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RESUMO

SOUSA, WENDEL CRUVINEL DE. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde —
GO, fevereiro de 2019. Variacdo quimica dos 6leos essenciais de Protium ovatum e
avaliacédo de sua atividade antimicrobiana e antioxidante. Orientador: Dra. Cristiane
de Melo Cazal. Coorientadores: Dra. Cassia Cristina Fernandes Alves.

Os Gleos essenciais sdo misturas complexas de carater hidrofobico e volateis, produzidos
pelo metabolismo secundério de algumas plantas. Estes podem sofrer influéncia no
contetdo e composicdo quimica devido aos fatores genéticos, fisioldgicos, morfoldgicos
e ambientais (composicao do solo, altitude, disponibilidade de agua, ar, temperatura, e
nivel de radiacdo). Os 6leos essenciais podem ser extraidos de diferentes 6rgaos da planta,
localizados em cavidades oleiferas. Os 6leos essenciais apresentam composi¢ao quimica
rica em terpenos, monoterpenos e sesquiterpenos. Estes compostos tém demonstrado
propriedades bioldgicas, tais como antioxidante, antibacteriano, antiparasitario,
antifangico, anti-helmintico, antisséptico e antiespasmadico. Sendo assim, tem atraindo
a atencdo de pesquisadores de diferentes areas pela ampla aplicacdo nas industrias
farmacéutica, agricola, sanitaria e cosmética. Protium ovatum Engl.,, uma espécie
conhecida popularmente como vick-do-cerrado, é pertencente a familia Burseraceae
sendo endémica do Brasil e distribuida no Cerrado e na Amazoénia. Existem relativamente
poucos estudos sobre os 6leos essenciais desta planta. Neste trabalho, investigou-se a
variacdo da composicdo quimica dos 6leos essenciais extraidos das folhas de P. ovatum,
coletadas sobre 5 diferentes fitofisionomias do Cerrado brasileiro: Cerrado rupestre -
Iporéa (IP), Campo sujo - Paraina (PA), Sentido restrito - Rio Verde (RV), Cerraddo -
Montividiu (MV), Mata ciliar - Israelandia (IS) e seu potencial bioativo contra
Staphylococus aureus, Escherichia coli e Candida albicans. Também foi avaliado o
perfil fitoquimico dos 0Oleos essenciais dos diferentes 0rgaos vegetativos caule, peciolo,
folhas, flores, frutos verdes e frutos maduros de P. ovatum assim como seu potencial
antifangico contra Sclerotinea sclerotiorum. Os 0leos essenciais de P. ovatum foram
obtidos por hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger. A composicdo quimica foi
determinada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). Em
seguida foi avaliada a interacdo entre a composicao quimica e amostragem por anélise de



componentes principais (PCA) e andlise de agrupamento hierarquico (HCA). Assim
como o seu potencial antioxidante pela técnica de sequestro de radicais livres (DPPH) e
o0 rastreamento bioativo contra S. aureus, E. coli, e C. albicans, pelo método de difusdo
em disco para os 0leos essenciais das diferentes localidades e difusdo em agar para 0s
6leos essenciais dos 0rgaos vegetativos contra Sclerotinea sclerotiorum. O rendimento
médio obtido para as diferentes regides do cerrado brasileiro variou entre 0,16 - 0,42% e
de 0,09- 0,48% para os diferentes 6rgaos vegetativos. Foram identificados 45 compostos
para as diferentes regiGes do cerrado brasileiro e 51 compostos para os diferentes
0rgdos vegetativos. Foi observado variagdo quimica entre os 0leos essenciais das
diferentes regides de cerrado formando dois grupos. Um formado pelas regides de MV e
IS caracterizados pela presenga de a-buneseno, B-elemeno, germacreno D e B e 0 outro
grupo representado pelas regides de IP, RV e PA, caracterizados pelo a-copaeno, y-
bisaboleno, espatulenol, cariofileno E e germacreno A. Entre 0os compostos
mais comuns entre os diferentes 6rgdos vegetativos destacam-se o0 a-pineno (0,80-
18,28%), pB-pineno (0,58-5,17%), mirceno (0,52-27,27), limoneno (3,15-59,73%)
cariofileno E (3,67-16,38%), germacreno D (6,34-27,38%), 6-cadineno (2,29-7,63%).
As amostras coletadas nas regides de MV e IS apresentaram maior efeito antioxidante,
com valores de ICso de 0,980, 0,778 e 0,250 mg mL™? para o controle positivo
Hidroxitolueno butilado (BHT) respectivamente. Os Gleos essenciais das diferentes
regides de cerrado apresentaram maior sensibilidade contra C. albicans e entre os 6rgaos
vegetativos destacou-se 0s 6leos essenciais das flores e frutos maduros como mais ativos
contra S. sclerotiorum. Podendo concluir que os 6leos essenciais podem sofrer influéncias
biogeograficas, morfoldgicas e fisioldgicas sobre o rendimento e composi¢do quimica
dos dleos essenciais.

PALASVRAS-CHAVE: vick-do-cerrado; composicdo quimica; diferentes regides;
Orgaos vegetativos; atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

SOUSA, WENDEL CRUVINEL DE. Goiano Federal Institute — Rio Verde Campus —
GO, February of 2019. Chemical variation of Protium ovatum essential oils and
evaluation of its antimicrobial and antioxidant activity. Advisor: Dra. Cristiane de
Melo Cazal. Co-advisor: Dra. Cassia Cristina Fernandes Alves.

Essential oils are complex mixtures of hydrophobic and volatile character, produced by the
secondary metabolism of some plants. These may influence the content and chemical composition
due to genetic, physiological, morphological and environmental factors (soil composition,
altitude, water availability, air, temperature, and radiation level). The essential oils can be
extracted from different organs of the plant, located in oil cavities. The essential oils have a
chemical composition rich in terpenes, monoterpenes and sesquiterpenes. These compounds have
demonstrated biological control function, such as antioxidant, antibacterial, antiparasitic,
antifungal, anthelmintic, antiseptic and antispasmodic. Thus, it has been attracting the attention
of researchers from different areas because of its wide use in pharmaceutical, agricultural, sanitary
and cosmetic industries. Protium ovatum Engl., A species popularly known as vick-do-Cerrado,
belongs to the Burseraceae family is endemic in Brazil and distributed in the Cerrado and
Amazon. There are relatively few studies about the essential oils of this plant. In this work, it was
investigated the chemical composition variation of essential oils extracted from P. ovatum leaves,
collected on 5 different Phyto physiognomies in Brazilian Cerrado: Cerrado rupestre - Iporéa (IP),
Campo sujo - Parauna (PA), Sentido Restrito - Rio Verde (RV), Cerraddo - Montividiu (MV),
Mata ciliar - Israelandia (IS) and its bioactive potential against Staphylococcus aureus,
Escherichia coli and Candida albicans. It was also evaluated the essential oils phytochemical
profile of different vegetative organs: stem, petiole, leaves, flowers, green fruits and mature fruits
of P. ovatum as well as its antifungal potential against Sclerotinea sclerotiorum. The P. ovatum
essential oils were obtained by hydrodistillation in a Clevenger type apparatus. It was also
evaluated the essential oils phytochemical profile of the different vegetative organs: stem, petiole,
leaves, flowers, green fruits and mature fruits of P. ovatum as well as its antifungal potential
against Sclerotinea sclerotiorum. The average yield of the different Brazilian Cerrado regions
varied between 0.16-0.42% and 0.09-0.48% for the different vegetative organs. It was identified
45 compounds for different regions and 51 compounds for different vegetative organs. It was
observed a chemical variation between the essential oils of the different Cerrado regions forming
two groups. One formed by the regions of MV and IS characterized by the presence of a-



XV

bunesene, B-elemeno, germacrene D and B and the other group represented by the regions of IP,
RV and PA, characterized by a-copaene, y-bisabolene, spathulenol, caryophyllene E and
germacrene A. Among the most common compounds in the different vegetative organs are: o-
pinene (0.80-18.28%), PB-pinene (0.58-5.17%), myrcene (0.52-27, 27%), limonene (3.15-
59.73%), caryophyllene E (3.67-16.38%), germacrene D (6.34-27.38%), o6-cadinene (2.29-
7,63%). The samples collected in the MV and IS regions presented higher antioxidant effect, with
IC50 values of 0.980, 0.778 and 0.250 mg mL-1 for the positive control Butylated
Hydroxytoluene (BHT), respectively. The essential oils of the different Cerrado regions presented
greater sensitivity against C. albicans and among the vegetative organs the essential oils of the
flowers and mature fruits were the most active ones against S. sclerotiorum. It can be concluded
that the essential oils can suffer biogeographical, morphological and physiological influences on
its yield and chemical composition.

KEYWORDS: vick-do-cerrado; chemical appearance; various regions; vegetative
organs; antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO

A familia Burceraceae é formada por dezessete géneros e 700 espécies
destacando-se a Bursera, Commiphora, Protium e Canarium podendo ser encontradas em
todas as areas tropicas do mundo (ROSALEM et al., 2017). No Brasil foram relatadas
sete géneros e 74 espécies, destas, quatorze sdo endémicas. O género Protium é o mais
difundido no Brasil principalmente na Amazonia representando 80% das espécies de
Burceraceae da regido (BRASIL 2018; MARQUES et al., 2010; ROSALEM et al., 2017,
BRASIL 2018; PINTO et al., 2010; ROSALEM et al., 2017). Este género se destaca pela
producdo de gomas, resinas e Oleos essenciais sendo de grande interesse comercial
(LIMA; PIRANI, 2005; PINTO et al., 2010). Usados na medicina popularmente como
anti-inflamatorio, analgésico, expectorante e cicatrizante (LIMA; PIRANI, 2005;
MARQUES et al., 2010; MOBIN et al., 2016) e é fonte de interesse comercial como
matéria-prima para as industrias farmacéuticas, cosméticos, verniz e calafetagem de
embarcacdes (BANDEIRA et al., 2002; MAIA et al., 2000; RAMOS et al., 2000; OTUKI
et al., 2005; SOUZA; LORENZI, 2005).

Protium ovatum Engl., conhecida com vick-do-cerrado € pertencente a familia
Burseraceae, distribuido no Cerrado e na Amazdnia (CASTELO; DEL MENEZZI,
RESCK, 2010; DALY, 2015). O seu extrato etandlico das folhas e o 0leo essencial de
folhas e frutos de P. ovatum apresentaram eficacia contra Trypanosoma cruzi, Cryptoccus
neoformans, Candida albicans,Candida parapsilosis, Leishmaniose amazonensis e
apresentou toxicidade para células de fibroblastos NIH-3T3 (BARBOSA BORGES
ESTEVAM et al., 2018; GOIANO et al., 2017; RANGEL, 2010).

O potencial bioativo dos Oleos essenciais tém ganhado destaque sobre a

comunidade cientifica e comercial. Sendo constantemente utilizados nas industrias
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farmacéutica, agricola, higiene cosmética e de alimentos como temperos, ervas ou
conservantes (NAJAFIAN, 2014; ZHANG et al., 2015). A utilizacdo dos 6leos essenciais
se da principalmente pela sua riqueza de compostos quimicos e acentuada atividade
bioldgica como potencial antibacteriano, antiparasitario, antifingico, anti-helmintico,
antisséptico, antiespasmadico e antioxidante (GOIANO et al., 2017; UD-DAULA et al.,
2016). Sendo capazes de prevenir ou tratar doengas humanas, agricolas e animal (CUI et
al., 2018; ESTEVAM et al., 2017; SILVA et al., 2018).

Os Oleos essenciais sdo solucdes liquidas complexas de carater hidrofobico,
aromatizantes, sensiveis e volateis. Compostos por diferentes classes e grupos funcionais
provenientes dos metabdlitos secundéarios produzidos por plantas arométicas (COSTA et
al., 2015; DE ALENCAR FILHO et al., 2017; TOHIDI; RAHIMMALEK; ARZANI,
2017). Estes metabdlitos estdo presentes em processos ecoldgicos e bioldgicos da planta
atuando na defesa e adaptacdo ao ambiente (NAJAFIAN, 2014). Assim, 0s compostos
podem ser extraidos de diferentes 6rgdos vegetativos como: raizes, cascas, madeira,
folhas, flores, frutos, cascas de frutos e sementes (BARBOSA et al., 2017; NAJAFIAN,
2014). No entanto, os compostos presentes nos 0Oleos essenciais sdo considerados
sensiveis podendo sofrer alteracBes por diferentes fatores como: genético, nutricdo,
radiacdo solar, temperatura, umidade, localizacdo e periodo de coleta (TIAN et al., 2014;
TOHIDI; RAHIMMALEK; ARZANI, 2017; XIE et al., 2012).

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo verificar a variacdo quimica dos
6leos essenciais de Protium ovatum extraidos de diferentes 6rgdos vegetativos e coletados
em diferentes regides do Cerrado brasileiro e avaliar o seu potencial bioativo frente a
bactérias de Staphylococus aureu, Escherichia coli, levedura de Candida albicans e

fungos de Sclerotinea sclerotiorum.

2. Revisdo de Literatura

2.1. Oleo essencial
Os 6leos essenciais sdo metabolitos secundarios produzidos pelas plantas a partir

de estimulos enddgenos ou exogenos, podendo se localizar em diferentes Orgaos da
planta, em cavidades denominadas de tricomas. Apresentando em sua formulagéo vasta
gama de compostos quimicos formados principalmente por monoterpenos,
sesquiterpenos e diterpenos (BARBOSA et al., 2017; BUSATO et al., 2014; DE
ALENCAR FILHO et al., 2017; HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012).
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Os oleos essenciais sdo produtos derivados do material vegetal obtido por meio
de destilagdo por arraste a vapor d’agua ou prensagem de pericarpos de frutos citricos.
Sdo conhecidos nas industrias alimenticias, cosmética e farmacéutica pelo seu potencial
bioativo e sua rica composicdo quimica apresentando efetiva atividade antibactericida,
antioxidante, moluscida, inseticida e antifungica (B1ZZO; HOVELL; REZENDE, 2009;
BUSATO et al., 2014; HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012).

2.2. Protium ovatum
A familia Burceraceae € formada por dezessete géneros e 700 espécies

destacando-se a Bursera, Commiphora, Protium e Canarium podendo ser encontradas em
todas as areas tropicais do mundo apresentando maior incidéncia destas espécies na
América Tropical, Malasia e noroeste da Africa. O genero Protium € rico em gomas e
resinas, que possuem valor consideravel no mercado mundial (LIMA; PIRANI, 2005;
MARQUES et al., 2010; ROSALEM et al., 2017). No Brasil foram relatados sete géneros
e 74 espécies, destas, quatorze sdo endémicas (BRASIL, 2018; MARQUES et al., 2010;
ROSALEM etal., 2017).

Protium ovatum. Engl., € considerada como uma espécie endémica do Brasil e
encontra-se distribuida no Cerrado, cerraddes com maior incidéncia na regido dos estados
de Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Amazdnia, com menor incidéncia de
ocorréncia para as regides de Sergipe, Bahia e Sdo Paulo (CASTELO; DEL MENEZZI;
RESCK, 2010; DALY, 2015; LIMA; PIRANI, 2005). Considerada como arbusto com 0,4
a 4 m de altura, com ramos glabros com pouca formacdo de lenticelas. As folhas
apresentam formato ovalado, glabras, peciolos de 3-5 cm, foliolos subcoriaceos, lustrosos
e ovalados com peciolos 0,3-1,1 cm. Os peciolos do jogo terminal sdo maiores com
possivel presenca de tricomas enegrecidos. As suas inflorescéncias sao de 2,5 cm, com
flores de 6 mm, 4-meras de coloracdo verde-amareladas ou esverdeadas (LIMA ;
PIRANI, 2005).

Trabalhos anteriores demonstraram que os 6leos essenciais das folhas e frutos de
P. ovatum sdo ricos em Monoterpenos e Sesquiterpenos (Figura 1). Destacando-se como
compostos majoritarios o micerno, cariofileno E, espatulenol, cariofileno oxido, o-
pineno, B-mirceno e limoneno respectivamente. Além de apresentar atividade
comprovada no controle de protozoadrios como Tripanossoma cruzi, Leishmaniose
amazonensise além de apresentar toxicidade moderada para linhagem de células epiteliais
LLCMK> (ESTEVAM et al.,, 2018; CASTELO; DEL MENEZZI; RESCK, 2010;
ESTEVAM et al., 2017).
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Figura. 1 Diferentes partes vegetativas de Protium ovatum. A: Partes areas de P. ovatum durante a
floragdo. B: Artes vegetativas (talos). C: Peciolos das folhas e foliolos. D: Folhas. E: Inflorescéncias e
flores. F: P. ovatum durante o periodo de frutificagdo. G: Frutos verdes. H: Frutos Maduros. Fonte:
Propria.

2.3. Staphylococus aureus

Staphylococus aureus € uma bactéria gram-positivo pertencente a familia
Micrococacceae em forma de cocos que se agrupam irregularmente como cachos de uvas,
sdo organismos sésseis de 0,5 a 1,0 um de diametro. Estas bactérias sdo consideradas
anaerdbios facultativos, mesoéfilos com desenvolvimento proliferativo 6timo em
temperaturas em torno de 30 a 37°C (ARAUJO; LONGO, 2016; SANTOS et al., 2007).
Sdo consideradas como o segundo principal patégeno causador de intoxicacOes
alimentares de origem bacteriana no mundo. Além de considera-la como precursora de
infeccbes cutaneas, tecidos moles, pneumonia, corrente sanguinea, 0ssea, articulares
(ARAUJO; LONGO, 2016; BOSWIHI; UDO, 2018; FERRY et al., 2005; VOGEL et al.,
2016).

Estes microrganismos também séo precursores de doencas toxicolégicas a partir
do consumo ou contato com as toxinas produzidas por S. aureus na corrente sanguinea
ou ingestdo de alimentos contaminados. Desenvolvendo sindromes como choque toxico,
pele escaldada e intoxicacdo alimentar sendo diagnosticado a média de 26 casos a cada
100 mil habitantes por ano, além de ser o precursor de 20% da taxa de mortalidade
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mundial (ARAUJO; LONGO, 2016; BOSWIHI; UDO, 2018; KHALIL et al., 2018;
VOGEL et al., 2016)..

2.4. Escherichia coli

Escherichia coli sdo bacilos gram-negativos da familia Enterobacteriaceae, ndo
esporulados, anaerobios facultativos, apresentando 2 um de comprimento e 0,5 um de
diametro, a maioria se locomove por flagelos e se desenvolvem em temperaturas entre 18
e 44°C com temperatura 6tima entorno dos 37°C (ARAUJO; LONGO, 2016; IHA et al.,
2008; NATARO; REVIEWS; 1998, 1998; OLIVEIRA et al., 2004).

A principal forma de contaminagao com este microrganismo é a partir do consumo
de alimentos de origem animal ou ingestdo de dgua contaminada causando disturbios
intestinais, infec¢bes urinarias, sepse, meningite neonatal, gastrenterite. Os distdrbios
intestinais sdo classificados de acordo com os fatores de viruléncia codificado por
cromossomos, plastidios e DNA de bacteridfagos. Estes podem ser classificados em seis
grupos conforme o mecanismo de patogenicidade: E. coli enteropatogénica,
enterotoxigénica, enteroinvasora, enterohemorragica, enteroinvasiva, enteroagregativa
(ARAUJO; LONGO, 2016; NATARO; REVIEWS; 1998, 1998; PRERE; FAYET, 2005;
SHELTON et al., 2006).

2.5. Candida albicans

A candidose é uma infeccdo tecidual causada por leveduras do género Candida,
constituido por aproximadamente 200 espécies. E um fungo leveduriforme, oportunista,
diploide, polimoérfico com aproximadamente 4um de diametro, reproducdo por
brotamento formada principalmente por pseudo-hifas e hifas (PEIXOTO et al., 2014).
Responsavel por ocasionar diferentes patologias estando presente naturalmente na
microbiota humana e animal além de estar presente no solo, alimentos e agua (GIOLO;
INEZ; SVIDZINSKI, 2010). Podendo ser encontrada no sistema gastrointestinal e genital
humano sem causar infec¢des ou distdrbios em um sistema de comensalismo hospedeiro
hospede coexistindo com mais de uma espécie de Céndida. Além disso, este
microrganismo pode colonizar cavidades orais, tratos gastricos intestinais, respiratorios e
urinario além do sistema circulatério (CASALINUOVO; FRANCESCO; GARACI,
2004; CUTLER, 1991; GIOLO; INEZ; SVIDZINSKI, 2010; PEIXOTO et al., 2014;
ROSSI et al., 2011).

As infeccdes sdo causadas por um desequilibrio do sistema imunolégico ou pela

influéncia de agentes externos que modifiqguem a microbiota natural causando a
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proliferacdo desordenada do microrganismo. A forma de manifestacdo da candidose pode
se dividir em trés tipos: mucocuténea, cutanea e sistémica. A mucocutanea é a mais
comum entre os seres humanos ocorrendo na mucosa oral e canal urinario sendo que o
tratamento é realizado através do uso de antifungicos (PEIXOTO et al., 2014). A maior
incidéncia é em criancas, idosos e pacientes imunocomprometidos neutropénicos,
transplantados diabéticos e soro positivos, em que o diagndstico precoce € essencial para
acura (GIOLO; INEZ; SVIDZINSKI, 2010; PEIXOTO et al., 2014; ROSSI et al., 2011).
2.6. Sclerotinea sclerotiorum

O mofo-branco causado pelo fungo Sclerotinea sclerotiorum, pertencente ao Filo
Ascommycota, classe Discomycetos, Ordem Helotiales, Familia Sclerotiniaceae, é
considerado como uma das principais pragas agricolas no mundo, causando perdas
economicamente significativas. Ele encontra-se distribuido por todo territério nacional
atacando mais de 400 tipos de cultivares, podendo acometer a planta em qualquer estagio
de vida. Pode ainda estar presente nas sementes na forma de micélio adormecido que sob
condicdes ideais tende a se desenvolver reduzindo significativamente o potencial
germinativo, a robustez e a emergéncia dos grdos (ANDRADE et al., 2018; BOLAND;
HALL, 1994; BOLTON; THOMMA,; NELSON, 2006; HENNEBERG et al., 2012,
SILVA et al., 2017).

O desenvolvimento e a propagacdo deste microrganismo estdo associados
principalmente a regides de temperaturas amenas e alta umidade. Apresentando uma
maior ocorréncia do mofo-branco principalmente em regides de clima temperado, tropical
e subtropical, sendo que o Brasil apresenta caracteristicas ideais para 0 seu
desenvolvimento e proliferacdo (LUIZ et al., 2017; SCHWARTZ; PASTOR
CORRALES, 1989).

O Brasil apresenta caracteristicas climaticas ideais para a agricultura, que permite
o cultivo de diferentes produtos, favorecendo também a sobrevivéncia e proliferacdo do
S. sclerotiorum. As caracteristicas climaticas do pais, ainda dificultam seu controle, uma
vez tal praga dispde de caracteristicas de resisténcia conhecida como esclerddio
(GORGEN; NUNES; CARNEIRO, 2008; SHARMA et al., 2015).

Esclerodios sdo estruturas formadas por hifas que conferem resisténcia e protecdo
ao fungo no solo durante longos periodo de estiagem, podendo permanecer intacto pelo
periodo de até 11 anos. Sua formacdo se da a partir de trés camadas: melanina, a mais

externa que confere a coloracdo escura; uma porc¢do fina formando o cortex; e a medula
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em que se localiza o micélio adormecido (ADAMS, P. B.; AYERS, 1979; BRUSTOLIN;
REIS; PEDRON, 2016; HENSON; BUTLER; DAY, 1999; MERRIMAN, 1976;
WILLETTS; BULLOCK, 1992).

2.7. Oleos essenciais como antioxidantes

Os oleos essenciais tém demostrado promissora capacidade preventiva ou
terapéutica sobre problemas de salde causados por efeitos toxicos dos oxidantes (UD-
DAULA etal., 2016), como os causados pelos radicais livres a partir do estresse oxidativo
a nivel moderado ou cronico desencadeando o surgimento de varias doengas, como
cardiovasculares, neurodegenerativas, diabetes, tumores e declinio do sistema
imunoldgico e inflamacbes (BAKOUR et al.,, 2018; MIGUEL, 2010; OLMEDO;
ASENSIO; GROSSO, 2015).

Os antioxidantes podem atuar como barreiras fisicas, armadilhas quimicas,
sistema catalitico, ligagdo e inativacdo de ions metélicos e antioxidantes que quebram e
destroem os radicais atuando em locais biologicos especificos como na pele, membranas
celulares e reagdes bioguimicas neutralizando ou desativando os radicais a partir de
sistemas cataliticos por meio de enzimas especializadas (AMORATI; FOTI;
VALGIMIGLI, 2013; KARADAG; OZCELIK; SANER, 2009; MIGUEL, 2010). Este
potencial antioxidante pode ser classificado de duas formas de acordo com o seu modo
de acdo. Os antioxidantes primarios sdo capazes de doar um atomo de hidrogénio
rapidamente ao radical lipidico deixando o mais estavel. Os antioxidantes secundarios ou
coantioxidantes atuam no inicio da formacéo dos radicais, inibindo as enzimas produtoras
ou reduzem o nivel de oxigénio impedindo a formacao de espécies de radicais. Isto ocorre
por meio da desativacdo de mecanismos de alta energia (oxigénio singlete), como:
absorcéo de luz UV, eliminacdo de oxigénio, metal quelante que catalisa a reacdo de
radicais livres ou inibindo enzimas, como peroxidases, NADPH oxidase, xantina oxidase
entre outras enzimas oxidativas (MIGUEL, 2010; SINGH; SINGH, 2008).
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral
Verificar a variacdo quimica entre os diferentes 6rgaos vegetativos de Protium
ovatum em diferentes regides de coleta do Cerrado brasileiro e seu potencial

antimicrobiano.

4.2. Objetivos Especificos

Calcular o rendimento médio do 6leo essencial entre os diferentes 6rgaos

vegetativos e entre as diferentes regides do Cerrado brasileiro;

e Extrair e caracterizar os 6leos essenciais de P. ovatum por CG-EM dos diferentes
Orgaos vegetativos e das diferentes regides do Cerrado brasileiro;

e Auvaliar o potencial antioxidante dos 6leos essenciais das folhas de P. ovatum
coletadas em diferentes do Cerrado brasileiro;

e Auvaliar a atividade antifungica in vitro dos Oleos essenciais extraidos dos
diferentes Orgdos vegetativos de P. ovatum frente ao fungo patogénico S.
sclerotiorum.

e Auvaliar a atividade bioldgica in vitro dos 0leos essenciais das folhas de P. ovatum

coletadas em diferentes regides do Cerrado brasileiro frente a Staphylococcus

aureus, Esclherichia coli e leveduras de Candida albicans.
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CAPITULO | - VARIACAO REGIONAL DOS S')LEOS ESSENCIAIS DAS
FOLHAS DE Protium ovatum, Eng. E AVALIACAO DE SUA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE E ANTIMICROBIANA

(Normas de acordo com a revista Natural Product Research)

RESUMO

Protium ovatum é uma espécie endémica do Brasil de ampla distribuigdo no Cerrado e Amazonia
usado na medicina popular como anti-inflamatério, analgésico, expectorante e cicatrizante. O
presente trabalho investigou a variagdo quimica do 6leo essencial das folhas de Protium ovatum
coletadas em cinco diferentes fitofisionomias do cerrado brasileiro Cerrado rupestre - Ipora (IP),
Campo sujo - Paratna (PA), Sentido restrito - Rio Verde (RV), Cerraddo - Montividiu (MV),
Mata ciliar - Israelandia (IS) e avaliou a sua atividade antioxidante e antimicrobiana. Os 6leos
essenciais foram obtidos por hidrodestilagdo em aparelho do tipo Clevenger. A composicao
quimica dos 6leos essenciais foi determinada por cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro
de massas (CG-EM), em seguida foi avaliada a interacdo entre a composicdo quimica e
amostragem por analise de componentes principais (PCA, andlise discriminante com calibracdo
multivariada por minimos quadrados parciais (PLS-DA)e analise de agrupamento hierarquico
(HCA). O potencial antioxidante dos 6leos essenciais foi realizado pela técnica de sequestro de
radicais livres (DPPH) e o rastreamento bioativo dos 6leos essenciais foi testado contra
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, e Candida albicans, o método utilizado foi o de difusdo
em disco. Os resultados revelaram variacdo no teor dos 6leos essenciais das diferentes regiGes
entre 0,16 e 0,42%, durante a composi¢do quimica foram identificados 45 compostos formados
principalmente por monoterpenos e sesquiterpenos hidrocarbonados. A analise de componentes
principais revelou variagdo quimica entre os 6leos essenciais das diferentes regides, podendo ser
agrupados em dois grupos (HCA). Um grupo formado pelas regibes de MV e IS e outro

representado pelas regides de IP, RV e PA, todas localizadas no estado de Goias. Sendo que as
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amostras coletadas nas regides de MV e IS apresentaram maior efeito antiradical, com valores de
IC50 de 0,980 e 0,778 mg mL™, respectivamente e 0,250 mg mL™ para o controle positivo
Hidroxitolueno butilado (BHT). Durante o rastreamento bioativo com os OEs homogeneizados
das diferentes regides eles apresentaram melhor atividade contra C. albicans. Entretanto, quando
foram avaliados individualmente ndo foi observado variagdo na atividade bioldgica entre os 6leos

essenciais das diferentes regides analisadas.

Palavras-chaves: Protium ovatum; Oleo essencial; composi¢do quimica; atividade

antioxidante; rastreamento bioativo.
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CHAPTER I - REGIONAL VARIATION OF ESSENTIAL OILS FROM
Protium ovatum, Eng. LEAVES AND EVALUATION OF THEIR
ANTIOXIDANT AND ANTIMICROBIAL ACTIVITY

ABSTRACT

Protium ovatum is an endemic species from Brazil that is widely distributed in the
Brazilian Cerrado and Amazon, used in folk medicine as an anti-inflammatory, analgesic,
expectorant and cicatrizing. The present work investigated the chemical variation of the
Protium ovatum leaves essential oil collected in five different phyto physiognomies of
Cerrado rupestre - Ipora (IP), Campo sujo - Paratna (PA), Sentido Restrito - Rio Verde
(RV), Cerraddo - Montividiu (MV), Mata ciliar - Israelandia (IS) and evaluated its
antioxidant and antimicrobial activity. The essential oils were obtained by
hydrodistillation in a Clevenger type apparatus. The essencial oils chemical composition
was determined by gas chromatography coupled to the mass spectrometer (GC-MS), then
the interaction between chemical composition and sampling by principal component
analysis (PCA), discriminant analysis with least squares multivariate calibration
discriminant analysis with partial least squares multivariate calibration (PLS-DA) and
hierarchical cluster analysis (HCA). The essential oils antioxidant potential was
performed by the free radical sequestration technique (DPPH) and the essential oils
bioactive trace was tested against Staphylococcus aureus, Escherichia coli. The results
revealed a variation in the essential oils contents of the different regions between 0.16
and 0.42% and during the chemical composition were identified 45 compounds formed
mainly by monoterpenes and hydrocarbon sesquiterpenes The principal components
analysis showed essential oils chemical variation of different regions, and can be grouped
into two groups (HCA). A group formed by MV and IS regions and another represented
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by the IP, RV and PA regions, all located in the state of Goias. The samples collected in
MV and IS regions had a higher antiradical effect, with 1C50 values of 0.980 and 0.778
mg mL-1, respectively, and 0.250 mg mL-1 for the positive control Butylated
Hydroxytoluene (BHT). During the bioactive screening with the homogenized OEs of the
different regions they presented better activity against C. albicans. However, when
evaluated individually, no variation was observed in the biological activity between the

essential oils from the different analyzed regions.

Keywords: Protium ovatum; essential oil; chemical composition; antioxidant activity;

bioactive screening.
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1. INTRODUCAO

Os 0leos essenciais (OE) sdo misturas complexas de carater hidrofobico provenientes do
metabolismo secundario produzido por algumas espécies de plantas (DE ALENCAR FILHO et
al., 2017) podendo estar presentes em diferentes 6rgaos vegetativos tais como: raizes, caule, artes,
cascas, brotos, folhas, flores e frutos e sementes armazenados em cavidades denominadas de
celulas secretoras, cavidades, canais, células epidérmicas ou tricomas glandulares (BARBOSA et
al., 2017; HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012; MIGUEL, 2010). A producdo desses
metabolitos pode ser influenciada por fatores genéticos e ambientais que podem alterar
diretamente a producdo, composi¢do quimica e a sua bioatividade (TIAN et al., 2014; XIE et al.,
2012). A atividade bioldgica dos Oleos essenciais tem atraido atencdo de pesquisadores de
diferentes areas pela ampla aplicagéo nas industrias farmacéutica, agricola, sanitéria, cosmética,
etc. (JALLALI et al., 2014).

Devido a riqueza em compostos organicos volateis (COV), os 6leos essenciais tém
demonstrado  propriedades biol6gicas como potencial antioxidante, antibacteriano,
antiparasitario, antifangico, anti-helmintico, antisséptico e antiespasmaédico (ESTEVAM et al.,
2017; UD-DAULA et al., 2016). Estes COV séo capazes de prevenir ou minimizar problemas de
salde tais como os causados por radicais livres que elevam a taxa de oxidacdo de biomoléculas
como DNA, proteinas, células e lipidios de membrana, causando distarbios graves como:
tumores, diabetes e doencas cardiovasculares (OLMEDQO; ASENSIO; GROSSO, 2015). No caso
de doengas infecciosas, 0s COV surgem como alternativa aos antimicrobianos convencionais.
Segundo Olmedo; Nepote; Grosso, (2014) e Ud-Daula et al., (2016) as diferentes partes
vegetativas das plantas apresentam variado potencial biolégico. Este potencial biol6gico pode
estar relacionado com a sua composicdo quimica e influéncias fisiologicas (GHARIBI;
TABATABAEIL; SAEIDI, 2015; NIKOLIC et al., 2014; TOHIDI; RAHIMMALEK; ARZANI,
2017).
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Estes compostos bioativos podem ser obtidos por meio de diferentes técnicas de extracao
destacando-se as por Soxhlet, maceragdo e hidrodestilacdo que se divide em trés: destilacdo de
agua, destilacdo a vapor e agua, destilacdo a vapor direto (AZMIR et al., 2013). Técnicas menos
convencionais vem ganhando destagque sobre o mercado mundial como a extracdo assistida por
ultrassom, enzima, micro-ondas, campo elétrico pulsado, fluido supercritico, liquido pressurizado
ou por prensagem de pericarpos de frutos citricos além das técnicas de microextracdo em fase
solida, “headspace” e sor¢do (AZMIR et al., 2013; HUIE, 2002; VANKAR, 2004).

A identificacdo dos componentes dos OEs ocorre normalmente por analise
cromatografica a partir do indice de Kovats, indice de retencéo linear, tempo de retencdo relativo,
tempo de retencdo ou por dados espectrais obtidos principalmente por cromatografia gasosa
acoplado a espectrometria de massas (CG-MS) a partir do preparo das amostras liquidas de OE
ou por alto injecdo para as extracdes de fase solida (HUIE, 2002; MIGUEL, 2010). Esta analise
permite 0 monitoramento quimico dos metabdlitos volateis dos vegetais. Porém estes compostos
sdo cessiveis as alteracfes geoldgicas podendo sofrer alteracGes qualitativas e quantitativas
guando coletados sob diferentes regides (CONFORTI et al., 2009; CUI et al., 2015; EL-JALEL
et al., 2018; FERNANDES et al., 2017; HOSSEINI et al., 2018; MANCINI et al., 2014; TELCI,
TONCER; SAHBAZ, 2006; TIAN et al., 2014; TOHIDI; RAHIMMALEK; ARZANI, 2017; XIE
etal., 2012; ZHANG et al., 2015).

Entre as diversas espécies de vegetais brasileiras, a familia Burceraceae é conhecida por
seu potencial oleifero. Constituida por dezessete géneros destacando-se Bursera, Commiphora,
Protium e Canarium de ampla distribuicdo em todas regiGes pantropicais (ROSALEM et al.,
2017). No Brasil ja foram relatados cerca de sete géneros e 74 espécies, destas, quatorze sao
endémicas (BRASIL, 2018; ROSALEM et al., 2017).

O género Protium é o mais difundido no Brasil e conhecido da familia Burceraceae
Protium ovatum. Engl., ¢ popularmente conhecida como “vick-do-cerrado” e encontra-se
distribuida no Cerrado e na Amazénia (CASTELO; DEL MENEZZI; RESCK, 2010; DALY,
2015). Trabalhos realizados com os 6leos essenciais das folhas de P. ovatum apresentaram
eficacia contra Tripanossoma cruzi e Leishmaniose amazonensise e apresentou toxicidade
moderada para linhagem de células epiteliais LLCMK; (ESTEVAM et al., 2017).

Os trabalhos ja descritos na literatura com género Protium avaliam espécies em regifes
geograficas especificas e limitadas motivando o presente trabalho a investigar as possiveis
variacBes quimicas dos 6leos essenciais extraidos das folhas Protium ovatum coletadas em cinco
diferentes fitofisionomias do Cerrado brasileiro no Estado de Goids sendo inédito o
monitoramento quimico para esta espécies. Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar
o perfil cromatografico de 6leos essenciais das folhas de P. ovatum, coletadas na regido do cerrado

brasileiro e sua correlacdo com a atividade antimicrobiana e antioxidante.

2. MATERIAL E METODOS
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2.1. Material vegetal
As folhas de P. ovatum foram coletadas em 5 diferentes municipios cada um caracterizado

por uma fitofisiondbmia da regido de Cerrado do Estado de Goiés, Brasil, sendo Ipora (Cerrado
rupestre), Israelandia (Mata ciliar), Paratina (Campo sujo), Montividiu (Cerraddo) e Rio Verde
(Cerrado sentido restrito) em junho de 2017 (Tabela 1). Amostras das plantas foram depositadas
no Herbério do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano — Campus Rio Verde

sob 0 mesmo nimero de registro 628.

Tabela 1. Coordenadas geogréficas das cinco regifes de coleta das amostras de Protium
ovatum no Estado de Goiés - Brasil.

Regides Localizacéo Latitude  Longitude Altitude

Ipora 16°24'14.9"S 51°06'40.0"W  -16.404149 -51.111111 707m
Israelandia  16°17'45.3"S 50°54'25.6"W  -16.295918 -50.907108 777m
Rio Verde 17°47'15.0"S 50°57'59.9"W  -17.787499 -50.966647 839 m
Montividiu ~ 17°27'27.1"S 51°10'13.5"W  -17.457528 -51.170417 896m

Paralna 16°59'07.0"S 50°25'50.2"W  -16.985278 -50.430611 777m

2.2. Extracéo do Oleo Essencial
Os 6leos essenciais de P. ovatum foram obtidos de folhas frescas recém-coletadas. As

folhas foram coletadas entre 7 e 10 horas da manh&. Em seguida, as folhas foram selecionadas
(100 g), misturadas em 500 mL de agua destilada e submetidas ao método de hidrodestilagdo em
aparelho do tipo Clevenger por 3 h. Em seguida o hidrolato foi submetido a parti¢do liquido-
liquido com trés porcdes de 10 mL de diclorometano. Para remogao de tragos de dgua dos OEs
foi usado sulfato de sodio anidro (Na,SQ.), filtrado e armazenado em frasco de vidro ambar ao
abrigo da luz, selados e mantidos em temperatura média de 4°C até posterior analises. O
rendimento médio de 6leo essencial (m/m %) foi calculado com base na matéria vegetal fresca

conforme metodologia descrita por Zhang et al. (2015).

2.3. Anélise do 6leo essencial por Cromatografia Gasosa acoplado ao Espectrometro
de Massas
As andlises dos constituintes quimicos dos OE de P. ovatum foram realizadas por Sistema

de Cromatografia a gas acoplado a Espectrémetro de Massas Sequencial (CG-EM/EM), equipado
com autoinjetor (Combi PAL AOC-5000), coluna Restek Rtx-5ms (30 m x 0.250 mm x 0.25 pm)
fundida com silica e Espectrometro de Massas Sequencial (MSTQ8040 Shimadzu) e detector por
ionizagdo por impacto eletronico (IE) (70 e.V). A temperatura inicial da coluna foi mantida a
60°C por 3,0 min, seguido de um acréscimo de 3°C.min até atingir 200°C e, posteriormente,
sendo programado aumento de temperatura de 15°C.min? até 280°C, permanecendo nessa
temperatura por mais 1,0 min. As temperaturas do injetor e do detector foram de 230°C e 300°C,

respectivamente. As analises foram realizadas utilizando gas Hélio como carreador com pressao
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de injecdo de 57,4 KPa, razdo de Splitless: 150, faixa de deteccdo do espectrometro de massas:
43-550 m/z, start time (cut time do solvente): 3,0 min e vazdo de 3 mL.min%. A identificacdo dos
componentes do 6leo essencial foi baseada no indice de retencéo linear (indice de Kovats — IK)
calculado em relacéo aos tempos de retencdo da série homéloga de n-alcanos (C-07 a C-40) e no
padrdo de fragmentacdo observado nos espectros de massas, por comparacdo destes com a
literatura (ADAMS, 2007) e da espectroteca Nist® 11.

2.4. Analise por PCA da variagdo quimica na composicao do éleo essencial
A andlise hierarquica de clusters (ACH) foi utilizada para estudar a similaridade entre as

amostras conforme a distribuicdo dos compostos e o0 agrupamento hierarquico sendo realizado de
acordo com o método de varidncia minima Ward (Ward, 1963). Juntamente com a anélise de
componentes principais (ACP) a fim de avaliar as inter-relagcdes entre os constituintes quimicos
do OE das folhas de P. ovatum coletadas em diferentes municipios do Estado de Goias usando o
software Pirouette® 4.5 (Infometrix Inc., Bothell, WA, EUA). Para otimizar a separacéo entre 0s
grupos e verificar as mais relevantes caracteristicas das amostras de 6leos essenciais, utilizou-se
a analise discriminante com calibragdo multivariada por minimos quadrados parciais (PLS-DA)

através do servidor online Metaboanalyst (XIA et al., 2012).

2.5. Atividade antioxidante (AAO)
A atividade sequestradora de radicais livres 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) foi

determinada de acordo com o método descrito por Nguyen et al. (2017) adaptado ao leitor de
microplacas. Um volume de 100,0 pL de cada amostra foi misturado com 100,0 pL de solugdo de
DPPH 2,00x10"* mmol.L. As concentracdes avaliadas de 6leo essencial em metanol foram: 14;
7,0; 3,5; 1,5; 7,5x10%; 3,7x107; 1,8x1071 e 0,910 mg mL™?). A mistura foi incubada a
temperatura ambiente na auséncia de luz durante 30 min e a redugdo dos radicais DPPH foi
quantificada utilizando um espectrofotdmetro UV-Visible (VersaMax Tunable ™ - Molecular
Devices - Sunnyvale, CA, EUA) no comprimento de onda de 515 nm. O antioxidante
hidroxitolueno butilado (BHT), da Sigma Inc. (St. Louis, MO, EUA), foi usado como controle
positivo e o ensaio foi realizado em triplicata.

A atividade antioxidante (AAO) foi expressa em porcentagem (%) de inibicdo e calculada
conforme a equagéo:

AAO (%) = 100 — (A, — As) * 100/ Ay,

Em que: AAO é Atividade Antioxidante, A, é absorbancia do controle e A, é absorbancia da

amostra do teste.
Os resultados da AAO foram expressos com base em seu ICsy, considerando a

concentracdo capaz de sequestrar 50% dos radicais livres calculada a partir da equacdo da
percentagem de inibicdo representada versus a concentracdo de OE utilizando o software

estatistico Origin®8.0 (OriginLab Corporation, Northampton, MA).
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2.6. Ensaio de atividade antimicrobiana
A atividade do 6leo essencial de P. ovatum foi avaliado frente as bactérias gram-positiva

e gram-negativa Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC 8739),
respectivamente, e a levedura Candida albicans (ATCC 90028) utilizando o método de difusdo
em disco (ANVISA, 2003). Para a analise inicial da atividade foi utilizada uma mistura dos OE
de diferentes regibes (Rio Verde, Ipora, Montividiu e Israelandia). Em linhas gerais, suspensées
de cada micro-organismo avaliado, contendo cerca de 10® unidades formadoras de col6nia por
mL, foram espalhadas em placas de meio sélido de Brain-Heart Infusion Agar (Neogen Culture
Media, Estados Unidos). Discos de papel de filtro de 4.2 mm de diametro foram impregnados
com a mistura dos 6leos essenciais e com os controles negativo (solugdo salina tamponada em pH
7.4) e positivo contendo os antibidticos penicilina e streptomicina (10.000 Ul/mL e 10 mg/mL,
respectivamente) no caso das bactérias, ou o antifingico anfotericina B (1,0 mg/mL) no caso da
levedura. Em cada placa inoculada, foram colocados 3 discos de um mesmo grupo. Na sequéncia,
as placas foram incubadas por 24 h a 37°C e, apds esse periodo, foram medidos os halos de
inibicdo. No caso da C. albicans, para a qual o 6leo se mostrou ativo, foi feito um segundo
experimento com os 6leos essenciais extraidos individualmente das regides de Rio Verde, Ipora,
Montividiu e Israelandia, seguindo 0 mesmo protocolo. Os experimentos foram realizados em
duplicata, totalizando-se 6 discos por grupo.

2.7. Andlise estatistica

Os resultados de rendimento do Oleo essencial, atividade antioxidante e ensaios
biolégicos foram realizados em triplicata e analisados comparando-se a média e o desvio padrdo
pelo método de analise multivariada ANOVA, com teste de Tukey post-hoc, com nivel de

confianca de 95%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.

3.1. Composic¢éo quimica e rendimento dos dleos essenciais

O teor de oleo essencial das folhas de P. ovatum pode ser observada na Figura 1. O
rendimento do 6leo essencial das folhas de P. ovatum coletada na regido de Rio Verde diferiu-se
estatisticamente entre as demais localidades investigadas, apresentando o menor rendimento no
valor médio de 0,17% (m/m). Em valores médios, o0 OE de Montividui apresentou o maior
rendimento de 0,41% (m/m).

Castelo et al. (2010) observou o rendimento médio de OE de 0,10% (m/m) para amostras
da mesma espécie quando coletada na regido de Brasilia-DF. Estas variagdes no rendimento dos
6leos essenciais podem estar relacionada aos fatores edaficos como formag6es geomorfoldgicas,

afloramentos rochosos, aquiferos, quimicos, indice pluviométrico, fertilidade do solo de acordo
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com a fitofisionomia e formacdo quimio-evolutiva do latossolo local (HARIDASAN, 2000).
Além das condi¢bes ambientais, climéticas, geoldgicas que variam entre as regifes, altitude,
incidéncia solar sobre as plantas, origem evolutiva da espécie na regido, estadgio de
desenvolvimento em que a planta se encontra, estresse biotico, interferindo diretamente na
guantidade e composi¢cdo quimica dos 6leos essenciais (ANDERSON et al., 2018; EL-JALEL et
al., 2018; HARIDASAN, 2000; LIU; WANG; ZHANG, 2012; TIAN et al., 2014).

0,50 a
0,45
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0,40 a \ a
0,35 \
0,30
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0,10
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Rendimento de 6leo essencial (%)
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Figura. 1. Rendimento médio de 6leo essencial de folhas de Protium ovatum em diferentes cidades do
estado de Goias. IP: Ipora; PA: Paralina; RV: Rio Verde; MV: Montividiu; IS: Israelandia. Barras
seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, *p<0,05; **p<0,01.

A Figura 2 apresenta o perfil cromatografico dos OE das folhas de P. ovatum coletados
em diferentes regides do estado de Goiés e a composi¢do quimica dos mesmos esta apresentada
na Tabela 2. Quarenta e cinco compostos no total foram identificados representando entre 99,14
e 99,99% do total dos compostos presentes nos 6leos essenciais, incluindo hemiterpenos
oxigenados (0.44%), monoterpenos hidrocarbonados (2.0 - 17.5%), sesquiterpenos
hidrocarbonados (90.2 — 95.8%) e sesquiterpenos oxigenados (1.10 — 11.5%). Foi observado um
elevado polimorfismo quimico nos 6leos essenciais das folhas de P. ovatum quando coletadas em
diferentes regifes do cerrado brasileiro. Dentre os principais compostos identificados nesta
espécie para as amostras coletadas nas diferentes regides destacam-se o o-copaeno (4.08-
12.03%), Cariofileno E (9.7-19.36%), a-humuleno (0.39-2.6%) e Germacreno D (0.88-21.04%).
Estes compostos também estdo presentes em outras espécies de Protium como, por exemplo, em
P. bahianum, P. crassipetalum, P. heptaphyllum subs. ulei, P. heptaphyllum, P. pilosissimum, P.

hebetatum, P. polybotryum, P. decandrum, P. pilosum, P. spruceanum, P. altsonii (DA SILVA
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etal., 2013; DE CARVALHO et al., 2013; MARTINS DE MORAES; AUGUSTO GOMES DA
CAMARA; SOUZA RAMOS, 2013; PINTO et al., 2010; ZOGHBI et al., 2005).

Os compostos a-pineno, B-pineno, mirceno, limoneno, cariofileno E, a-humuleno, y-
cadineno, spatulenol, cariofileno oxide identificados neste trabalho, também foram observados

no OE das folhas de P. ovatum por Estevam et al. (2017).

Tabela 2. Composicdo guimica do 6leo essencial das folhas de Protium ovatum coletadas em 5
regides do estado de Goiés.

Relative percentage (%)

Compounds RT (min) Rlexp Rt

IP PA RV MV IS
Cyclopentanol 3.284 789 786 0.13 - - - -
Hexenol <(32)> 3.987 841 850 0.31 - - - -
a-pinene 5.708 934 932 112 061 328 4.68 -
B-Pinene 6.790 975 974 - - 1.14 - -
Trans-isolimone 6.895 979 980 0.88 0.32 0.92 11 -
Myrcene 7.229 991 988 0.27 - 163 311 -
0-3-carene 7.890 1012 1008 2.37 - 3.12  3.46 2
Limonene 8.486 1029 1025 2.36 - 3.15 514 -
E-B-ocimene 8.772 1037 1044 - 1.32 0.66 - -
a-cubebene 21505 1352 1345 - 1.05 - - -
a-Copaene 22.607 1379 1374 4.08 12.03 422 401 7.1
B-bourbonene 22994 1388 1387 0.53 - 0.43 - -
B-cubebene 23.208 1393 1387 - 1.54 - - -
Sibirene 23.211 1393 1400 0.13 - 0.54 - -
B-elemene 23.275 1395 1389 0.09 - - - 11.8
a-gurjunene 24.015 1413 1409 - 0.44 - - 0
Caryophyllene E 24.423 1423 1417 19.36 12.01 13.34 13 9.7
a-humulene 25.803 1457 1452 155 143 176 0.39 2.6
a-acoradiene 26.093 1464 1564 - - - 0.78 -
Cis-cadina-1(6).4-diene 26.110 1465 1461 - 0.2 - - -

4.5-Di-epi-Aristolochene 26.116 1465 1471 0.19 - - - -
Germacrene D 26.922 1485 1484 16.55 0.88 21.04 16.7 17.9
Germacrene A 27.558 1500 1508 24.54 36.41 28.58 - -
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a-muurolene 27.695 1504 1500 - 0.9 - - -
a-bulnesene 27.893 1509 1509 0.52 - - - 23.7
[B-bisabolene 27.994 1512 1505 - 0.32 - - -
y-cadinene 28.243 1518 1513 0.32 - - - -
Cubebol 28.279 1519 1514 - 1.9 - - -
7-Epi-o-Selinene 28.392 1522 1520 - - - 0.41 -
d-cadinene 28.607 1527 1522 636 889 763 71  7.07
v-Bisabolene E 28.915 1535 1529 - 14.18 - - -
a-cadinene 28.923 1536 1537 0.19 - - - -
Selina-3.7(11)-diene 29.352 1547 1545 - - - 3.37 -
Germacrene B 29.922 1562 1559 6.57 - 342 347 16
Spathulenol 30.709 1582 1577 6.53 4.2 3.09 115 -
Viridiflorol 30.925 1587 1592 2.47 - - - -
Caryophyllene oxide 30.947 1588 1582 - - 1.12 - -
Globulol 31.254 1596 1590 0.25 046 0.37 - -
a-cadinol 33.083 1645 1652 1.37 - - - 1.75
Selin-11-en-4-a-ol 33593 1659 1658 @ - 0.9 - - -
Muurol-5-em-4-a-ol <cis> 33.604 1660 1559 0.95 - - - -
a-bisabolol 34.641 1684 1685 - - 0.55 - -
Hemiterpenos oxigenados 0.44 - - - -
Monoterpenos hidrocarbonados 7.00 225 1390 1750 2.00
Sesquiterpenos hidrocarbonados 80.98 90.28 80.96 80.50 95.8
Sesquiterpenos oxigenados 1157 746 513 115 175

Total identificado

99.99 99.99 9999 99.14 99.57

RT: Tempo de retengdo; Rlexp: Indice de retengfo determinado em relagfo ao n-alcanos (Cs-Cai); Rliit:
Indice de retencdo da literatura (Adams, 2007) dos 06leos essenciais das folhas frescas de Protium ovatum
coletadas em diferentes regides do estado de Goias. IP: Ipora; PA: Paralina; RV: Rio Verde; MV:
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Montividiu; IS: Israelandia.
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Figura 2. Cromatograma CG-EM dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais das folhas de Protium
ovatum coletadas em cinco diferentes regides do estado de Goias, em junho de 2017.

3.2. Variagdo quimica na composi¢do do 6leo essencial

A Figura 3 apresenta o dendrograma construido por HCA e os resultados foram
classificados em 2 grupos de acordo com a similaridade entre os constituintes gquimicos
apresentados. O primeiro grupo (Montividiu e Israelandia) apresentou consideravel presenga de
Germacreno D (16,7 e 17,9%, respectivamente) e Germacreno B (34,7 e 16,0%, respectivamente)
e 0 segundo grupo (lpord, Rio Verde e Paraina) foram melhor caracterizados pela presenca de
Espatulenol (6,5; 4,2; 3,0%, respectivamente) e Germacreno A (24,5; 28,6; 36,4%,

respectivamente).

Uma classificagdo mais precisa dos dados foi verificada pelo PCA. A Figura 4 ilustra 0s
componentes principais, que representam 84,7% da variancia quimica entre as amostras coletadas
nas diferentes regides. Alguns compostos podem ser correlacionados com algumas regides do
Cerrado brasileiro. Esse tipo de analise estatistica mostra quais as varidveis (loadings) melhor
caracterizam as amostras (scores) revelando os compostos que melhor distinguem as amostras
entre as diferentes regides de coleta. A regido de Ipord e Rio Verde podem ser caracterizadas pela
presenca do Cariofileno E e Espatulenol. O 6leo essencial extraido de Paralina é claramente
caracterizado pelo y -Bisaboleno-(E) e Germacreno A, que também estdo presentes nos OEs de
Ipora e Rio Verde. A regiao de Israelandia é caracterizada pela presenca de a-bisaboleno e [3-
elemeno. Os 6leos essenciais derivados da regido de Montividiu é caracterizado pela presenca de

Germacreno B e Germacreno D, estando presentes ainda na composicao quimica de Israelandia.
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A analise por PLS-DA mostrou os resultados dos testes de permutacgdo para a validacdo do modelo

e pode confirmar todas as informacGes obtidas pela PCA, conforme mostra a Figura 5. A

abordagem por PLS-DA evidenciou, principalmente, melhor andlise sobre os componentes

guimicos dos bleos essenciais com menor representatividade nas regides do cerrado goiano, além

de colaborar para uma visdo global da diversidade quimica dos Gleos estudados. A anlise

evidenciou a variedade de compostos quimicos em alta concentracdo do 6leo essencial da regido

de Paralina, enquanto o contrario pode ser observado para o 6leo essencial da regido de Rio Verde.
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Parauna

Figura. 3. Dendrograma da analise de agrupamento hierarquico (HCA), representando as similaridades
quimicas entre o 6leo essencial da folha de P. ovatum coletadas em cinco diferentes regiées do Cerrado

brasileiro julho de 2017.
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analisadas. Os loadings (simbolos sem preenchimento) representa os compostos quimicos do 6leo
essencial analisados por CG-EM.
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Figura. 5. Analise de PLS-DA das amostras dos 6leos essenciais da folha de P. ovatium coletadas em
diferentes regides organizadas pelos nomes. Os quadros coloridos a direita indicam a concentragéo relativa
dos compostos quimicos analisados por CG-EM, na qual o vermelho representa maior intensidade e, verde,
menor intensidade.

Este estudo sugere que a composicao quimica do 6leo essencial de P. ovatum variaram
qualitativamente e quantitativamente sob as diferentes regibes do Cerrado brasileiro. Estudos
anteriores mostraram que essa variacdo pode ser explicada com a variabilidade ambiental,
geoldgica e fisioldgica da planta (CZELUSNIAK et al., 2012, ANGIONI et al., 2004; ELAISSI
et al., 2011; SANTOS et al., 2016; TOHIDI; RAHIMMALEK; ARZANI, 2017, TIAN et al.,
2014). As vias metabodlicas assim como o0s Oleos essenciais sdo sensiveis, podendo sofrer
alteracbes quimicas a partir de mudancas ecologicas, fisioldgicas, genéticas, bioquimicas e
ambientais como: temperatura, radiacdo, precipitagdo, composi¢do quimica do solo, relevo,
altitude, estresse, herbivora, idade, fase de transicdo e ciclo evolutivos da planta (EL-JALEL et
al., 2018; PAULUS et al., 2016; PIRBALOUTI; MOHAMMADI, 2013; TIAN et al., 2014, 2018).

3.3. Atividade antioxidante
A eficicia da atividade antioxidante dos 6leos essenciais de P. ovatum foi avaliada

utilizando o ensaio de reducéo de radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) e comparada com
a atividade de referéncia do hidroxitolueno butilado (BHT). A atividade antioxidante dos OEs das

folhas de P. ovatum coletadas em cinco diferentes regides do Cerrado brasileiro (estado de Goiés)
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(Iporé (IP), Parauna (PA), Rio Verde (RV), Montividiu (MV) e Israelandia (IR)) ¢é apresentada

na Figura 6.
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Figura. 6. Concentracdo média de 6leo essencial das folhas de P. ovatum capaz de inibir 50% dos
radicais livres (IC50), coletadas em diferentes regiGes do Cerrado brasileiro. IP: Ipord; RV: Rio Verde;
MV: Montevidiu; IS: Israelandia; BHT: Hidroxitolueno butilado. Barras com asteriscos e letras referem a
diferenca estatisticamente significativa (p <0,01), entre as diferentes regides.

No teste DPPH, a capacidade dos OEs atuarem como doadores de 4tomos de hidrogénio
ou elétrons na transformacgdo do radical DPPH em sua forma reduzida DPPH-H foi medida
espectrofotometricamente. Os OEs de P. ovatum revelaram-se como potencial agente
antioxidante apresentando valores de ICs, variando de 0,58 a 0,98 mg mL™. O potencial
antioxidante dos OEs de P. ovatum pode estar ligado a alta quantidade de sesquiterpenos como
0s Germacrenos (A, B e D) presente nos OEs (Tabela 2). De acordo Mancini et al., (2015) os OEs
constituidos por monoterpenos fendlicos e/ou sesquiterpenos tém sido reconhecidos por sua
capacidade antioxidante. A forte atividade antioxidante dos sesquiterpenos é pela sua estrutura

quimica apresentar uma porcao metileno ciclica extra (VITORIA et al., 2012).

Analisando a AAO em relagdo as diferentes regifes de coleta do material vegetal para o
preparo dos OEs, as amostras de IP, PA e RV atingiram 50% de redug&o de radicais DPPH com
ICso de 0,58; 0,65 e 0,62, respectivamente, concentragdes significativamente menores que as
demais regides, que necessitaram de maiores valores de 1Cs para atingir 50% de reducdo (0,98 e
0,78 para MV e IS, respectivamente). A variacdo nos valores de ICs entre as regides pode ser
atribuida as diferengas em suas composi¢des quimicas. Os OEs IP, PA e RV ndo diferiram
significativamente em relagdo a atividade antioxidante e apresentaram maior similaridade
quimica destacando a presenca de Germacreno A e Cariofileno E, conforme demonstrado na
Tabela 2 e na analise de componentes principais (Figura 3), diferindo das regides de MV e IS
ricos em Germacreno B e D. Com base nessas observacdes, a capacidade antioxidante dos OEs
das regides de IP, PA e RV registrada no presente estudo podem ser pela associagéo entre a alta
concentracdo de Germacrenos e a quantidade de sesquiterpenos oxigenados presentes em sua

composicao, conforme Tabela 2. A influéncia da regido de coleta do material vegetal na variacao
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da composicao quimica e atividade antioxidante dos OEs também foram relatadas para espécies
de Thymus spp. (TOHIDI; RAHIMMALEK; ARZANI, 2017). Neste trabalho, os autores
atribuiram essa variacao ao conteudo de monoterpenos fendlicos presentes no OEs das espécies

de Thymus spp.

Neste estudo, os OEs apresentaram potencial de remocéao de radicais DPPH menor em
comparacao com o padréo de referéncia BHT (ICso de 0,25 mg mL™).Comportamento semelhante
foi relatado por Cui et al., (2018), para 0 OE de Carex meyeriana Kunth que apresentaram
potencial de remocéo de radicais DPPH menor em comparagdo com os padrées BHT e Vitamina
C (ICs0 0,68 pg/mL).

3.4. Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial das folhas de P. ovatum foi investigada em
bactérias gram-positivas (S. aureus), gram-negativas (E. coli), e leveduras (C. albicans). A
Tabela 3 descreve os diametros dos halos de inibi¢do formados na presenca do 6leo essencial para
cada micro-organismo. Ndo foi observada atividade significativa para a amostra da mistura entre
0s Oleos essenciais obtidos das diferentes regides contra as bactérias S. aureus e E. coli. Por causa
disso, eles ndo foram avaliados isoladamente. A mistura foi capaz de inibir o crescimento da

levedura C. albicans, assim como cada um dos 6leos essenciais isolados.

Tabela 2. Diametro dos halos de inibi¢do formados nas culturas dos micro-organismos
na presenca de cada 0leo essencial (sem dilui¢do) e controles.

Micro- Halo de inibi¢cdo (mm)
organismo OEH RV IP MV IS Pn + St AfB
S. aureus s/a n/a n/a n/a n/a 25,1+1,3 n/a
E. coli s/a n/a n/a n/a n/a 19.8+1,0 n/a

C.albicans 7,5%+1,3 6,8+0,5 7,013 6,8£t1,5 6,0+1,0 n/a 20,714

s/a: sem atividade; n/a: ndo avaliado. Tamanho do disco de difus&o: 4,2 mm. OEH: Oleo essencial de todas
as regifes homogeneizado; RV: Rio Verde; IP: Ipora; MV: Montevidiu; IS: Israelandida; Pn+St: Controle
penicilina+streptomicina; Af B: anfotericina B.

O oleo essencial homogeneizado com as regides de Rio Verde, Ipora, Montividiu e
Israelandia de P. ovatum puro ndo apresentaram atividade antibacteriana. Ja no caso da levedura,
ele se mostrou ativo inibindo um tergo em comparagdo ao controle positivo (anfotericina B). Os
halos de inibigdo dos 6leos essenciais das folhas de P. ovatum extraidos das diferentes regides do
Cerrado brasileiro em C. albicans ndo mostraram diferenca significativa entre si. E possivel que
0s compostos envolvidos na atividade em C. albicans devem estar presentes em concentraces
parecidas em todas as regides, ou que a atividade total € uma combinagdo de compostos diferentes
em concentragdes diferentes atuando em sinergismo. A presenca de germacrenos nos OEs pode

estar relacionada a atividade antifingica obtida, uma vez que a sua atividade antifingica,
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antimicrobiana, acaricida, inseticida contra mosquitos, afideos, carrapatos e herbivoros
(BIRKETT et al., 2008; BRUCE et al., 2005; DE LIMA et al., 2010; NOGE; BECERRA, 2009;
RAVI KIRAN; SITA DEVI, 2007). Estevam e colaboradores (2017) demonstraram a atividade
leishmanicida, anti-chagésica e citotoxica do 6leo essencial das folhas de Protium ovatum.
Portanto, concluiu-se que ele seria bom candidato para o tratamento de infec¢bes causadas por
este micro-organismo. Por apresentar seletividade biolégica demonstrando atividade apenas
contra leveduras de C. albicans. Dessa forma, existe maior potencial de aplicacdo do 6leo
essencial de P. ovatum na eliminacéo de infec¢Ges causadas por parasitas e fungos leveduriformes
do que para bactérias.

O ¢6leo essencial de P. colombianum coletado em diferentes regides da Colémbia e meses
do ano assim como P. heptaphyllum e algumas espécies de Protium spp., da regido de Manaus
apresentaram baixa atividade inibitoria contra Fusarium sp., C. albicans, Aspergilus niger e
bactérias gram-positivas S. aureus e gram-negativas E. coli, destacando-se maior atividade contra
fungos do que para bactérias, estes resultados corroboram com os obtidos no presente estudo
(CARVAJAL; ALVAREZ; OSORIO, 2016; DA SILVA et al., 2013; DE LIMA et al., 2016).

5. CONCLUSAO
Os resultados sugerem que as diferentes regides de coleta influenciam sobre o

rendimento, na composic¢do quimica e atividade antioxidante dos 6leos essenciais das folhas de
Protium ovatum. Apresentando elevado polimorfismo quimico entre as diferentes regides
indicando que fatores genéticos e ambientais devem ser considerados para garantir a qualidade da
composic¢ao quimica dos OEs. Além disso, 0s 6leos essenciais das diferentes regides do Cerrado

brasileiro apresentaram atividades antioxidantes e bioldgica contra C. albicans.
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CAPITULO Il — COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAIS DE
DIFERENTES PARTES AEREAS DE Protium Ovatum, Eng. E AVALIACAO DO
POTENCIAL ANTIFUNGICO

RESUMO

Protium ovatum. Engl., popularmente conhecida como vick-do-cerrado, é uma espécie
endémica do Brasil de ampla distribuicdo entre os biomas Cerrado a Amazénia. Uma vez
que o género Protium esta associado a diversas aplicagdes como fitoterapicos, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar a composicdo quimica dos 6leos essenciais de
diversas partes de P. ovatum tais como talos, peciolos, folhas, flores, frutos verdes e frutos
maduros bem como investigar o potencial antifungico contra Sclerotinea sclerotiorum. A
composicdo quimica dos 6leos essenciais foi caracterizada por CG-EM/EM. Os frutos
verdes e maduros apresentaram 0s maiores teores de 6leo essencial quando comparados
aos demais oOrgaos vegetativos. No total foram identificados 51 compostos quimicos,
sendo comuns aos diferentes orgdos vegetativos o a-pineno (0,80-18,3%), B-pineno
(0,58-5,17%), Mirceno (0,52-27,3), Limoneno (3,15-59,7%) Cariofileno E (3,67-16,4%),
Germacreno D (6,34-27,4%), 6-cadineno (2,29-7,63%). A atividade antifingica in vitro
dos 6leos essenciais mostrou-se ativo nas doses de 18,75; 300 e 600 pg.mL™? para frutos
maduros, flores e folhas, respectivamente, inibindo entre 80 e 50% do crescimento
micelial de S. sclerotiorum. Vale ressaltar que este € o primeiro relato da composicao
quimica dos Oleos essenciais de talos, peciolos, flores e frutos maduros e atividade

antifangica contra S. sclerotiorum de 6leos essenciais de P. ovatum.

Palavras-chaves: Protium ovatum; oOleo essencial; perfil quimico; Sclerotinea
sclerotiorum.
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CHAPTER Il - ESSENTIAL OIL CHEMICAL COMPOSITION FROM
DIFFERENT AERIAL PARTS OF Protium Ovatum, Eng. AND
ANTIFUNGAL POTENTIAL EVALUATION

ABSTRACT

Protium ovatum. Engl., Popularly known as vick-do-cerrado, is an endemic species of
Brazil of wide distribution between Cerrado and Amazon biomes. The objective of this
work was to evaluate the essential oils chemical composition of several parts of P.
ovatum, such as stalks, petioles, leaves, flowers, green fruits and well-ripened fruits as
well as to investigate the antifungal potential against Sclerotinea sclerotiorum. The
essential oils chemical composition was characterized by GC-MS / MS. The green and
ripe fruits had the highest essential oil contents when compared to the other vegetative
organs. A total of 51 chemical compounds were identified, being common to the different
vegetative organs: a-pinene (0.80-18.3%), p-pinene (0.58-5.17%), Mirceno (0.52-27 , 3),
Limonene (3.15-59.7%) Cariophilene E (3.67-16.4%), Germacrene D (6.34-27.4%), and
d-cadinene (2.29-7% , 63%). The in vitro antifungal activity of essential oils was active
in the doses of 18.75; 300 and 600 pg.mL-1 for mature fruits, flowers and leaves,
respectively, inhibiting between 80 and 50% of S. sclerotiorum mycelial growth. It is
noteworthy that this is the first report of the P. ovatum essential oils chemical composition
of stalks, petioles, flowers and mature fruits and antifungal activity against S.
sclerotiorum.

Keywords: Protium ovatum; essential oil; chemical profile; Sclerotinea sclerotiorum.
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1. Introducéo
A familia Burceraceae é formada por dezessete géneros e aproximadamente 750

espécies distribuida por toda regido pantropical, com maior incidéncia da tribo Protieae
nas regides neotropicais ao redor do mundo (DA COSTA-LIMA, 2018; ROSALEM et
al., 2017). Esta familia compartilha habitos arb6reos ou arbustivos e podem ser
encontradas em solos rochosos como campos rupestres ou mais raramente sobre outras
espéecies (DA COSTA-LIMA, 2018). No Brasil ja foram relatados sete géneros e 104
espécies distribuidas por quase todo territério nacional, exceto na regido do Rio Grande
do Sul (ZAPPI et al., 2015).

O género Protium é o mais difundido no Brasil com aproximadamente 74 espécies
jadescritas. Protium ovatum. Engl., ¢ uma das quatorze espécies consideradas endémicas
do Brasil. Ela é conhecida popularmente como vick-do-cerrado e de ampla distribuicéo
no Cerrado e na Amazonia (BRASIL, 2019; CASTELO; DEL MENEZZI; RESCK, 2010;
DALY, 2015; ROSALEM et al., 2017). P. ovatum é um arbusto de 0,4 a 4 m de altura,
com ramos glabros com pouca formacdo de lenticelas. As folhas apresentam formato
ovalado, glabras, peciolos de 3-5 cm, foliolos subcoriaceos, lustrosos e ovalados com
peciolos 0,3-1,1 cm. Os peciolos do jogo terminal sdo maiores com possivel presenca de
tricomas enegrecidos. As suas inflorescéncias sdo de 2,5 cm, com flores de 6 mm, 4-
meras de coloracdo verde-amareladas ou esverdeadas (LIMA; PIRANI, 2005). Este
género é conhecido pelo alto potencial oleifero, rico em 6éleos essenciais e resinas
aromaticas usados na medicina popularmente (DA COSTA-LIMA, 2018).

Os 0leos essenciais (OEs) das folhas e frutos verdes de P. ovatum, ja foram
relatados na literatura por Castelo et al. (2010) e Estevam et al., (2017, 2018), assim como
seu potencial biol6gico para Tripanossoma cruzi e Leishmaniose amazonensise e
toxicidade celular. A biossintese dos 0leos essenciais séo sensiveis aos fatores bidticos,

abioticos, genéticos, fisioldgicos e morfologicos podendo apresentar variacdo quimica
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entre 0s Orgaos vegetativos (e.g. talos, peciolos, folhas, flores, frutos e rizomas)
(BARBOSA et al., 2017; HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012; TIAN et al., 2014;
UD-DAULA et al., 2016; ZHANG et al., 2015).

O potencial bioativo dos OEs tem atraido atencdo de varios setores industriais tais
como o farmacéutico, agricola, alimenticio, sanitario e cosmético, motivado pelo seu
potencial antibacteriano, antiflngico, antimicoético, anti-helmintico, antisséptico,
antiespasmadico e antioxidante (JALLALI et al., 2014; MOBIN et al., 2016; SOUZA;
LORENZI, 2005; UD-DAULA et al., 2016). Os OEs vém sendo usados como
antifungicos naturais no controle de fungos patogénicos como no controle do mofo-
branco em leguminosas causado pelo Sclerotinea sclerotiorum (BOECHAT et al., 2014;
FONSECA et al., 2015; PAIVA et al., 2018; VALADARES et al., 2018)

Assim, o presente trabalho teve como objetivo verificar a variacdo do teor e
composicdo quimica dos 6leos essenciais de Protium ovatum extraidos de diferentes
Orgdos vegetativos (e.g.talos, peciolos, folhas, flores, frutos verdes e frutos) bem como
avaliar seu potencial antifungico contra Sclerotinea sclerotiorum.

2. Materiais e Métodos
2.1. Material vegetal
O material vegetal foi coletado da mesma populacdo de P. ovatum na regido de

Cerrado da Universidade de Rio Verde (UniRV), em Rio Verde, Goias, Brasil
(17°47°15.0”S 50°57°59.9”W 839 m). As partes aéreas (talos, flores, peciolos e folhas),
foram coletadas durante o estagio de floracdo da planta, em junho de 2017. Os frutos
foram coletados entre os meses de agosto (frutos verdes) e setembro (frutos maduros) no
ano de 2017. Amostras do material botanico foram depositadas no Herbéario do Instituto
Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia Goiano — Campus Rio Verde sob o nimero
de registro 628.

2.2. Extracéo do Oleo Essencial
Os 6leos essenciais dos diferentes drgaos de P. ovatum foram extraidos a partir de

matéria fresca, previamente coletadas entre 7 e 10 horas da manha. Apdés a coleta, a planta
foi segregada entre diferentes drgédos tais como talos dos peciolos, peciolos das folhas,
frutos verdes dos frutos maduros. Posteriormente, cada fracdo vegetal foi pesado (100 g),
incorporado em 500 mL de &gua ultrapura e submetidos a extracdo do oleo essencial por
hidrodestilacdo em aparelho do tipo Clevenger, a 70°C por 3 h. O OE obtido foi seco
usando 3,0 g de sulfato de sodio anidro (Na2SOs), filtrado e armazenado em frasco de

vidro ao abrigo da luz, selados e mantidos em temperatura média de 4°C até posterior
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andlise. O processo de extracdo de 6leo essencial foi realizado em triplicata para cada
6rgdo de P. ovatum (n = 3).

O rendimento médio de 6leo essencial (%) foi calculado com base na matéria
vegetal fresca conforme metodologia descrita por Zhang et al. (2015).

2.3. Analise CG-MS do Oleo essencial
As analises do perfil quimico dos 6leos essenciais de P. ovatum foram realizados

por Cromatografia a gas acoplada a Espectrdmetro de Massas Sequencial (CG-EM/EM),
equipado com autoinjetor Combi PAL AOC-5000, coluna Restek RTx-5MS (30 m x
0,250 mm x 0,250 um) fundida com silica e Espectrdmetro de Massas Sequencial
(MSTQ8040 Shimadzu). Os dados espectrométricos foram registrados em modo de
ionizacdo de elétrons (EI) com energia de ionizacdo igual a 70 eV. A temperatura inicial
da coluna foi mantida a 60°C por 3,0 min, seguido de acréscimo de 3°C.min até atingir
200°C e, posteriormente, foi programada para aumento de temperatura de 15°C.min até
280°C, permanecendo nessa temperatura por mais 1,0 min. As temperaturas do injetor e
do detector foram de 230 e 300°C, respectivamente. As analises foram realizadas
utilizando géas Helio como carreador com pressdo de injecdo de 57,4 KPa, no modo
Splitless: 150, faixa de deteccdo do espectrometro de massas variando entre 43 e 550 Da
e vazdo de 3 mL.mint. A identificacdo dos componentes do dleo foi baseada no indice
de retencdo linear (indice de Kovats — IK) calculado em relagdo aos tempos de retencéao
de uma série homologa de n-alcanos (C-07 a C-40) e no padrdo de fragmentacédo
observado nos espectros de massas, por comparacdo destes com a literatura (ADAMS,
2007) e da espectroteca Nist®11.

2.4. Analise por PCA da variacdo quimica na composicao do éleo essencial
A analise de componentes principais (PCA) foi aplicado para avaliar as inter-

relacBes entre os constituintes quimicos dos diferentes 6leos essenciais da P. ovatum
usando o software Pirouette®4.0 (Infometrix Inc., Bothell, WA, EUA). A andlise
hierarquica de clusters (ACH) foi utilizada para estudar a similaridade entre as amostras
conforme a distribuicdo dos compostos e o agrupamento hierarquico foi realizada de
acordo com o método de variancia minima Ward (Ward, 1963).

2.5. Atividade antifungica contra Sclerotinea sclerotiorum
O ensaio bioldgico foi realizado no Laboratério de Microbiologia Vegetal do

Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde. O fungo fitopatogénico Sclerotinia
sclerotiorum Ss12 (BRM 29673) foi cedido pela Embrapa Arroz e Feijdo localizada em

Santo Antdnio de Goias. Inicialmente os 6leos essenciais das folhas e frutos de P. ovatum
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em diferentes concentracdes (18.75; 37.5; 75; 150; 300 e 600 pug.mL1) em &gua utilizando
Tween®80, a 0,05% (m/v) como emulsificante. Apods esterilizacio e solidificacio do
meio de cultura de Batata-Dextrose-Agar (BDA), 100 pL de cada concentracéo de 6leo
foi distribuido por toda a superficie com auxilio de uma al¢a de Drigalski previamente
esterilizada. Em seguida, um disco de micélio de S. sclerotiorum, com sete dias de cultivo
foi adicionado ao centro da placa (BALBI-PENA et al., 2006; DA SILVA et al., 2009).
Foram realizadas medicfes diarias do halo de crescimento micelial das colnias
existentes iniciando as analises 24 h ap6s a inoculagdo, até o crescimento total das
colonias do tratamento controle.

A atividade antiflngica foi determinada pela média de inibi¢do do crescimento
micelial do fungo tratado com os 6leos essenciais e controles. Como controle negativo
utilizou-se agua destilada estéril e como controle positivo, o fungicida Frowncide®500
SC, na concentragdo de 10 pg.mL? do ingrediente ativo (fluazinam). Como adjuvante,
utilizou-se Tween®80, a 0,05% (m/v), para homogeneizacdo dos dleos essenciais em
agua. A atividade antifingica foi calculada através do Percentual de Inibicdo de

Crescimento Micelial (PIC), conforme a seguinte equacéo:

(Diametro do controle — Didmetro do tratamento)

PIC= x 100

Didametro do controle

conforme descrita por Venturoso et al., (2011) e Andrade et al., (2018).

Os dados obtidos nesse estudo foram submetidos a andlise de variancia, e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando
0 software estatistico BioEstat versao 5.0.

3. Resultados e Discussao
3.1. Teor de Oleo Essencial
O teor de 6leo essencial dos diferentes 6rgdos vegetativos de P. ovatum pode ser

observada na Figura 01. O menor rendimento (% v/m) de 6leo essencial foi observado
para os talos (0,09%). Por sua vez, os rendimentos observados para os peciolos, folhas e
flores foram 0,18, 0,24 e 0,23%, respectivamente. Melhores rendimentos foram
observados para os frutos verdes (0,45%) e maduros (0,48%) distinguindo-se
estatisticamente estas amostras entre as demais.

Teores similares aos observados para folhas e frutos de P. ovatum ja foram
relatados por Estevam et al., (2017; 2018) quando também coletados na regido de Rio
Verde-GO apresentando teores de 0,30% para folhas e 0,50% para frutos verdes. Esta

diferenga no rendimento de OEs entre os diferentes 6rgdos vegetativos usualmente séo
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provocadas por fatores bidticos e abidticos alterando desde a densidade de glandulas
sebéceas, células secretoras, parenquimais modificadas, epiteliais e canais lisingenos ou
tricomas glandulares sobre o tecido vegetal, etc. (BARBOSA et al.,, 2017; BRUN;
MOSSI, 2010; FIGUEIREDO et al., 2008; HOSNI et al., 2011; HYLDGAARD;
MYGIND; MEYER, 2012; KAHRAMAN; CELEP; DOGAN, 2010; MIGUEL, 2010;
MOGHADDAM et al., 2015; MORSHEDLOO et al., 2018; PATRICELLI et al., 2015)-

De acordo com os resultados, 0 menor percentual de OEs ocorreu para os talos de
P. ovatum. Resultados semelhantes foram observados para os talos de Origanum vulgare,
Etlingera sphaeroceohala, Anvillea garcinii, Seseli annum, Protium heptaphyllum com
rendimentos variando entre 0,1 e 1,3% (m/m) (KHAN et al., 2015; KOVACEVIC et al.,
2016; MORSHEDLOO et al., 2018; YAHYA et al., 2010). Este baixo rendimento
oleifero para os talos de P. ovatum esta associado a menor densidade de tricomas
oleaginosos presentes no tecido caulinar. (JAAFAR et al., 2007; MORSHEDLOO et al.,
2018; WAR et al., 2012).

FRM —— b
FRV — b
FLO a

FOL — a

PEC ——a

TAL — a

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Rendimento (%o, v/iw)

Figura. 1. Rendimento (%, v/m) de 6leo essencial de diferentes partes vegetativas de Protium ovatum.
TAL: Talos; PEC: Peciolos; FOL: Folhas; FLO: Flores; FRV: Frutos Verdes; FRM: Frutos Maduros.
Barras seguidas de mesma letra ndo se diferem estatisticamente.

3.2. Composicao quimica do Oleo essencial

A composigdo quimica dos 0leos essenciais das diferentes partes vegetativas de
P. ovatum esta apresentado na Tabela 01. Ao total, foram identificados por espectrometria
de massas 51 compostos, representando entre 99,80 e 99,99% do total dos compostos
presentes nos 6leos essenciais sendo, principalmente, monoterpenos hidrocarbonados
(10,4-100%), monoterpenos oxigenados (0-4,84%), sesquiterpenos hidrocarbonados (0-
81,0%) e sesquiterpenos oxigenados (0-12,3%). Foi observada elevada variacéo no perfil
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qguimico entre os 6leos essenciais de P. ovatum quando avaliado os diferentes 6rgaos
vegetativos.

Os oleos essenciais extraidos dos peciolos e folhas de P. ovatum apresentaram
como compostos predominantementes sesquiterpenos sendo 81,4 e 81,0% da composi¢édo
quimica total, respectivamente. Por sua vez, nos 6leos essenciais dos frutos verdes e
maduros, 0os monoterpenos somam mais de 99,8% do total de compostos identificados.
Os Oleos essenciais dos talos e flores sdo representados por monoterpenos e
sesquiterpenos que, quando somados, representam mais de 82% dos compostos
identificados

A partir dos 6leos essenciais dos talos, peciolos, folhas, flores; frutos verdes e
frutos maduros, foram identificados 30, 27, 20, 23, 8 e 6 compostos, respectivamente.
Dentre os constituintes comuns em todas as partes vegetativas destaca-se o a-pineno
(0,80-18,3%), B-pineno (0,58-5,17%), Mirceno (0,52-27,3) e Limoneno (3,15-59,7%).

Tabela 1. Composicdo quimica do 6leo essencial das diferentes partes vegetativas de
Protium ovatum.

RA (%)
TAL PEC FOL FLO FRV FRM

Compounds  RT (min) Rlexp RIlit

a-thujene 5,257 917 924 0,22 - - - 0,44 -
a-pinene 5433 924 932 259 08 328 396 15,44 18,28
Sabinene 6,466 963 969 5,96 - - - 0,48 0,27

B-pinene 6,583 967 974 0,63 058 114 090 517 296

Trans-
isolimone

Myrcene 6,920 980 988 10,91 052 163 298 27,27 18,36
6-3-carene 7,566 1003 1008 2,26 2,83 3,12 24,76 8,60 -
p-cymene 8,009 1015 1020 2,06 - - - - -

6,911 979 980 - - 092 - - -

0-cymene 8,014 1016 1022 - - - - - 0,39

Limonene 8,144 1019 1024 11,82 4,74 3,15 439 41,12 59,73
-ocimene Z 8,412 1027 1032 1,32 0,97 1,83 1,36 -
B-ocimene E 8,779 1037 1044 - - 0,66 0,91 - -

Terpinolene 10,265 1079 1086 0,88 - - 1,59 - -



Terpinen-4-ol
a-copaene
B-Panasinsene
[-cubebene
B-bourbonene
Sibirene

Caryophyllene
E

p-4,8-epoxy-
caryophyllene

y-elemene
B-gurjunene
Epi-p-santalene
a-humulene

Cis-3,5-diene-
muuurola

Allo-
aromadendrene

y-muurolene
[-acoradiene
Germacrene D
a-muurolene
Germacrene A
Cubebol
y-cadinene
a-bulnesene
d-amorphene
6-cadinene
y-bisabolene E

cis-
sesquisabinene
hydrate (IPP
vs, OH)

13,801
22,062
22,450
22,663
22,995
23,214

23,865

24,422

24,651
24,835
25,091
25,242

25,380

25,554

26,356
26,639
26,997
27,554
27,563
27,686
27,695
27,706
27,977
28,049
28,804

29,332

1169
1366
1375
1380
1388
1393

1409

1423

1428
1433
1439
1443

1446

1451

1471
1478
1486
1500
1500
1504
1504
1504
1511
1,513
1533

1546

1174
1374
1381
1387
1387
1400

1417

1423

1434
1431
1445
1452

1448

1458

1478
1469
1484
1500
1508
1514
1513
1509
1511
1522
1529

1542

4,84
2.4
0,28
0,2

16,39

0,68
0,42
0,52
1,16

7,14
1,23

2,73

0,36

1,32

1,07

0,58
27,38
22,84

1,48

0,7

1,55

6,64

0,81

1,02

422 1,32

0,43 0,72
054 -

13,34 3,68

1,76 0,92

- 023

21,04 17,51

28,59 21,43

- 086

7,63 2,29
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Trans-dauca-
4(11),7-diene

Germacrene B 29,922 1562 1559 - - 3,42 1,62 - -
Spathulenol 30,147 1567 1577 5,29 1,82 3,09 4,17 - -

29,909 1561 1556 - 534 - - - -

Caryophvllene 54 271 1573 1582 321 153 1,12 - - -

Oxide

Viridiflorol 30,954 1588 1592 - - - 1,87 - -

Globulol 31,142 1593 1590 0,67 - - 1,12 - -
a-epi-cadinol 32,515 1630 1638 1,89 - - 0,19 - -

n‘]‘uirr’(')"’l‘ol 33076 1645 1640 - 214 - - . .
?:Tm;rl}lg/gl) 33300 1651 1644 - 02 - - i i

a-cadinol 33,594 1659 1652 - 0,83 0,37 0,97 - -
a-epi-bisabolol 34,111 1673 1683 108 - 055 - - -
isc’)\'beurfy'::é' , 34629 1787 1784 - 124 - - : :
Monoterpenos hidrocarbonados 38,65 10,44 139 41,32 99,88 99,99
Monoterpenos oxigenados 484 - - - - -
Sesquiterpenos hidrocarbonados 44,18 81,36 80,97 50,47 - -
Sequiterpenos oxigenados 12,32 8 512 8,12 - -
Total identificado 99,99 99,8 99,99 9991 99,88 99,99

RT: Tempo de retencdo; Rlexp: Indice de retencdo determinado em relacdo ao n-alcanos (Cs-Cai); Rlii:
indice de retenco da literatura (Adams, 2007); AR%: Area relativa (area relativa do pico em relagéo a area
total do pico no cromatograma de CG-MS) dos 6leos essenciais das diferentes partes vegetativas de Protium
ovatum. TAL: Talos; PEC: Peciolos; FOL: Folhas; FLO: Flores; FRV: Frutos verdes; FRM: Frutos

maduros.

Estudos anteriores com 0leo essencial de folhas e frutos de P. ovatum confirmam
a presenca de compostos monoterpenicos em concentracfes similares as obtidas, em que
as folhas apresentam baixa concentracdo de monoterpenos (17,1%) havendo maior
predominancia nos frutos (91,4%) (ESTEVAM et al., 2017; 2018). Resultados
semelhantes foram descritos para outras espécies de Protium spp. e em diferentes 6rgaos
vegetativos tais como resina, folhas e frutos (DA SILVA et al., 2013, 2016, 2017; DE
CARVALHO et al.,, 2013; MARTINS DE MORAES; AUGUSTO GOMES DA
CAMARA; SOUZA RAMOQOS, 2013; MOBIN et al., 2016, 2017; PINTO et al., 2010;



68

PONTES et al., 2007, 2010; REIS SOUZA et al., 2016; SIANI et al., 2004: ZOGHBI et
al., 2005).

Os dados da composicdo quimica dos 0leos essenciais dos diferentes 6rgaos de P.
ovatum foram comparados baseados na analise de agrupamento hierérquicos (HCA),
conforme Figura 02. Um dendrograma foi construido por HCA e os resultados podem ser
organizados em 4 diferentes grupos (Figura 02). O primeiro grupo com maior
similaridade foram os Oleos essenciais dos frutos verdes e maduros (FRM, FRV),
apresentando uma composi¢do quimica similar, ricos em o-pineno (15.4 e 18.3%,
respectivamente), Mirceno (27.3 e 18.4%, respectivamente) e limoneno (41.1 e 59.7%,
respectivamente). O segundo grupo é formado pelas folhas e flores e apresentam maior
abundancia de Germacreno D (21.0 e 17.5 %, respectivamente) e Germacreno A (28.6 e
21.4%, respectivamente). Os principais constituintes que separaram 0 terceiro grupo
formado pelos 6leos essenciais dos talos foi classificado principalmente pela presenca do
mirceno (10.9%), limoneno (11.8%) e cariofileno E (16.4%). O quarto grupo formado
pelos Oleos essenciais dos peciolos mostrou a maior diferenca entre os diversos 6rgaos

vegetativos rico em germacreno D (27.4%) e a-muuroleno (22.8%).
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Figura 2. Dendrograma da analise de agrupamento hierarquico (HCA), representando a similaridade
quimica entre os dleos essenciais dos diferentes érgdos vegetativos de P. ovatum coletadas em julho de

2017. FRM: Fruto maduro; FRV: Fruto verde; FLO: Flor; FOL: Folhas; TAL: Talos; PEC: Peciolo.

Os resultados desse estudo mostram que houve consideravel diferengas na

composicdo quimica do 6leo essencial entre os diferentes orgdos vegetativos de P.
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ovatum. Esta variacdo quimica entre os 6leos essenciais pode ser decorrente da producdo
de metabolitos secundérios ndo constantes e homogéneos sobre os diferentes 6rgéos e
fase de desenvolvimento da planta (FLAMINI; TEBANO; CIONI, 2007; GOBBO-
NETO; LOPES, 2007; TIAN et al., 2014). Variacdo quimica similar a observada entre
diferentes 6rgdos vegetativos ja foram relatados para outras espécies (FLAMINI;
TEBANO; CIONI, 2007; KOVACEVIC et al., 2016; MASOUDI; KAKAVAND, 2017;
MOHAMMEDI et al., 2015; UD-DAULA et al., 2016).

Os resultados obtidos na avaliacdo da atividade antifingica dos 6leos essenciais
das folhas, flores e frutos maduros de P. ovatum podem ser observados na Figura 03.
Todos os OEs inibiram o crescimento micelial de S. sclerotiorum em um comportamento
dose-dependente. Os resultados indicaram diferencas significativas na inibicdo do
crescimento micelial em virtude do aumento das concentracdes de dleos essenciais
utilizados.

A maior atividade antifngica foi observada para os OEs dos frutos maduros que
qguando comparado aos demais apresentou o maior PIC (50,11%) na menor concentracdo
testada (18.75 pg.mL™Y). Os OEs das folhas apresentaram menor atividade antifiingica
quando comparados aos demais tratamentos com PIC de 42,23% na maior concentragdo
testada (600 pg.mL™).
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Figura. 3. Percentual de inibicdo de crescimento micelial do 6leo essencial das folhas, flores e frutos de
Protium ovatum contra o fungo Sclerotinia sclerotiorum. FOL: Folhas; FLO: Flores; FRM: Frutos
maduros. Barras com letras diferentes representam diferenca estatisticamente significativa por
concentragdo (p<0,05), entre os tratamentos e controles.
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Atividades antifungicas in vitro de extratos vegetais e Oleos essenciais de
diferentes espécies de plantas contra S. sclerotiorum foram previamente relatadas (MA
etal., 2016; PAIVA et al., 2018; SILVA et al., 2018; VALADARES et al., 2018).

Os resultados indicaram consideravel atividade antifangica dos OEs das folhas,
flores e frutos maduros de P. ovatum. A atividade antifungica dos OEs de P. ovatum
contra fungos patogénicos de plantas nunca foi relatada na literatura. Neste estudo, 0s
OEs dos frutos maduros apresentaram maior atividade inibitdria contra S. sclerotiorum
que os demais 6leos estudados. De acordo com Burt (2004) e Negi (2012), véarios fatores,
tais como estrutura quimica, composto bioativo, concentracdo de éleos essenciais e tipo
de micro-organismo desempenham papéis importantes na eficiéncia dos éleos essenciais.
Conforme demostrado na Tabela 01, os OEs apresentaram perfis quimicos diferentes. O
composto limoneno que representa 59,38% do OE de frutos maduros, (4,39%) flores e
(3,15%) de folhas, tem uma propriedade antifingica muito forte e é eficaz contra espécies
fangicas de deterioracdo de alimentos (Dhaital et al., 2018). Mostra uma propriedade
antibacteriana eficaz também contra bactérias patogénicas (ALONSO-GUTIERREZ et
al., 2013). A maior atividade do OE dos frutos maduros pode ser pela presenca desse
composto em maior concentragdo em comparagcdo com demais 6leos estudados.

4. Concluséo

Os dados obtidos neste trabalho revelam que o teor e a composi¢do quimica dos
Oleos essenciais de Protium ovatum variaram em funcdo dos diferentes Orgaos
vegetativos. Assim como o seu potencial antifingico contra Sclerotinea sclerotiorum
destacando-se os Gleos essenciais dos frutos maduros como mais ativos tornando uma

fonte natural de compostos antimicrobianos para uso na industria alimenticia e agricola.
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3. CONCLUSAO GERAL

Os resultados deste estudo demonstram que 0s 6Oleos essenciais de P. ovatum
apresentaram consideravel diferenca quimica entre as diferentes regides do cerrado
brasileiro e entre os diferentes 6rgdos vegetativos. Podendo sugerir que este polimorfismo
quimico entre os 6leos essenciais pode ser decorrente de fatores bidticos, abidticos,
morfoldgicos e fisioldgicos da planta. Que devem ser considerados para assegurar a
qualidade quimica dos 6leos essenciais. Além disso, os 6leos essenciais das 5 diferentes
localidades exibiram atividade antioxidante variando entre as regides.

Ja o potencial bioativo dos 6leos essenciais das folhas de P. ovatum das diferentes
regides do cerrado, apresentando melhor potencial antimicrobiano contra C. albicans ndo
apresentando variacdo biolégica sobre os OEs das diferentes regifes. Os leos essenciais
dos diferentes 6rgaos vegetativos folhas, flores e frutos maduros apresentaram notavel
potencial antifangico contra Sclerotinea sclerotiorum destacando-se os 6leos essenciais

das flores e frutos maduros.



