 | 316
1479 | 1483 | os6 | 1479 | 1483 | 115 | 1479 | 1483 | 140 | 1479 | 1483 | 110 | 1479 | 1483 | 158 | 1479 | 1483 | 108 | 1479 | 1483 | 245 | 1479 | 1483 | osa | 1479 | 1483 | 162 1479 | 1483 | 166 | 1479 | 1483 | o1 | 1479 | 1483 | 138 | 1479 | 1483 | oo7 | 1479 | 1483 | 1e2
1484 - 047 | 1484 3 o070 | 1484 - 150 | 1484 v 064 | 1484 3 090 | 1484 - 047 | 184 g 004 | 1484 v 061 | 1484 v 0,69 1484 v 02 | 184 - oap | 1484 v 055 | 184 - 039 | 1484 - 053
1493 - 146 | 1493 g 137 | 1493 . 141 | 1493 0 153 | 1493 g 148 | 1493 0 165 | 1493 g 201 | 1493 0 101 | 193 - 160 | 1493 - 100 | 1493 v 187 | 1493 g 000 | 1493 0 130 | 1493 v 1493 . 161
1499 | 1500 | 069 | 1499 | 1500 | 324 | 1499 | 1500 | 469 | 1499 | 1500 | 267 | 1499 | 1500 | 420 | 1499 | 1500 | 292 | 1499 | 1500 | 463 | 1499 | 1500 | 218 | 1499 | 1500 | 204 | 1499 | 1500 | 105 | 1499 | 1500 | 337 | 1499 | 1500 | 153 | 1499 | 1500 | 233 | 1499 | 1500 | 106 | 1499 | 1500 | 307
1513 | 1513 | 263 | 1513 | 1513 | 300 | 153 | 1513 | 102 | 1513 | 1513 | 277 1513 | 1513 | 265 | 1513 | 1518 | 102 | 1513 | 1513 | 227 1513 | 1513 | 260 1513 | 1513 | 166 | 1513 | 1513 | 23
1514 - 261 1514 - 137 1514 - 271 1514 - 175 1514 - 197 158 | 1522 | 1521 | 208
1522 | 1521 | o74 | 1522 | 121 | 12 | 1522 | 1521 | 220 | 1522 | 1521 | 190 | 1502 | 1521 | 223 | 1522 | 1521 | 258 | 122 | 1521 | 280 | 1522 | 1521 | 11 | 1522 | 121 | 273 | 1522 | 121 | 18 | 1522 | 1521 | 2a1 | 1502 | 1521 | 148 | 1522 | 1521 | 177 | 122 | 1521 | 135 | 153 | 153 | oes
1533 | 153 | o72 | 1533 | 153 | o75 | 1533 | 153 | o70 | 1583 | 1532 | og2 | 1583 | 1532 | o064 | 1538 | 1582 | oss | 153 | 153 | o75 | 1533 | 1% | o070 1533 | 1532 | o70 | 1533 | 1532 | o2 | 1533 | 153 | os0 | 1533 | 1532 | o044 | 158 | 1587 | oaz
15% | 1537 | 069 15% | 1537 | 040 1541 | 1504 | o72
1541 | 1584 | o0s 1541 | 1544 | 1e1 | 1541 | 1sas | oos | 1541 | 1544 | 101 | 1541 | 154 | o064 1541 | 1544 | o002 1541 | 154 | o712 1541 | 1544 | o77 | 1541 | 1584 | o4s | 1549 | 1548 | 1.3
1509 | 1508 | 477 | 1549 | 1588 | 173 | 1549 | 1548 | 145 | 1549 | 1548 | 275 | 1549 | 1548 | 156 | 1509 | 1548 | 276 | 1549 | 1548 | 136 | 1549 | 1508 | 206 | 1549 | 1548 | 202 | 1549 | 1588 | 273 | 1549 | 1548 | 211 | 1549 | 1548 | 225 | 1509 | 1548 | 113 | 1549 | 1548 | 149 | 1s56 | 1569 | 137
1555 | 1559 | o060 1555 | 1550 | os2 | 1555 | 1550 | oss | 1555 | 1589 | oot 1555 | 1559 | o040 | 1555 | 1859 | 118 155 | 1550 | 145 | 1555 | 1850 | 101 | 1555 | 155 | 115 | 1555 | 1569 | o098
Longiolene 1558 | 1555 | 030 | 1566 | 1555 | o2 | 1556 | 1555 | 030 | 1568 | 1565 | 045 | 1558 | 1565 | 020 | 1558 | 1565 | o032 | 1558 | 1555 | o028 | 156 | 1555 | oa4 | 1596 | 1555 | o7 1558 | 1555 | o038 | 1556 | 1555 | os8 | 1566 | 1555 | 052 | 1568 | 1555 | o040 | 1558 | 1565 | o037
Sesqui 4 1565 - 186 | 1565 . 283 | 1565 . 160 | 1565 - 364 | 1565 . 233 | 1565 - 266 | 1565 . 210 | 1565 v 379 | 1565 - 242 | 1565 . 258 | 1565 - 318 | 1565 - 441 | 1565 . 439 | 1565 - 377 | 1565 - 326
Espatulencl 1577 | 1577 | o4 | 1577 | 1577 | sss | 1577 | 1577 | ese | 1577 | 157 | ees | 1577 | 1577 | ess | 1577 | 1577 | eas | 1577 | 1577 | a7e | 1577 | 1577 | ses | 1577 | 1677 | 7s0 | 1577 | 1577 | 1oes | 1577 | 1577 | 4as | 1577 | 1577 | see | 1577 | 1577 | 612 | 1577 | 1577 | ass | 1577 | 1577 | ast
Sesqui 5 1582 * 550 | 1562 * 431 | 1582 . 385 | 1562 . 550 | 1582 : 387 | 1562 . 514 | 1562 * 320 | 1582 . 566 | 1562 . 431 | 1582 * 53 | 1562 . 44| 1582 : 609 | 1582 . 552 | 1562 . 469 | 1582 * 428
v-Selineno 1590 . 228 | 1500 0 104 | 1590 . 065 | 1590 - 18 | 1590 - 063 | 1590 0 084 | 1590 0 078 | 1500 . 128 | 1500 - 055 1590 0 126 | 1590 0 151 | 1590 . 116 | 1500 0 117 | 1590 - 094
Guaiol 1597 | 1600 | 064 1597 | 1600 | 102 | 1597 | 1600 | 049 | 1597 | 1600 | 104 | 1597 | 1600 | 088 | 1597 | 1600 | 050 | 1597 | 1600 | 100 1597 | 1600 | 123 | 1597 | 1600 | 152 | 1597 | 1600 | 107 | 1597 | 1600 | 124 | 1507 | 1600 | 129
Globulol
Eremofieno 1601 - 075 | 1601 | 1590 | 130 | 1601 | 1590 | 160 | 1601 | 1590 | 179 | 1601 | 150 | 119 | 1601 | 1590 | 170 | 1601 | 1590 | 116 | 1601 | 1590 | 156 | 1601 | 1500 | 1aa 1601 | 1500 | 148 | 1601 | 1500 | 105 | 1601 | 1500 | 153 | 1601 | 1500 | 15 | 1601 | 1500 | 131
Sesqui 7 1624 - 124 | 1624 - 184 | 1628 - 104 | 1624 - 221 | 1624 3 142 | 1624 - 2,00 1624 - 200 | 1624 v 193 1624 - 207 | 1624 3 314 | o2¢ - 307 | 1624 - 308 | 1o2¢ - 281
sesqui 8 1628 . 518 | 1628 . 467 | 1628 . 366 | 1628 - 620 | 1628 - 469 | 1628 . 7.58 1628 . 546 | 1628 - 583 | 1628 - 805 | 1628 . 525 | 1628 g 500 | 1628 0 546 | 1628 - 504 | 1628 - 4,94
sesqui 9 1631 B 131 | 1631 - 162 | 1631 - 149 | 1631 - 162 | 1631 - 142 | 1631 B 140 | 1631 - 102 | 1631 B 152 | 1631 - 150 | 1631 - 531 | 1631 B 138 | 1631 g 202 | 631 B 196 | 1631 - 190 | 1631 - 178
tMuurolol 1641 . 533 | 1e41 . 502 | 1641 . 343 | tea1 . 610 | 1e41 - 421 | 1641 . 522 | 1641 . 361 | 1641 D 570 | 1641 . 53 | 1s41 - 379 | 1641 . 544 | 1641 . 743 | 1641 D 602 | 1641 D 646 | 1641 - 612
Sesqui 10 1646 B 236 | 1646 - 250 | 1646 - 181 | 1646 - 334 | 1646 - 206 | 1646 - 323 | 164 - 188 | 1646 B 295 | 1646 g 300 | 1646 - 089 1646 - 351 | 1646 B 296 | 1646 - 313 | 1646 - 311
B-Eudesmol 1649 | 1649 | 183 | 1649 | 1649 | 106 | 1649 | 1649 | 079 | 1649 | 1649 | 117 | 1649 | 1649 | 088 | 1649 | 1649 | 099 | 1649 | 1649 | 305 | 1649 | 1649 | 121 | 1649 | 1649 | 105 1649 | 1649 | 095 | 1649 | 1649 | 140 | 1649 | 1649 | 133 | 1649 | 1649 | 132 | 1649 | 1649 | 123
a-Cadinol 1654 | 1654 | 775 | 1654 | 1654 | 540 | 1654 | 1654 | 356 | 1654 | 1654 | 677 | 1654 | 1654 | 400 | 1654 | 1654 | 557 1654 | 1654 | o644 | 1654 | 1654 | 572 1654 | 1654 | se1 | 1654 | 1654 | sso | 1654 | 1654 | 686 | 1654 | 1654 | 723 | 1654 | 1654 | 64
\-Eudesmol 1664 | 1630 | o051 1664 | 1630 | o047
Sesqui 11 1667 . 150 1667 - 138
Cadaleno 1673 | 1675 | oss | 1673 | 1675 | 103 | 1673 | 1675 | 147 | 1673 | 1675 | 1s1 | 1673 | 1675 | a7 | 1673 | 1675 | so07 | 1673 | 1675 | oe3 | 1673 | 1675 | 114 | 1673 | 1675 | oes | 1673 | 1675 | 155 | 1673 | 1675 | oes | 1673 | 1675 | 1s2 1673 | 1675 | 104 | 1673 | 1675 | 167
Sesqui 12 1693 - 033 | 1693 - oso | 1693 . 0,64 1693 - 027 | 1693 - 058
sesqui 13 1706 . 0a2 | 1706 D 033 | 1706 . 039 | 1706 . 033 | 1706 . 0,50 1706 . 038 | 1706 - 108
sesqui 14 1716 - 082 1716 - 124 | 1716 - 102 | 1716 B 121 1716 B 128 1716 - o2 | 1716 - 002 | 1716 - 163 | 1716 - 138
cis-Jasmona 1725 . 020
Sesqui 15 1748 g 020 | 1748 0 0.27 1728 g 031 1748 v 0,61
Hidrocarboneto 45
monaterpénico (%) i 0,00 0,00 0,00 0,00 345 0,00 0,00 0,00 0,00 278 0,00 0,00 0,00 0,00
Monoterpeno 000
oxigenado (%) 0.00 0,00 0.00 0,00 345 11,11 0,00 5.88 0,00 833 385 333 6.45 0,00
Hidrocarboneto 364
sesquiterpénico (%) 83,87 82,76 82,14 84,38 75,86 75,00 80,77 79.41 66,67 75,00 73,08 80,00 7419 84,85
Sesqiterpeno .
oxigenado (%) . 1613 17,24 17,86 15,63 17,24 13,89 19,23 1471 33,33 13,89 23,08 16,67 19.35 15,15




APENDICE

Tabela com a composicdo dos compostos volateis contidos nos éleos essenciais obtidos das folhas do individuo 800E de Iryanthera polyneura. S&do dados:
indices de Retencéo, ordem de saida dos compostos e suas porcentagens.

[Composicao dos compostos wlateis contidos nos 6leos essenciais obtidos das folhas do individuo 800E de Iryanthera polyneura

Séo dados_indices de Retengao, ordem de saida dos compostos e suas porcentagens

Coleta 1 (00E1) Coleta 2 (00E2) Coleta 3 (800E3) Coleta 4 (800E4) Coleta 5 (800ES) Coleta 6 (00E6) Coleta 7 (800E7) Coleta 10 (800E10) Coleta 11(800E11) Coleta 12 (00E12) Coleta 13 (B00E13) Coleta 14 (00E14)
é{f R IR ref. % R IR ref. % R R ref. % R IR ref, % R IR ref, % R R ref. % R IR ref. % R IR ref % R IR ref, % R IR ref, % R IR ref. % R IR ref. %
pCimeno 1027 - 007 1027 v 0.10 1027 - 0,10
Linalol 1109 - 0,42
Terpinen-4-ol 1182 * 026
p-Cimen-8-ol
a-Terpineol 1195 g o011 1195 - 013 | 1195 - 013
5-Elemeno 1337 | 1335 | 101 | 1337 | 1335 | 124 | 1337 | 1335 | 142 | 1337 | 133 | 1022 | 1337 | 1335 | o087 | 1337 | 1335 | o76 | 1337 | 1335 | 144 | 1337 | 1335 | oa7 | 1337 | 1335 | 130 | 1337 | 133 | o066 | 1337 | 1335 | o070 | 1337 | 1335 | o068
a-Cubebeno 1349 | 1345 | 032 | 1349 | 1345 | 000 1349 | 1345 | 186 | 1349 | 1345 | 0,00 1349 | 1345 | 0190 1349 | 1345 | 013
Cicloisosatieno | 1364 * 034 | 1364 * 037 | 1364 v 106 | 1364 3 052 | 1364 3 092 | 1364 * 0,40 1364 v 050 | 1364 - 054 | 1364 - 023 | 1364 - 020 | 1364 - 0.32
Ciclosativeno 1366 | 1369 | 039 | 1366 | 1369 | 112 | 1366 | 1369 | o056 | 1366 | 1369 | o098 | 1366 | 1369 | o044 1366 | 1369 | 057 | 1366 | 1369 | 057 | 1366 | 1369 | 026 | 1366 | 1369 | 023 | 1366 | 1369 | 035
a-llangene 1370 | 1373 | o023 1370 | 1313 | o026 1370 | 1373 | oot
a-Copaeno 1375 | 1374 | o040 | 1375 | 1374 | o049 | 1375 | 1374 | o075 | 1375 | 1374 | o056 | 1375 | 1374 | o083 | 1375 | 1374 | o032 | 1375 | 1374 | 053 | 1375 | 1374 | o030 | 1375 | 1374 | 073 | 1375 | 1374 | o026 | 1375 | 1374 | o036 | 1375 | 1374 | o048
B-Bourboneno 1383 | 1387 | 030 | 1383 | 1387 | o034 | 1383 | 1387 | o054 | 1383 | 1387 | o040 | 1383 | 1387 | o068 | 1383 | 1387 | 035 1383 | 1387 | o042 | 1383 | 1387 | o044 1383 | 1387 | o021 | 1383 | 1387 | o024
BElemeno 1301 | 1389 | 3024 | 1391 | 1389 | 308 | 1301 | 1389 | 534 | 1301 | 1389 | 420 | 1391 | 1389 | 505 | 1391 | 1389 | 419 | 1301 | 1389 | 300 | 1391 | 1389 | 301 | 1391 | 1389 | 406 | 1301 | 1389 | 274 | 1391 | 1389 | 273 | 1391 | 1389 | 271
a-Gurjuneno 1408|1409 1408 | 1400 | 047 1408 | 1409 | o022 1408 | 1409 | 0.6
B-Cariofileno 1417 | 1417 | o4 | 1417 | 1417 | oea | 1417 | 1417 | o73 | 1417 | 1417 | oe0 | 1417 | 1417 | o036 | 1417 | 1417 | o046 | 1417 | 1417 | 153 1417 | 1417 | o8l | 1417 | 1417 | os0 | 1417 | 1417 | oe4 | 1417 | 1417 | o063
sesqui 1 1428 - 148 | 1428 - 157 | 1428 v 2,12 1428 - 208 | 1428 - 1,31 1428 v 090 | 1428 v 200 | 1428 - 112 | 1428 - 100 | 1428 - 1.45
y-Elemeno 1433 | 1434 | 050 | 1433 | 1434 | 053 | 1433 | 1434 | o049 | 1433 | 1434 | o046 | 1433 | 1434 | o034 | 1433 | 1434 | o038 | 1433 | 1434 | 130 1433 | 1434 | 059 | 1433 | 1434 | o046 | 1433 | 143¢ | o046 | 1433 | 1438 | o047
Atomadendreno | 1437 | 1439 | 110 | 1437 | 1439 | 187 | 1437 | 1439 | 1028 | 1437 | 1439 | 145 | 1437 | 1439 | 230 | 1437 | 1439 | 117 | 1437 | 1439 | o002 | 1437 | 1439 | 114 | 1437 | 1439 | 189 | 1437 | 1439 | 110 | 1437 | 1439 | 127 | 1437 | 1439 | 139
a-Humuleno 1452 | 1452 | o1 | 1452 | 1452 | ode | 1452 | 1452 | o034 | 1452 | 1452 | 0.6 152 | 1452 | 059 1452 | 1452 | 019 | 1450 | 1458 | o027 | 1452 | 1452 | o012 | 1452 | 1452 | 023
a-Patchouleno
I 1450 | 1458 | 0028 | 1459 | 1458 | 040 | 1450 | 1458 | 044 | 1450 | 1458 | o042 | 1459 | 1458 | 030 | 1459 | 1458 | o021 1459 | 1458 | o048 1450 | 1458 | 030 | 1459 | 1458 | o041
* Muuroleno 1475 | 1478 | 265 | 1475 | 1478 | 308 | 1475 | 1478 | 342 | 1475 | 1478 | 301 | 1475 | 1478 | a6 | 1475 | 1478 | 232 | 1475 | 1478 | 263 | 1475 | 1478 | 247 | 1475 | 1478 | 327 | 1475 | 1478 | 241 | 1475 | 1478 | 263 | 1475 | 1478 | 276
a-Amorfeno 1479 | 1483 | 132 | 1479 | 1483 | 136 | 1479 | 1483 | 145 | 1479 | 1483 | 123 | 1479 | 1483 | 117 | 1479 | 1483 | 080 | 1479 | 1483 | 236 | 1479 | 1483 | o080 | 1479 | 1483 | 142 | 1479 | 1483 | 107 | 1479 | 1483 | 100 | 1479 | 1483 | 119
Sesqui 2 1484 - 087 | 1484 - 095 | 1484 - 095 | 1484 - 104 | 1484 - 137 | 1484 : 076 | 1484 - 076 | 1484 - 106 | 1484 - 113 | 1484 - 086 | 1484 - 099 | 1484 - 1,08
o-Elemeno 1493 - 1,76 | 1493 - 190 | 1493 v 186 | 1493 v 175 | 1493 - 115 | 1493 - 103 | 1493 - 221 | 1493 v 100 | 1493 - 208 | 1493 - 173 | 1493 - 102 | 1493 - 1,83
a-Muuroleno 1499 | 1500 | 209 | 1499 | 1500 | 345 | 1499 | 1500 | 491 | 1499 | 1500 | 350 | 1499 | 1500 | 464 | 1499 | 1500 | 299 | 1499 | 1500 | 155 | 1499 | 1500 | 287 | 1499 | 1500 | 343 | 1499 | 1500 | 232 | 1499 | 1500 | 210 | 1499 | 1500 | 264
~Cadineno 1513 | 1513 | 158 | 1513 | 1513 | 158 | 1513 | 1513 | 166 | 1513 | 1513 | 185 | 1513 | 1513 | 207 | 1513 | 1513 | 163 | 1513 | 1513 | 2020 | 1513 | 1513 | 136 | 1513 | 1513 | 178 | 1513 | 1513 | 179 | 1513 | 1513 | 163 | 1513 | 1513 | 152
Sesqui 3 1514 * 1,08 | 1514 - 0,00
Calameneno 1522 | 1521 | 1,35 | 1522 | 1521 | 150 | 1522 | 1521 | 197 | 1522 | 1521 | 132 | 1522 | 1521 | 110 | 1522 | 1521 | o000 | 1522 | 1521 | 189 | 1522 | 1521 | o094 | 1522 | 1521 | 140 | 1522 | 1521 | 110 | 1522 | 1521 | 121 | 1522 | 1521 | 110
Valenceno 1533 | 1582 | o075 | 1533 | 1532 | o004 | 1533 | 1532 | o092 | 1583 | 1582 | o077 | 1533 | 1582 | o007 | 1533 | 1532 | o78 | 1583 | 1532 | 030 | 1533 | 1582 | 089 | 1533 | 1532 | 083 | 1533 | 1532 | 104 | 1533 | 1532 | o076 | 1533 | 1582 | 120
a-Cadineno
a-Calacorene 1541 | 1544 | ol | 1541 | 1544 | o055 | 1541 | 1544 | 065 1541 | 1544 | o048 1541 | 1544 | o051 | 1541 | 1544 | o048 | 1541 | 1544 | 046
Elemol 1549 | 1548 | 1,00 | 1549 | 1548 | 115 | 1549 | 1548 | o084 | 1549 | 1548 | 100 | 1549 | 1548 | 056 | 1549 | 1548 | 155 | 1549 | 1548 | 263 | 1549 | 1548 | 139 | 1549 | 1548 | 102 | 1549 | 1548 | o074 | 1549 | 1548 | o079 | 1549 | 1548 | 076
B 1555 | 1560 | 1,06 | 1555 | 1550 | 108 | 1565 | 1559 | o092 | 1555 | 1560 | o.84 1555 | 1550 | 054 | 1555 | 1550 | 3.8 1555 | 1569 | 1,06 | 1555 | 1550 | 008 | 1555 | 1559 | 127 | 1565 | 1569 | 1,10
Longifolene 1558 | 1555 | 084 | 1558 | 1555 | 007 | 1568 | 1555 | 0655 | 1558 | 1566 | 083 | 1558 | 1555 | 048 | 1568 | 1555 | 084 | 1558 | 1565 | 0024 | 1558 | 1555 | 079 | 1558 | 1555 | 004 | 1568 | 1565 | 1,17 | 1558 | 1556 | 1,08 | 1558 | 1555 | 099
Sesqui 4 1565 . 463 | 1565 . 453 | 1565 v 255 | 1565 v 422 | 1565 . 229 | 1565 . 433 | 1565 . 218 | 1565 v 412 | 1565 v 459 | 1565 . 542 | 1565 - 560 | 1565 . 5,32
Espatulenol 1577 | 1577 | 876 | 1577 | 1577 | 731 | 1577 | 1577 | 1041 | 1577 | 1577 | 836 | 1577 | 1577 | ses | 1577 | 1577 | 896 | 1577 | 1577 | 8os | 1577 | 1577 | 1000 | 1677 | 1577 | 655 | 1577 | 1577 | 7,58 | 1577 | 1577 | 741 | 1577 | 1577 | 738
Sesqui 5 1582 * 683 | 1582 * 752 | 1582 v 463 | 1582 v 650 | 1582 * 553 | 1582 * 757 | 1582 * 539 | 1582 v 867 | 1582 v 747 | 1582 * 013 | 1582 * 831 | 1582 - 8,08
y-Selineno 1590 . 181 | 1590 * 188 | 159 v 091 | 1590 v 182 | 1590 . 114 | 150 * 208 | 1590 * 319 | 1500 v 203 | 1590 ’ 212 | 1590 * 234 | 150 * 238 | 150 . 2,36
Guaiol 1507 | 1600 | 023 1507 | 1600 | 0,30 1507 | 1600 | 026 | 1597 | 1600 | 029 | 1507 | 1600 | o027 | 1507 | 1600 | 026
Globulol
Eremofileno 1601 | 1500 | 272 | 1601 | 1500 | 258 | 1601 | 1590 | 228 | 1601 | 1500 | 280 | 1601 | 1500 | 177 | 1601 | 1590 | 323 | 1601 | 1590 | 086 | 1601 | 1500 | 356 | 1601 | 1590 | 280 | 1601 | 1590 | 301 | 1601 | 1500 | 209 | 1601 | 1590 | 288
Sesquib 1611 * 085 | 1611 * 098 | 1611 v 108 | 1611 3 099 1611 * 096 | 1611 * 0.78 1611 3 087 | 161l * 097 | 1611 - 093 | 1611 - 0,97
Sesqui 7 1624 - 213 | 1624 - 214 | 1624 v 119 | 1624 . 173 | 1624 - 105 | 1624 - 180 | 1624 - 181 | 1624 g 149 | 1624 - 184 | 1624 - 275 | 1624 - 248 | 1624 v 2,32
sesqui 8 1628 - 357 | 1628 - 326 | 1628 - 313 | 1628 - 340 | 1628 - 201 | 1628 - 380 | 1628 - 658 | 1628 . 386 | 1628 - 3024 | 1628 - 334 | 1628 - 333 | 1628 - 3,30
sesqui 9 1631 * 1,37 | 1631 . 146 | 1631 v 136 | 1631 . 140 | 1631 3 075 | 1631 * 144 | 1631 . 112 | 1631 v 111 | 1631 . 118 | 1631 . 160 | 1631 - 139 | 1631 . 135
t-Muurolol 1641 * 555 | 1641 * 567 | 1641 v 367 | 1641 . 49 | 1641 * 345 | 1641 - 545 | 1641 * 500 | 1641 v 472 | 1641 . 537 | 1641 . 646 | 1641 - 613 | 1641 . 5,84
Sesqui 10 1646 B 263 | 1646 - 269 | 1646 g 190 | 1646 g 240 | 1646 - 163 | 1646 - 287 | 1646 - 215 | 1646 g 255 | 1646 g 246 | 1646 - 205 | 1646 * 257 | 1646 - 2,55
B-Eudesmol 1649 | 1649 | o081 | 1649 | 1649 | o083 | 1649 | 1649 | o076 | 1649 | 1649 | o000 | 1649 | 1649 | o072 | 1649 | 1649 | o002 | 1649 | 1649 | 119 | 1649 | 1649 | 003 | 1649 | 1649 | o078 | 1649 | 1649 | o0o7 | 1649 | 1649 | o0gs | 1649 | 1649 | 003
a-Cadinol 1654 | 1654 | 640 | 1654 | 1654 | 601 | 1654 | 1654 | 383 | 1654 | 1654 | 500 | 1654 | 1654 | 423 | 1654 | 1654 | 698 | 1654 | 1654 | 800 | 1654 | 1654 | 648 | 1654 | 1654 | 675 | 1654 | 1654 | 842 | 1654 | 1654 | so1 | 1654 | 1654 | 7.6
y-Eudesmol
Sesqui 11 1667 - 110 | 1667 - 134 | 1667 g 158 | 1667 g 131 1667 - 085 1667 g 084 | 1667 - 088 | 1667 - 095
Cadaleno 1673 | 1675 | 079 | 1673 | 1675 | 120 | 1673 | 1675 | 120 | 1673 | 1675 | 119 | 1673 | 1675 | 111 | 1673 | 1675 | 124 | 1673 | 1675 | 028 | 1673 | 1675 | 135 | 1673 | 1675 | o075 | 1673 | 1675 | os1 | 1673 | 1675 | o076 | 1673 | 1675 | o098
Sesqui 12 1693 * 077 | 1693 * 116 | 1693 v 056 | 1693 ” 075 | 1693 . 028 | 1693 : 1,03 | 1693 * 041 | 1693 v 030 |16+E2303] - 099 | 1693 . 132 | 1693 - 121 | 1693 - 0,98
sesqui 13 1706 - 036 | 1706 - 046 | 1706 v 041 | 1706 v 055 | 1706 - 038 | 1706 - 043 | 1706 - 067 | 1706 v 047 | 1706 v 046 | 1706 - 047 | 1706 - 043 | 1706 - 0.41
sesqui 14 1716 . 164 | 1716 . 120 | 1716 . 136 | 1716 . 115 | 1716 . 062 | 1716 . 134 | 17116 . 0,61 1716 . 078 | 1716 . 073 1716 . 1,00
cis-Jasmona
sesqui 15 1748 - 030 | 1748 - 031 | 1748 - 020 | 1748 - 029 | 1748 - 037 | 1748 - 0,33 1748 - 048 | 1748 - 027 | 1748 - 037 | 1748 - 035 | 1748 - 0.37
Hidrocarboneto 0,00 333 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 2,86 0,00 313 0,00
Monoterpeno 0,00 000 0,00 0.00 0,00 0,00 6,67 0,00 2.86 0,00 313 323
oxigenado (%)
H'd"ma'b“"e"(’%) 83,33 80,00 83,33 83,87 8148 80,77 76,67 78,26 80,00 82,14 78,13 80,65
Sesquiterpeno 16,67 16,67 16,67 16,13 18,52 19,23 16,67 21,74 14,29 17,86 15,63 16,13

oxigenado (%)




APENDICE

Tabela com a composicdo dos compostos volateis contidos nos 6leos essenciais obtidos das folhas do individuo 5300E de Iryanthera polyneura. Sao dados:
indices de Retencéo, ordem de saida dos compostos e suas porcentagens.

[Composiao dos composos volalers contidos nos G1eos essenciais oblidos das folhas do indiduo B0OE de Iryanthera polyneura . Sao dados_Indices de Retengao, ordem de saida dos COMpOSIOS e Suas porcentagens.
& Coleta 2 (5300E2) Coleta 3 (5300E3) Coleta 4 (5300E4) Coleta 5 (5300E5) Coleta 6 (5300E6) Coleta 7 (S300E7) Coleta 8 (5300E8) Coleta 9 (5300E9) Coleta 10 (5300E10) Coleta 11(5300E11) Coleta 12 (5300E12) Coleta 13 (5300E13) Coleta 14 (5300E14) Coleta 15 (5300E15)
& R Reet % R Ret | % R Ret % R Ret % R Reet % R Rrel % R Rret % R_| Rel % R Reet % R Rrel % R Rrel % R_| Rel % R Rrel % R Rret %
p-Cimeno 1027 - 0,09 1027 - 0.10
Linalol
Terpinen-4-ol
p-Cimen-8-ol
aTerpineol 1195 - 013
& Elemeno 1337 | 1335 | oes | 1387 | 1335 | sa1 | 1337 | 1835 | 095 | 1337 | 1335 | sa0 | 137 | 1335 | 192 | 1s37 | 133 | 187 | 1337 | 1335 | oae | 1337 | 1335 | 1e0 | 1337 | 1335 | 138 | 1337 | 1335 | 101 | 1337 | 1335 | 139 | 1337 | 133 | o70 | 1337 | 1385 | 116 | 1337 | 1335 | os2
a-Cubebeno 1349 | 1345 | oss | 1349 | 1345 | 043 1349 | 1345 | o040 | 1349 | 1345 | o025 | 1349 | 1345 | 028 1349 | 1345 | o4 | 1349 | 1345 | o047 | 1349 | 1345 | o013 | 1349 | 1345 | o7
1364 v 096 | 1384 - 135 | 1304 - 032 | 1364 - 086 | 1364 v 048 | 1364 - 080 | 1364 - 027 | 1364 - 066 | 1364 v 037 | 1384 - 024 | 1364 - 036 | 1364 0 020 | 1364 - 025 | 1364 . 0,16
Ciclosativeno 1375 | 1374 | o085 | 1366 | 1369 | 345 | 1366 | 1369 | 000 | 1366 | 1369 | 220 | 1366 | 1360 | 127 | 1366 | 1369 | 216 | 1366 | 1369 | o070 | 1366 | 1369 | 182 | 1366 | 1360 | 106 | 1366 | 1369 | o060 | 1366 | 1369 | 009 | 136 | 1360 | 023 | 1366 | 1369 | 070 | 1366 | 1369 | 045
alangene 1370 | 1373 | oe6 | 1370 | 1373 | o047 | 1370 | 1373 | os4 | 1370 | 1373 | o029 | 1370 | 1373 | oas 1370 | 1373 | o044 | 1370 | 1373 | o022 | 130 | 13738 | o6 | 1370 | 1373 | o022 170 | 173 | oao
a-Copaeno 175 | 1374 | 159 | 1375 | 1374 | oa40 | 1375 | 1874 | 135 | 1375 | 1374 | o7a | 1375 | 1374 | 120 | 1375 | 1374 | o025 | 1875 | 1374 | 11 | 1375 | 1374 | oss | 1375 | 1374 | oar | 1375 | 1874 | ose | 1375 | 1374 | o3s | 1375 | 1374 | o044 | 1375 | 1374 | o025
f-Bourboneno 183 | 137 | 102 | 1383 | 1387 | o33 | 1383 | 137 | o7z | 1383 | 1387 | oar | 1383 | 1387 | o6 | 1383 | 1387 | o031 | 1s83 | 1387 | o40 | 1383 | 1387 | o0 | 1383 | 137 | o3 | 1383 | 137 | oar | 1383 | 1s87 | op1 | 1383 | 1387 | o2
B-Elemeno 1391 | 1389 | ses | 1301 | 1389 | 472 | 1391 | 1889 | 326 | 1391 | 1389 | 441 | 1301 | 1389 | 865 | 1391 | 1389 | 336 | 1391 | 1389 | 302 | 1391 | 1389 | 333 | 1301 | 1389 | s74 | 1391 | 1389 | 208 | 1391 | 1389 | 346 | 1301 | 1389 | 273 | 1391 | 1389 | 26s | 1391 | 1389 | 208
a-Guruneno 108 | 1409 | o032 1408 | 1409 | o030 | 1408 | 1409 | o014 | 1408 | 1409 | o022 1408 | 1409 | o020
B-Cariofileno 1417 | 147 | ose | 1417 | 1417 | 1a1 | 1417 | 1a17 | oso | 1417 | 1417 | 1ss | 1417 | 1417 | 112 | 1417 | 1a17 | 108 1417 | w17 | 109 | 1a17 | 1417 | os4 | 1417 | 1417 | o7 | 147 | 1417 | o7e | 1a17 | 1417 | oe4 | 1417 | 1a17 | oes | 1417 | 1417 | osa
sesqui L 1428 - 202 | 1428 - 091 | 1428 - 200 | 1428 - 137 | 1428 - 167 | 1428 - 053 | 1428 - 156 | 1428 v 108 | 1428 . 0,02 1228 - oss | 12 . o071
y-Elemeno 1433 | 1434 | o35 | 1433 | 1434 | 104 | 143 | 1434 | o4z | 1433 | 1434 | 120 | 1433 | 1434 | 083 | 1433 | 1434 | o076 | 1433 | 143 | 020 | 1433 | 1434 | o068 [14+€4533| 1434 | 066 | 1433 | 1434 | 088 1433 | 1434 | oa6 | 1433 | 1434 | o053 | 1433 | 1434 | o049
1437 | 1439 | oo7 | 1487 | 143 | 171 | 1437 | 1439 | 0@z | 1437 | 1439 | 145 | 1437 | 1430 | ogs | 1437 | 1430 | 158 | 1437 | 1439 | o0 | 1437 | 1430 | 123 | 1437 | 1430 | 091 | 1437 | 1439 | o72 | 1437 | 1439 | oe2 | 1437 | 1430 | 127 | 1437 | 1439 | og2 | 1437 | 143 | os7

a-Humuleno 1452 | 142 | o034 1952 | 1452 | ose | 142 | 1452 | o025 | 1452 | 1as2 | 026 1452 | 1452 | o7 | 1as2 | 1452 | o021 | 1452 | 1as2 | o020 | 1452 | 1452 | o0 | 142 | 1452 | o1z | ias2 | 1as2 | oar
a-Patchouleno 154 | 154 | o0 1454 | 1454 | ou 154 | 154 | o095
‘Alo-Aromadendreno 1459 | 1458 | os1 | 1450 | 1456 | o1 | 1459 | 1456 | o044 | 1450 | 1458 | o033 | 1459 | 1458 | oa1 1459 | 1458 | o041 | 1450 | 1458 | o028 | 1450 | 1458 | 024 | 1459 | 1458 | 0020 | 1459 | 1458 | os0 | 1450 | 1458 | 025
< -Muuroleno 1475 | 1478 | 363 | 1475 | 1478 | 620 | 1475 | 1478 | 3020 | 1475 | 1478 | 500 | 1475 | 1478 | age | 1475 | 1478 | s28 | 1475 | 1478 | 237 | 1475 | 1478 | 532 | 1475 | 1478 | 365 | 1475 | 1478 | 286 | 1475 | 1478 | 384 | 1475 | 1478 | 263 | 1475 | 1478 | 327 | 1475 | 1418 | 260
a-Amorfeno 1479 | 1483 | 118 | 1479 | 1483 | 284 | 1479 | 1483 | 124 | 1479 | 1483 | 405 | 1479 | 1483 | 234 | 1479 | 1483 | 222 | 1479 | 1483 | oe6 | 1479 | 1483 | 243 | 1479 | 1483 | 162 | 1479 | 1483 | 145 | 1479 | 1483 | 167 | 1479 | 1483 | 122 | 1479 | 1483 | 150 | 1479 | 1483 | 137
Sesqui2 1284 v 074 | 1484 - 146 | 1484 . 076 | 1484 - 122 | 1484 v 084 | 1484 . 118 | 1484 . 065 | 1484 - 130 | 1484 v 003 | 1484 - 076 | 1484 - 08a | 1484 - 090 | 1484 - 075 | 1484 . 0,62
aElemeno 1493 - 124 | 1493 - 275 | 1493 - 150 | 1493 - 317 | 1493 - 210 | 1493 - 225 | 1493 - 124_| 1493 - 233 | 1493 - 196 | 1493 - 164 | 1493 - 185 | 1493 - 102 | 1498 - 148 | 1493 - 164
aMuuroleno 1499 | 1500 | 356 | 1499 | 1500 | 672 | 1499 | 1500 | 331 | 1499 | 1500 | 640 | 1409 | 1500 | a4 | 1499 | 1500 | s52 | 1499 | 1500 | 232 | 1499 | 1500 | 579 | 1499 | 1500 | 402 | 1499 | 1500 | 206 | 149 | 1500 | 370 | 1499 | 1500 | 219 | 1499 | 1500 | 207 | 149 | 1500 | 2.6
BBisabolene 1508 | 1505 | oa1
«Cadineno 1513 | 1513 | 225 | 1513 | 1513 | 320 | 1513 | 1513 | 170 | 1513 | 1513 | 250 | 1513 | 1513 | 249 | 1513 | 1513 | 290 1513 | 1513 | 270 | 1513 | 1513 | 275 | 1513 | 1513 | 137 | 1513 | 1513 | 286 | 1513 | 1513 | 163 | 1513 | 1518 | 182 | 1513 | 1513 | 120
Sesqui 3 1514 - 000 | 1514 - 112 1514 - 276 1514 - 0.78
Calameneno 1522 | 1521 | 184 | 1522 | 1521 | 400 | 1522 | 1521 | 1e6 | 1522 | 1521 | aer | 1522 | 1521 | 252 | 1522 | 1521 | 262 | 1522 | 1521 | 114 | 1522 | 1521 | asi | 1522 | 1521 | 261 | 1522 | 1521 | 106 | 1522 | 1521 | 208 | 1522 | 1521 | 121 | 1522 | 1521 | 104 | 1522 | 1521 | 207
Valenceno 1533 | 1532 | o005 | 1583 | 153 | 154 | 1533 | 1632 | o076 | 1533 | 1582 | 10 | 1583 | 153 | o094 | 1533 | 1532 | 125 | 1533 | 1532 | o7s | 1588 | 1532 | 140 | 1533 | 1532 | 099 | 1533 | 1532 | o7s | 153 | 1532 | oss | 1533 | 153 | 076 | 1533 | 1532 | o83 | 1538 | 1582 | o070
a-Cadineno
aCalacorene 1541 | 1544 | o000 | 1541 | 1544 | 059 1541 | 1544 | o088 1541 | 1544 | o077 1541 | 1544 | o046 1541 | 1544 | o6l
Elemol 1549 | 1548 | 143 | 1549 | 158 | o052 | 1549 | 1508 | 141 | 1549 | 1548 | o69 | 1549 | 1548 | 103 | 1549 | 1548 | 062 | 1549 | 1548 | 200 | 1549 | 1548 | o6 | 1549 | 1548 | 117 | 1549 | 1548 | 1023 | 1540 | 1548 | 128 | 1549 | 1548 | 079 | 1549 | 1548 | 140 | 1540 | 1548 | 116
Germacreno B 155 | 1559 | 133 | 1555 | 1559 | 065 155 | 1559 | 168 | 1565 | 1559 | 107 1555 | 1559 | 128 | 1565 | 1550 | 138 | 1555 | 1650 | 127 | 1555 | 1569 | 16 | 1565 | 1550 | 127 | 1655 | 1550 | 127 | 1555 | 1569 | 1.6
Longifolene 1558 | 15% | o025 1558 | 1555 | 023 | 1558 | 1555 | o35 | 1558 | 1555 | o035 | 1558 | 1555 | o061 | 1558 | 1555 | o028 | 1568 | 1555 | o048 | 1558 | 1555 | oar | 158 | 1555 | o2 | 1558 | 1555 | 103 | 155 | 1555 | o055 | 1558 | 1555 | o056
Sesqui 4 1565 - 506 | 1565 - 185 | 1565 - 465 | 1565 - 240 | 1565 - 364 | 1565 - 205 | 1565 - 4,97 | 1565 - 286 | 1565 - 435 | 1565 - 4,93 | 1565 - 4,66 | 1565 - 560 | 1565 - 507 | 1565 - 540
Espatulenol 1577 | 1577 | 634 | 1577 | 1577 | 34 | 1577 | 1577 | seo | 1577 | 1577 | 176 | 1577 | 1577 | 335 | 1577 | 1577 | ses | 1577 | 1577 | s25 | 1577 | 1577 | ase | 1577 | 1577 | sas | 1577 | 1577 | 404 | 1577 | 1577 | aos | 1577 | 1577 | 741 | 1577 | 1577 | 408 | 1577 | 1577 | as0
Sesqui 5 1562 - 634 | 1582 - 200 | 1582 - 490 | 1582 - 200 | 1582 - 422 | 1562 - 360 | 1562 - 706 | 1582 - 312 | 1582 - 510 | 1582 - 522 | 1582 - 545 | 1582 - a1 | 1582 - 579 | 1582 - 6,08
v-Selineno 1590 . 13 | 15% . 030 | 159 - 119 | 159 . 039 | 1590 v 089 | 15% . 078 | 15% . 145 | 1590 - 038 | 1590 v 090 | 15% - 100 | 159 . 105 | 15% - 238 | 1500 . 131 | 15% . 112
Guaiol 1597 | 1600 | o015 1597 | 1600 | o023 | 1597 | 1600 | o4 | 1597 | 1600 | o2 1597 | 1600 | o8 | 1597 | 1600 | oas | 1597 | 1600 | o5 | 1597 | 1600 | o027 | 1597 | 1600 | o35 | 1597 | 1600 | o023
Globulol 1601 | 1590 | oe3 | 1601 . 087 1601 | 1590 | 119 | 1601 | 1500 | 101 1601 | 1590 | 163 | 1601 | 1590 | 150 | 1601 | 1500 | p99 | 1601 | 1590 | 101 | 1601 - 158
Eremofieno 1601 - 181 | 1601 . 087 | 1601 . 173 | 1601 - 088 | 1601 - 122 1601 v 007 | 1601 v 161 1601 D 172
Sesqui 7 1624 . 223 | 1624 . 105 | 1624 - 195 | 1624 . 1ae | 1624 . 210 | 1624 . 165 | 1624 - 176 | 1624 . 15| 1624 . 207 | 1624 . 23 | 1624 - 2,63 | 1624 . 2.8 1624 - 356
sesqui 8 1628 - 541 | 1628 - 250 | 1628 - 485 | 1628 - 206 | 1628 v 203 | 1628 - 368 | 1628 - 501 | 1628 - 362 | 1628 v 520 | 1628 * 520 | 1628 - 452 | 1628 - 333 | 1628 . 474 | 1628 - 533
sesqui 9 1631 - 140 | 3t - 105 | 1631 - 154 | 1631 - 115 | esl - 122 1631 - 148 | 1631 . 137 | 1631 - 162 | 1631 - 157 | 1631 - 163 | 1631 . 139 | 161 - 176 | 1631 - 194
Muurolol 1641 v 606 | 1641 - 267 | 1641 - 545 | 1641 - 333 | 1641 v 500 | 1641 . 438 | 1641 - 546 | 1641 - 358 | 1641 ‘ 516 | 1641 . 579 | 1641 - 600 | 1641 - 613 | 1641 . 603 | 1641 - 7,51
Sesqui 10 1646 . 328 1646 150] 1646 - 305 | 1646 . 176 | 1646 . 281 | 1646 - 235 | 1646 - 343 | 1646 . 219 | 1646 . 208 | 1646 - 324 | 1646 . 326 | 1646 . 257 | 1646 . 362 | 1646 - 412
f-Eudesmol 1649 | 1649 | o080 1649] 1649  o43] 1640 | 1649 | o@s | 1649 | 1649 | a0 | 1649 | 1649 | o05s | 1649 | 1649 | o067 | 1649 | 1649 | o007 | 1649 | 1649 | ops | 1640 | 1649 | 078 | 1649 | 1649 | o070 | 1649 | 1649 | os2 | 1649 | 1649 | oss | 1649 | 1640 | oo1 | 1649 | 1649 | 102
a-Cadinol 1654 | 1654 | 623 1654 1654  ps6| 1654 | 1654 | sea | 1654 | 1654 | a1o | 1654 | 1654 | so7 | 1654 | 1654 | 450 | 1654 | 1654 | 617 | 1654 | 1654 | 355 | 1654 | 1654 | aos | 1654 | 1654 | seo | 1654 | 1654 | 600 | 1654 | 1654 | gor | 1654 | 1654 | 707 | 1654 | 165 | sos
y-Eudesmol 1664 | 1630 | o046 | 1664 | 1630 | oa40 | 1664 | 1630 | o4z | 1664 | 1630 | o029 1664 | 160 | os8
Sesqui 11 1667 - 106 | 1667 - 131 | 1667 - 160 | 1667 - 146 | 1667 - 124 | 1667 - 132 1667 - 183 | 1667 - 166 | 1667 - 151 | 1667 - 117 1667 - 169
Cadaleno 1673 | 1675 | 184 | 1673 | 1675 | 1oz | 1673 | 1675 | 184 | 1673 | 1675 | 101 | 1673 | 1675 | 104 | 1673 | 1675 | 150 | 1673 | 1675 | 108 | 1673 | 1675 | 166 | 1673 | 1675 | 176 | 1673 | 1675 | 136 | 1673 | 1675 | 133 | 1673 | 1675 | o076 | 1673 | 1675 | 1s1 | 1673 | 1675 | 154
Sesqui 12 1693 - 052 | 1693 - 041 | 1693 - 059 | 1698 - 069 | 169 - 073 | 169 - og2 | 1698 - 039 | 169 - 067 | 169 - 106 | 1693 - 112 | 1693 - 076 | 1693 v 121 | 1693 . 133 | 1693 - 178
sesqui 13 1706 - 043 | 1706 . 025 | 1706 . 041 | 1706 . 014 | 1706 - 017 | 1706 . 040 | 1706 - 038 | 1706 - 028 | 1706 . 020 | 1706 . 028 | 1706 . 021 | 1706 - 043 | 1706 . 032 | 1706 . 035
Sesqui 14 1716 - 137 | 1716 0 056 | 1716 0 110 1716 0 049 | 1716 - 110 | 1716 0 1e8 | 1716 - 121 | 1716 v 120 1716 y 127
cis-Jasmona
sesqui 15 1748 - 048 | 1748 - 022 | a8 - 020 | 17as - 009 | 178 - 025 | 178 - 024 | 1738 - 036 | 17as - 023 | 178 - 013 | 178 - 019 | 17as - 012 | 1mas - 035 | 178 - 010 | a8 - 0,30

Fidrocarboneto 0,00 0,00 0,00 000 000 000 400 000 000 000 0,00 308 0,00 0,00

Monoterpeno 0,00 000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,03 0,00 0,00

oxigenado (%) 0,00

H‘“"’“’F"’"e‘:’ 7917 84,85 8148 84,85 84,85 84,85 7600 8438 8125 8182 8125 7576 8387 7857

:;Z:::Z’?;S 20,83 1515 1852 15,15 1515 1515 20,00 15,63 1875 18,18 1875 18,18 16,13 2143
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ANEXO 2

Espectros de massa dos compostos que nao foram identificados
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Espectros relativo ao Sesqui 5 do 6leo volatil 220E1 pico 31
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Espectros relativo ao Sesqui 7 do 6leo volatil 220E1 pico 38
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Espectros relativo ao Sesqui 8 do 6leo volatil 220E1 pico 39
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Espectros relativo ao Sesqui 9 do 6leo volatil 220E1 pico 40
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Espectros relativo ao Sesqui 11 do 6leo volatil 800E1 pico 24

Abunclig Smtmmsos;m;mmmuumumm) T
191
411 10 131
l toan [l 1471 1182 'T? ""’I‘? -,.AA.
pasaafils ML o A s 220 2681
|| SEESCRUERSS IS 1 i SO PRSI RS i U PSSR -
mes 2 50 60 70 80 B0 100 110 120 130 160 150 160 170 180 190 200 210
P HEZATE 1AM Jona, d 4,8, 0-trametivyl- 0 metivieen- [15-(1 alpha., Y beln. 4 alpha B beta -
0 70 141.0 i
1"eo 10
20 300 P e o IO R 2k
0
me> 0 100 110 120 1 W e 100 200 210
Avundpgee  WI28ES 1H Cynlopiopaialaptietons, 1. 2,3.5,6,7 1w Tt octahydo-1.1.7 Tk W 118410 a7 ipha T ko 7 s
I B2 XM
a“"wo
no 1050 g9
Joma I mo oo M) 'PY M0 wio o | g, w0 mwo
mz= 20 30 40 50 60 70 &0 00 ;oo 1o 120 130 152 150 160 170 180 190 200 210
A024458 1H-Benzocyciohoplonn, 2,40.%.0,7 8.9 lia.cc 358 B 1\ (LaS.on)
W a0 1A » o ,_;u;m 2
| o e WO =)
' T £L 1 lII‘ 1 h" ll ""501 Ai'L y 'L L )
mz—> 20 30 4D 50 60 70 B0 00 100 110 120 130 140 150 160 170 180 {60 200 210 2620 2681
Espectros relativo ao Sesqui 12 do 6leo volatil 800E1 pico 62
Abundiies Scan B302 (34 052 min). BOOEDT D't s (-5479) () oE
430 8 \iJ W2 42
931 1051 00 1351 222
1“1 751
" W i I e 3375 M35
s 110 150 160 70 180 190 200 210 220 230
Mlm !’OMI 'w dm‘ “M)‘-’ l\mm)- [1R-(1 alpha 4 bota la sipha jf-
Bt
=0 1610 1890 4
670 00 70 o 1380 e zz:n T M
ol 1480 "go [
iz [ LY M P e Sagn S g eapg ) 250 230
W #2452 Nmn m“mﬂm?ﬂ nmummb (Aof lrern)
= ot 375 M3
“o 0?0 mo 9o 1050 1220 ymo 180
s il I SRR PSR ‘lLL |14‘ sl 1l ,.“'mw (L L" Vo e
mes 20 30 40 S B0 70 8 0 100 110 120 13 M0 150 60 170 180 100 200 210 220 200 e eop
Abundges Mi2534 1H Cycopeapajalnaphihanne, 12 2.3 3a 4.5 6 7b octabyio. 1,1 33,7 {.. 1981 alpho. 30 ke b aipha )}
= 1810 100 2040 B BLEEE
a@o no 1330
550 8o nao Towroe A ’\ A
Oy ﬂ'o JJL ‘ALH ?Zf Ll Ill L it |. L wso |
e zo:onosoeomsonomono\bmuo‘sodowommozoo:wmmnrsu:s

ANEXO



2o

1
ke AT
as M5O i
w60 280 41080 650 770 0 gm0 |
Il J

Espectros relativo ao Sesqui 13 do 6leo volatil 800E1 pico 65

1330 @0
120
1050 |1190 M Mn
|

A

ey \J 5 Y T \ T T T Y Y \
10 20 30 A0 50 60 70 & S0 100 110 120 130 W0 150 160 170 130 190 200 210 220 230 zuh A
WTAT24 Ledane akcahol

1o 290 410 610 se 170 9190

B
o 2200 e21 4m
%0 1050 1200 N0 L.

o 810 wrewre 220

100 19 1 1 w
#31620 Hanawne, 1735 whthyd 21 3401

) T ¥ h pOMd A \J A -1 L L) )4 ‘L L4 1 ¥ 1 4 1 ¥ 1 ¥ \J
10 20 5 40 60 & 70 & 90 100 110 150 t“ 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 3421 3400
Espectros relativo ao Sesqui 14 do 6leo volatil 800E1 pico 66

s:;n:mu {34 mr:my‘nooem [Vetatn ms {-8627) ()
0y
arg T o MW

Ja54 3514
| 8 w0 1 10 ¢ 130 140 1 1 1770 w0t 2
#4838 wJ,nmmn-u,:_s_n_r.a.uaangmmwmza
"o 130 187.0
@30 1050 1450 20
%0 w0 MO 12101310

ha
1770 L5 B

i

3454 3514

P M

1

F i

| 1450 1500 1070
-

Mo 910 1050 44
7o 7 smo o Mo #0480 o

3
{

T L4 T T

210 220 3454 3514

02
wmo ||

1 \J v L4 LA LA T T L4 T A T 1
20:040sooorooooomnov&omuommnommm

ANEXO



Espectros relativo ao Sesqui 15 do 6leo volatil 800E1 pico 71
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