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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

Considerada, atualmente, como um dos mais ricos conjuntos de ecossistemas em
diversidade bioldgica do planeta o dominio Mata Atlantica abrange diversas formagdes
florestais como floresta ombroéfila densa, floresta ombrofila mista, floresta ombrofila aberta,
floresta estacional semidecidual, floresta estacional decidual, manguezais, restingas, campos
de altitude e brejos interioranos. No Brasil, estende-se do Rio Grande do Norte ao Rio Grande
do Sul (Rizzini 1997, Capobianco 2001, Schaffer & Prochnow 2002). Segundo Pivello &
Peccinini (2002) a diversidade de formacdes florestais da Mata Atlantica decorre da grande
variacdo latitudinal, altitudinal e geomorfologica criando assim grande quantidade de
diferentes habitats com a capacidade de abrigar plantas e animais com diferentes adaptagdes e

preferéncias de ambiente.

Inicialmente, a Mata Atlantica cobria cerca de 15% do territorio brasileiro,
aproximadamente 1.300.000 Km?, mas devido a explora¢io desordenada por varias décadas,
atualmente restam menos de 7% (Capobianco 2001, Fundagdo SOS Mata Atlantica 2007). Em
Sao Paulo, restam menos de 12% de cobertura florestal (INPE & Fundagdo SOS Mata
Atlantica 2006).

Segundo Myers et al. (2000), a Mata Atlantica, considerada um “Hotspot”, ocupa a
quarta posicao no ranking prioritario de conservagdo, devido ao alto grau de endemismo de
espécies vegetais e animais encontrados neste bioma. E considerada “Hotspot” uma area com
pelo menos 1.500 espécies endémicas de plantas e que tenha perdido mais de 3/4 de sua
vegetacdo original (Conservacdo Internacional Brasil 2008). Existem no total vinte e cinco

areas consideradas prioritarias para a conservagao (Myers et al. 2000).

O Parque Estadual das Fontes do Ipiranga (PEFI) ¢ um remanescente de Mata
Atlantica em meio a uma area intensamente urbanizada. Est4 localizado na parte sudeste do
municipio de Sao Paulo, entre os paralelos 23°38°08”’S e 23°40°18”S e os meridianos 46°36’
48”W e 46°38°00”W, fazendo divisa com o municipio de Diadema. O PEFI apresenta uma
area total de 526,38 ha onde estdo inseridas as seguintes instituigdes: Instituto de Botanica e
Jardim Botanico de Sao Paulo; Secretaria da Agricultura ¢ Abastecimento; Fundagdo Parque
Zoologico; Zoosafari; Instituto Astrondmico ¢ Geofisico da USP; ex Fundagao Estadual para
o Bem Estar do Menor; 3° Batalhdo da Policia Militar; 97 Delegacia de Policia Civil; Centro

de Exposi¢des Imigrantes e Hospital Psiquiatrico da Agua Funda (Fernandes et al. 2002).

Segundo Pivello & Peccinini (2002), a vegetagdo do PEFI pertence ao grupo das
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florestas estacionais semideciduais de planalto dentro do bioma Mata Atlantica. A Flora
Fanerogamica do PEFI ¢ composta de 129 familias, 543 géneros e 1.159 espécies. As familias
Orchidaceae, Asteraceae, Fabaceae, Myrtaceae, Rubiaceae, Melastomataceae, Solanaceae,
Poaceae, Bromeliaceae, Euphorbiaceac e Lauraceae sdo as possuem maior riqueza em
espécies sendo Myrtaceae, Fabaceae, Lauraceac e Melastomataceae as familias com maior
representatividade em espécies arboreas. Os géneros Solanum, Pleurothallis, Miconia,
Eugenia, Myrcia, Ocotea, Tibouchina, Vriesea, Leandra, Maxillaria, Psychotria e Piper
destacam-se pelo maior nimero de espécies. Ha também grande quantidade de espécies

epifitas evidenciando assim a riqueza da flora do PEFI (Barros ef al. 2002).

No estado de Sao Paulo, através de levantamentos floristicos realizados em florestas
de encosta, a familia Lauraceae figura entre as familias que apresentam maior nimero de
espécies nesse bioma (Tabarelli & Mantovani 1999). Esta familia, segundo Baitello et al.
(2003), ¢ composta por arvores ou arbustos didicos ou monodicos com folhas alternas,
raramente opostas, sem a presenca de estipulas. A inflorescéncia geralmente ¢ axilar e flores
em geral pequenas unissexuadas, bissexuadas ou poligamas com fruto bacéceo ou nucoide de

semente Unica com ou sem cupula.

A distribui¢do da familia Lauraceae ocorre nas regides tropicais e subtropicais do
planeta sendo representada por 50 géneros e cerca de 2500 espécies (Judd et al. 1999). No
Parque Estadual das Fontes do Ipiranga (PEFI) é representada por cerca de 8 géneros: Persea,
Phoebe, Ocotea, Nectandra, Endlicheria, Beilschmiedia, Aniba e Cryptocarya, e 25 espécies

sendo o género Ocotea com o maior nimero de espécies (Baitello & Coe-Teixeira 1987).

O género Ocotea ¢ caracterizado por arvores e arbustos com folhas em geral alternas,
flores unissexuadas ou bissexuadas, inflorescéncia tirsdéide-paniculada ou racemiforme, fruto
do tipo baga com cupula. Ocotea nectandrifolia (Figura 1 (A-B)), espécie tipica da regido Sul
e Sudeste, conhecida popularmente como canela-burra ou canela-preta, ¢ uma arvore didica
com folhas alternas sendo a face adaxial pouco brilhante e a face abaxial amarelo-ferrugineo-
tomentosa com presenca de domdceas, flores unissexuais, inflorescéncia axilar do tipo
panicula, fruto do tipo baga eliptica com cupula de margem lobada aparando 1/3 de sua altura.
Ocotea puberula (Figura 1 (C-D)), conhecida popularmente como canela-babosa, canela-
gosmenta, canela-sebo, canela-guaica, ¢ uma arvore didica com folhas alternas, flores
unissexuais, inflorescéncia axilar do tipo panicula, fruto do tipo baga com cupula. A ctpula
do fruto de Ocotea puberula em material vivo ¢ vermelha (Baitello & Coe-Teixeira 1987,

Baitello et al. 2003).

A familia Lauraceae € conhecida por apresentar grande importancia econdmica, seja

2
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pelo uso da madeira, ou na culindria, na medicina popular, entre outros. Na indlstria
madeireira, o género Ocotea apresenta grande nimero de espécies utilizadas para os mais
diversos fins. A madeira de O. diospyrifolia é considerada boa para postes e tabuas de
assoalho. O. puberula ¢é utilizada em caixotaria. A madeira de O. aciphylla é aromatica e
resistente a insetos, principalmente aos cupins, sendo propria para a construgdo civil e
taboados de assoalho. O. organensis ¢ usada em obras internas e carpintaria. O. acutifolia, O.
spectabilis, O. divaricata, O. elegans e O. porosa sao empregadas em marcenaria e
construgdes em geral. Além das do género Ocotea, as madeiras de outras espécies dos demais
géneros da familia sdo utilizadas na marcenaria e constru¢do como, Aniba terminalis, A.
firmula, A. parviflora, Nectandra megapotamica, N. amazonum, N. angustifolia, Beilshmiedia

rigida, B. emarginata (Marques 2001, Wanderley et al. 2003).

Figura 1. Espécies de Lauraceae presentes no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga

(PEFI). (A) Ocotea nectandrifolia; (B) frutos de Ocotea nectandrifolia; (C) Ocotea

puberula; (D) frutos de Ocotea puberula.

As folhas de Laurus nobilis, conhecida popularmente como louro, a canela em po e a
canela em pau, extraidas das cascas do caule de Cinnamomum zeylanicum e C. cassia sao
amplamente utilizadas como condimentos. Os frutos de Persea americana e P. gratissima,
conhecidos como abacate, sio mundialmente consumidos para fins alimenticios (Marques

2001).
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Diversas espécies da familia Lauraceae sdo empregadas na medicina popular (Tabela
1). O uso de plantas aromadticas ¢ bastante difundido, em especial no tratamento de infec¢des
microbianas, inflamagdes, dores, eczemas e na regulacdo da fertilidade (Onayade-Sontan
1991). Entre as propriedades farmacologicas encontradas em o6leos volateis estdo a atividade
antifungica (Di Stasi 1996, Rasooli & Abyaneh 2004), repelente (Lwande et al. 1999; Cheng
et al. 2004), antiinflamatéria (Juergens et al. 1998), anticolinesterasica (Miyazawa et al.
1998), e analgésica (Silva et al. 2003). Ladeira (2002) cita o uso de chas de plantas ricas em

6leo volatil para o tratamento de diversas enfermidades.

Sdo inimeras as atividades bioldgicas de dleos volateis, segundo Baratta et al. (1998),
o Oleo de Laurus nobilis apresentou atividade antimicrobiana frente aos microrganismos
Acinetobacter calcoaceticus, Beneckea natriegens, Citrobacter freundii, Erwinia carotovora,
Lactobacillus plantarum, Micrococcus luteus, Salmonella pullorum, Serratia marcescens e
Staphylococcus aureus € o Oleo volatil de Origanum vulgare apresentou forte atividade
antimicrobiana em 19 dos 25 microrganismos testados. O hidrolato e o 6leo volatil de Aniba
duckei apresentaram atividade larvicida frente a Artemia franciscana e Aedes aegypti (Souza

et al. 2007).

Macchioni et al. (2006) testaram a atividade acaricida dos oleos volateis de Laurus
nobilis e L. novocanariensis e observaram que o 6leo volatil de L. novocanariensis, rico em
sesquiterpenos, apresentou uma forte atividade acaricida. Simié et al. (2004) testaram a
atividade antifungica dos o6leos volateis de Aniba rosaeodora, Laurus nobilis, Sassafras
albidum e Cinnamomun zeylanicum e observaram que o oleo de Cinnamomun zeylanicum foi
o mais ativo frente aos 17 fungos testados. Ainda, monoterpenos e sesquiterpenos sao
responsaveis por diversas atividades biologicas como, anestésica, antibiotica, anti-helmintica,

antiinflamatoria, sedativa, espasmolitica, entre outras (Craveiro & Machado 1986).
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Tabela 1. Utilizag¢do de espécies de Lauraceae na medicina popular. Adaptado de Pio Correa

1984, Berg 1993, Marques 2001.

Género Espécie Emprego na medicina popular
Cryptocarya moschata Dores no estomago e colica

Ocotea odorifera Sudorifera, anti-reumatica, anti-sifilitica e diurética
Ocotea cajumari Inapeténcia e males intestinais

Ocotea aciphylla Tonico e estomaquico

Ocotea pulchella Estomaquico, emenagogo e tonicos do utero
Ocotea pretiosa Reumatismo

Laurus nobilis Sudorifico e contra flatuléncias

Persea americana Diurético

Cinnamomum zeylanicum Resfriados e problemas estomacais
Cinnamomum cassia Resfriados

Aniba canelilla Problemas estomacais

Nectandra grandiflora Anti-reumatica, digestiva e diurética

Oleos volateis de espécies de Lauraceae tém grande importincia na industria
farmacéutica e de perfumes, sendo o obtido a partir de Aniba rosaeodora, que tem como
constituinte majoritario o alcool terpénico linalol, com mistura dos isomeros D e L-linalol que
varia de acordo com a regido de coleta, amplamente utilizado em fragrancias de perfumes. Da
mesma forma a canfora, extraida de Cinnamomum camphora, ¢ o safrol, extraido de Ocotea
pretiosa e Sassafras albidum, sdo amplamente utilizados na industria de cosméticos

(Guenther 1960b, Rizzini & Mors 1995, Bruneton 2001, Zellner et al. 2006).

De acordo com a International Standart Organization (ISO), o6leos volateis sdo
produtos obtidos de matéria prima vegetal através da destilagdo por arraste de vapor, bem

como espressao dos pericarpos de frutos citricos. Sdo misturas complexas de substancias
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volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. Apresentam sabor geralmente acre e
picante, coloracdes ligeiramente amareladas ou incolores, sdo instaveis na presenca de luz,

calor e umidade (Simdes & Spitzer 2003).

A composi¢do quimica dos o6leos volateis podem ser formada através de origens
biossintéticas distintas (Figura 2), ou seja, a partir de derivados de fenilpropandides via acido

chiquimico e de terpenodides via acetilcoenzimaA (Bruneton 2001, Simdes & Spitzer 2003).

Os fenilpropanoéides sdo formados via acido chiquimico que por sua vez ¢ formado a
partir da condensagdo do fosfoenolpiruvato e da eritrose-4-fosfato. O acido chiquimico ¢
responsavel pela formacdo das duas unidades basicas dos fenilpropanoéides, o acido cindmico
e 0 acido p-cumadrico que por meio de reducdo, oxidacao e ciclizagdo formam os alilbenzenos,

aldeidos aromaticos, propenilbenzenos e cumarinas (Simdes & Spitzer 2003).

GLICOSE
| — polissacarideos
L heterosideos
acido chiquimico Acetil-CoA
friptofano Fenilalanina/ acido via condensagdo
tirosina gdlico mevalonato
alcaldides
inddlicos e taninos acidos graxos
quinolinicos hidrolisaveis acetogeninas
antraquinonas 1soprenct
flavondides
taninos condensados terpendides e
protoalcaldides acido esferéides
" cinamico omitina
alcaldides
lisina
isoquinolinicos e
benzilisoquinolinicos
alcaldides
fenilpropanides pirrolidinicos,
tropanicos,

Lignanas e ligninas pirrolizidinicos,

cumarinas piperidinicos e

quinolizidinicos

Figura 2. Ciclo biossintético dos metabolitos especiais. Destaque: vias de formagao dos

terpenos (Simdes & Spitzer 2003, adaptado).

Os terpenos tém sua origem biossintética a partir de unidades de isopreno. A unidade
de isopreno ativa, difosfato de isopentenila (IPP) pode ser formada a partir de duas vias: (1)

via piruvato-gliceraldeido-3-fosfato (GAP) que ocorre preferencialmente nos plastidios dando
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origem aos monoterpenos, diterpenos e tetraterpenos; e (2) via acetilcoenzimaA, que ocorre
preferencialmente no citoplasma dando origem aos triterpenos e sesquiterpenos (Adam &
Zapp 1998, Croteau et al 2000).

A classificagdo dos terpenos se baseia no numero de unidades isoprénicas:
monoterpenos (Cio, 2 unidades), sesquiterpenos (C;s, 3 unidades), diterpenos (Cy, 4
unidades), sesterpenos (Css, 5 unidades), triterpenos (Csg, 6 unidades) e tetraterpenos (Cao, 8
unidades) sendo os monoterpenos e sesquiterpenos os terpenos mais frequentes em oOleos
volateis (Simdes & Spitzer 2003).

Os monoterpenos (Figura 3) podem ser classificados de acordo com a ciclizagdo:
aciclicos (mirceno, linalol, geraniol), monociclicos (alfa-terpineol, terpinoleno), e biciclicos
(alfa-pineno, tujona, canfora, fenchona), ou através do grupo funcional: hidrocarbonetos
insaturados (limoneno), alcoois (mentol), aldeidos ou cetonas (mentona, carvona), lactonas
(nepetalactona) e tropolonas (gama-tujaplicina). Os sesquiterpenos (figura 3) sdo classificados
de acordo com a ciclizagdo sendo: aciclicos (farnesol, nerolidol), monociclicos (acido
abscisico, gama bisaboleno) e biciclicos (beta-selineno, beta-cariofileno) (Bruneton 2001,
Simodes & Spitzer 2003).

A presenca de 0leos volateis em Gimnospermas e Angiospermas monocotiledoneas ¢
rara, jA em Angiospermas dicotiledoneas hd uma abundancia de familias ricas em Oleos
volateis destacando-se Lauraceae, Piperaceae, Rutaceae, Asteraceae, Rosaceae, Pinaceae,
Apiaceae, Myristicaceae, Laminaceae e Myrtaceae. Os Oleos volateis podem ocorrer em
estruturas especializadas, como células parenquimaticas diferenciadas (Lauraceae, Myrtaceae,
Piperaceae, Poaceae), em tricomas glandulares (Lamiaceae) ou canais oleiferos (Apiaceae e
Asteraceae). Eles podem também estar estocados em certos 6rgaos, como flores (laranjeira),
folhas (louro, melissa, eucalipto), cascas do caule (canelas), madeira (pau-rosa), rizomas
(gengibre), frutos (anis-estrelado) ou sementes (noz-noscada) (Metcalfe & Chalk 1950,
Bruneton 2001, Simdes & Spitzer 2003, Farago et al. 2005, Coutinho et al. 2006).

As metodologias empregadas para a extracdo de Oleos volateis dependem da
localizagdo do dleo na planta, bem como a qualidade do 6leo que se deseja obter. Dentre os
métodos de extracdo a enfloracdo (enfleurage) ¢ utilizada para a obtengao de 6leo de pétalas
de flores que contém baixo teor de 6leo e alto valor comercial. Essa técnica consiste em
depositar as pétalas de flores em gordura, até o esgotamento das mesmas as quais sdo trocadas
até a saturacdo da gordura. Apds a saturagdo, a gordura ¢ tratada com alcool o qual ¢ destilado
a baixa temperatura obtendo assim um produto puro, livre de residuos quimicos, com alto
valor comercial (Guenther 1960a, Oliveira & Jose 2007).

Além da enfloracdo, destaca-se também a extragdo com solventes organicos, porém,
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nesse método de extragdo sdo extraidos também outros compostos lipofilicos, pois a extracao
¢ feita com solventes apolares utilizando aparelhos do tipo Soxhlet, sendo os produtos obtidos
de baixo valor comercial devido a imprecisdo da técnica utilizada.

A prensagem ou espressdo ¢ outra técnica empregada para a extragdo de dleos volateis
de pericarpos de frutos citricos no qual jatos de d4gua exercem uma agdo abrasiva no pericarpo
rompendo as células secretoras, apos centrifugacdo o 6leo se separa da fase aquosa (Simdes &
Spitzer 2003).

Industrialmente o fluido supercritico ¢ um método muito eficiente de extragdo de 6leos
volateis, devido a qualidade do 6leo obtido, livre de solvente, porém apresenta um custo
elevado. Esta ¢ utilizada em uma cdmara fechada, onde o CO; é submetido a um aumento de
pressdo e temperatura acima do seu ponto critico, por isso ¢ chamado de supercritico, desta
forma, ele atinge um estado intermediario entre o liquido e o gasoso podendo agir como
solvente. Ao final da extragdo, a temperatura e pressao voltam ao estado critico transformando
o CO; em gas novamente e obtendo o 6leo volatil puro (Maul et al. 1996, Carrilho et al.
2001).

As técnicas de extracdo de Oleos volateis por arraste a vapor e hidrodestilagdo
possuem o mesmo principio, arrastar o 6leo volatil através de vapor, sendo que a diferenca
estd na maneira em que o material vegetal ¢ preparado. No arraste a vapor, o material vegetal
ndo fica em contato com a agua, em estado liquido, e geralmente ¢ utilizado em escala
industrial. Na hidrodestilagdo, o material vegetal fica em contato com a 4gua, em estado
liquido, e os 6leos volateis por possuirem tensdo de vapor mais elevada que a da agua sdo
arrastados. Essa técnica ¢ a mais empregada em laboratorio utilizando-se o aparelho do tipo

Clevenger (Santos et al. 2004, Pino et al. 2006, Kelen & Tepe 2008).
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T

linalol terpinoleno a-pineno canfora
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farnesol nerolidol y-bisaboleno

o G

acido abscisico B-selineno B-cariofileno

Figura 3. Exemplos de monoterpenos ¢ sesquiterpenos (Simdes & Spitzer 2003, adaptado).

Com o avango no estudo de quimica ecoldgica, hoje se acredita que os metabdlitos
especiais (secundarios) desempenham fungdes bioldgicas importantes para a sobrevivéncia e

adaptacdo da planta ao meio ambiente. Eles sdo mensageiros da informagdo por possuirem
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polaridade, pequena massa molecular, meia vida curta, reatividade quimica, ocorréncia
esporadica e grande potencial antioxidante (Gottlieb et al. 1996). A riqueza destes metabolitos
pode ser explicada, em parte, pelo simples fato das plantas ndo se locomoverem necessitando
assim de defesas quimicas contra agdes do meio ambiente ¢ de animais (Gottlieb 1990,
Harborne 1993, Carvalho et al. 2006). Os dleos volateis presentes nas plantas desempenham
funcdes fisiologicas e ecologicas especificas. Componentes volateis das flores como nerol,
geraniol, linalol, isoeugenol, 1,8-cineol, sdo os principais responsaveis pela atracdo e
orientacdo de polinizadores (Harborne 2001, Gershenzon & Dudareva 2007); compostos
como 1,8 cineol, canfora, isotujona e o-tujona agem como inibidores de germinagdo. Os
compostos presentes nos oleos volateis podem agir também na protecdo contra predadores,
como o B-ocimeno, epoxido de cariofileno e espatulenol que sdo repelentes de formiga
cortadeira de folhas por impedirem o crescimento dos fungos utilizados na sua alimentacdo, o
mentol e a mentona sdo inibidores do crescimento de larvas, e certos himendpteros que
seqiiestram o e B-pineno de Pinus sylvestris para protegerem as suas larvas do ataque de
formigas (Kelsey et al. 1984, Harborne 1993).

A composicdo dos 6leos volateis em plantas, apesar de determinada geneticamente,
pode sofrer alteracdoes em decorréncia do ambiente em que vivem sendo essas alteracoes
chamadas de fatores de variabilidade. A existéncia de quimiotipos, ou ragas quimicas, sao
muito frequentes em plantas com o6leos volateis. O tomilho (Thymus vulgaris) na Europa, por
exemplo, apresenta sete quimiotipos diferentes, sendo encontrados seis quimiotipos na Franga
que apresentam como constituintes majoritarios timol, carvacrol, geraniol, linalol, a-terpineol,
trans-4-tuyanol e cis-8-mircenol e um na Espanha, rico em cineol (Bruneton 2001, Thompson
et al. 2003, Kaloustian et al. 2005).

Andrade et al. (2008) relatam a presenca de sete quimiotipos diferentes em Piper
marginatum da floresta amazonica. Lippia alba coletada no Para apresentou trés quimiotipos
diferentes, o quimiotipo I rico em 1,8 cineol, limoneno, carvona e sabineno, enquanto que o
quimiotipo II ¢ rico em limoneno, carvona € mirceno ¢ o quimitipo III, rico em germacreno-
D, geranial, neral e B-cariofileno (Zoghbi et al. 1998).

A fase fisiologica de uma planta também pode alterar a composi¢do quimica de 6leos
volateis como em coentro (Coriandrum sativum), onde o teor de linalol € 50% maior nos
frutos maduros em relagdo aos frutos verdes (Bruneton 2001). Em guacatonga (Casearia
sylvestris), recomenda-se a coleta das folhas no periodo que antecede a floragdo, por
apresentar maior teor de 6leo volatil (Castellani et al 2006). Mirjana et al. (2004) verificaram

que Satureja cuneifolia apresenta alteracdes na propor¢ao dos componentes do oOleo,
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carvacrol, limoneno e a-pineno nas diferentes fases de desenvolvimento. Em Balsamita
major, o conteudo total de 6leos atinge valores maximos no periodo que antecede o pico de
floracdo, sem que variagdes significativas na propor¢ao dos componentes do 6leo tenham sido
encontradas (Bylaite e al. 2000).

Além da presenga de quimiotipos e da interferéncia do ciclo vegetativo, fatores
ambientais tais como, temperatura, irradidncia, fotoperiodo, regime de ventos e
micronutrientes presentes no solo, também sdo capazes de influenciar a composi¢do quimica
de oleos volateis presentes nas plantas (Bruneton 2001). Silva et al. (1999) observaram um
aumento no teor de eugenol em folhas de Ocimum gratissimum no periodo entre 11h e 14h,
sugerindo a influéncia da luz solar na producdo de eugenol desta espécie. Em Mentha
piperita, 0s compostos majoritarios pulegona, mentona, mentofurano e mentol, variam de
acordo com o comprimento do dia e a temperatura. Dias longos com altas temperaturas
(dia/noite) favorecem a producdo de mentofurona enquanto que em dias longos e noites frias,
o composto majoritario ¢ o mentol (Burbott & Loomis 1967). Castellani et al. (2006)
observaram uma acentuada queda nos teores de 6leo volatil de folhas de Ocotea odorifera
coletadas no outono em relacdo as demais estagdes e sugerem que essa queda pode estar
associada a radiacdo luminosa e a pluviosidade, j4 que nesse periodo os indices foram
menores.

Os principais constituintes volateis de Aniba canelilla, 1-nitro-2-feniletano e
metileugenol, também apresentaram variagoes de acordo com a sazonalidade. Em periodos de
cheia na regido amazdnica o 1-nitro-2-feniletano € o principal constituinte presente nas cascas
de caule e o metileugenol encontra-se em baixas propor¢des, mas em periodo de seca ha um
decréscimo de 1-nitro-2-feniletano e um aumento acentuado de metileugenol (Taveira et al.
2003).

Diante do exposto acima, o presente trabalho visa ampliar o conhecimento a respeito
da composi¢ao dos oleos volateis de espécies de Lauraceae durante as diferentes estagdes do
ano bem como, avaliar de forma preliminar as atividades antibacteriana, antifingica e
anticolinesterasica dos mesmos. Estes estudos poderao, ainda, contribuir para o conhecimento

do potencial econdmico da Mata Atlantica, visando a utilizagdo sustentavel de seus recursos.
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2. OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo analisar a composicdo quimica dos Oleos
volateis de folhas de duas espécies de Lauraceae, Ocotea nectandrifolia e Ocotea puberula,
com ocorréncia no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, durante as diferentes épocas do
ano, e avaliar as atividades biologicas dos 6leos obtidos através de ensaios antibacteriano,

antifingico e anticolinesterasico.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Material
3.1.1 Material vegetal

Amostras de folhas de trés individuos de Ocotea mnectandrifolia localizados a
23°38°24,4°S e 46°37°15,2”W, 23°38°23,4’S e 46°37°20,4”W e 23°38°23,4°S e
46°37°20,7°W com DAP de 42cm, 47cm e 49cm, respectivamente, e Ocotea puberula
localizados a 23°38°21,8°’S e 46°37°21,9”W, 23°38°21,8’S e 46°37°22,3”W e 23°38°21,4°’S
e 46°37°23”W com DAP (didmetro acima do peito) de 46cm, 37cm e 35¢cm, respectivamente,
foram coletadas no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga (Figura 4.). Exsicatas foram
depositadas no Herbario Cientifico do Estado “Maria Eneyda P. K. Fidalgo” (SP) do Instituto
de Botanica sob o numero SP 405219 para Ocotea nectandrifolia e SP 405218 para O.
puberula. Para a coleta do material foi necessario o auxilio de um cesto aéreo (Fluxograma 1-

a), pois as alturas das arvores eram acima de 13m.

.-". F

Laboraiério de Fisologia ¢ Bioguimica do.Flantas
-

A
W

Figura 4. Parque Estadual das Fontes do Ipiranga. (A) Mapa de localizag¢do do local de coleta.
Marcagdes em amarelo indicam a localizagdo dos individuos de Ocotea nectandrifolia, em
verde indicam a localiza¢do dos individuos de Ocotea puberula. (B) Vista local da trilha de

coleta
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As coletas foram realizadas no inicio e meio de cada estacdo do ano, no periodo de
maio de 2006 a mar¢o de 2007 (Tabela 2). Apos a coleta, o material foi seco a sombra em
casa de vegetacdo (Fluxograma 1-b) por trinta dias. Apos esse periodo, o material foi

submetido a extracdo.

Tabela 2. Data da coleta do material
vegetal utilizado nas extracdes de oleo
volatil no periodo de maio de 2006 a

marg¢o de 2007.

Data
Estacio da
Coleta
Outono Inicio 26/03/2007
Meio 08/05/2006
Inicio 04/07/2006
Inverno

Meio 07/08/2006
Primavera Inicio 27/09/2006
Meio 06/11/2006
Inicio 29/12/2006

Meio 07/02/2007

Verao

3.1.2 Microrganismos

Neste trabalho foram utilizados fungos Cladosporium sphaerospermum (SPC —
Micoteca do Instituto de Botanica 491) e C. cladosporioides (SPC 140) para os ensaios por
bioautografia, Candida albicans (ATCC, American Type Culture Collection 10231) e
Aspergillus niger (ATCC 16404) para os ensaios em microplaca assim como, as bactérias
Gram-negativas Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e
Gram-positiva, Staphylococcus aureus (ATCC 8538).

3.2. Extracio de dleos volateis

O material seco e fracionado de cada coleta foi submetido a extracdo do 6leo volatil por
hidrodestilagdo em processo continuo com aparelho do tipo Clevenger, por 4 horas
(Fluxograma 1-c). O 6leo foi separado com pentano e o restante da agua foi removido com
sulfato de sddio anidro. O pentano foi eliminado com o auxilio de um evaporador rotatorio. O
6leo foi armazenado em frasco com tampa (Fluxograma 1-d), em freezer a -22°C. O

rendimento de cada 6leo foi calculado a partir da massa seca.
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3.3. Identificacdo dos compostos dos 6leos volateis

Os oleos volateis extraidos foram diluidos em acetona 1:10(v/v) e 1 pL de cada amostra
diluida foi analisada por cromatografia a gas, em aparelho Agilent (série 6890) Hewlett-
Packard (Fluxograma 1-¢), acoplado a espectrdmetro de massas, com sistema quadrupolo
(Agilent 5973 Network Mass Selective Detector), com energia de ionizagdo de 70eV. A
coluna capilar utilizada foi HP 5-MS (30m x 0,25mm de diametro interno, com 0,25 pm de
espessura), nas seguintes condic¢des: injetor (com divisdo de fluxo-split/splitless) a 250°C
(razdo de divisdo 1: 20), temperatura de aquecimento da coluna de 40 a 240°C a 3°C min’,
240°C por 10 min (tempo total de analise 78 min) utilizando hélio como gas de arraste a uma
pressdo de 80 Kpa e velocidade linear de 1 mL min™. Nitrogénio, ar sintético e hidrogénio
foram utilizados como gases auxiliares, na razdo de 1:1:10, respectivamente. O indice de
retencdo (IR) foi calculado em coluna HP 5-MS, utilizando uma série homologa de n-alcanos
(Cs a Csp) submetidas as mesmas condicdes de analise cromatografica (Anexo). A
identificacdo dos compostos foi feita por comparacdo entre seus espectros de massas com

aqueles registrados na base de dados da biblioteca Willey 275 e Adams (2007).

e o Bt
‘ Vil - o 1

=t e L T
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1
identificagao armazenamento

(e) (d)

Fluxograma 1. Etapas utilizadas na extragdo e identificacdo de dleos volateis.
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3.4. Atividades Bioldgicas
3.4.1 Atividade antimicrobiana

Os ensaios de atividade antifingica por bioautografia em placas de silica gel foram
realizados no Instituto de Botanica de S2o Paulo — Se¢do de Fisiologia e Bioquimica de
Plantas.

Os ensaios de atividade antibacteriana e antifungica por diluicdo em microplaca foram
realizados no laboratorio de Controle Microbioldégico da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo.

3.4.1.1 Atividade antifiingica por bioautografia em placas de silica gel
3.4.1.1.1 Preparo das amostras

Amostras dos oleos (5 pL) foram pesadas em balanca analitica (Ohaus) e diluidas em

acetona para se obter 200 pg em 5 pL.
3.4.1.1.2 Obtencao dos microrganismos

Cepas dos fungos Cladosporium sphaerospermum e C. cladosporioides obtidos da
micoteca do Instituto de Botanica da Sdo Paulo foram incubados em meio de cultura BDA
(Batata, Dextrose, Agar — Difco) a 22°C por 14 dias. Apds esse periodo foi feita a extracdo
dos esporos com solucdo de sais e glicose (6:1). A suspensdo foi filtrada e armazenada a -

18°C para posterior nebuliza¢do nas cromatofolhas.
3.4.1.1.3 Ensaio antifingico

Amostras dos 6leos (200pg) e o controle positivo Nistatina (1 ng), foram aplicados em
cromatofolhas de aluminio de silica gel GF254 Merck®. As placas foram nebulizadas com a
suspensdo contendo esporos dos fungos (> 2x10° esporos.mL™) e solucdo de glicose e sais
(6:1) e incubadas em camara imida a 27°C, no escuro, por 48 horas (Homans & Fuchs 1970,
Rahalison et al. 1994). Apos incubagdo, as zonas de inibigdo de crescimento dos fungos

correspondem as areas claras apresentadas nas placas.
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3.4.1.2 Atividade antifiingica por diluicio em microplaca
3.4.1.2.1 Preparo das amostras

Amostras de Oleos volateis (50 pL) foram diluidas em 150 pL  de
DMSO(Dimetilsufoxido)/Metanol (1:1) de modo que a propor¢do final no ensaio fosse de
3,125 pL de 6leo mL™.

3.4.1.2.2 Obtenc¢io dos microrganismos

Para cada ensaio, os microrganismos, Candida albicans (ATCC 10231) e Aspergillus
niger (ATCC 16404), foram incubados em tubos inclinados contendo o meio Sabouraud
Dextrose Agar (SDA, Difco) a 25°C por 24 h. Ao final deste periodo, os microrganismos
foram ressuspendidos com solugdo salina (0,85 %) e submetidos a padronizacdo através de
diluigdo seriada, onde as dilui¢des 10°, 10° e 10° foram plaqueadas em duplicata, utilizando
meio SDA , em seguida incubadas em estufa bacterioldgica por 48h na temperatura de 25°C
(Tortora et al. 2000).

As solugdes microbianas padronizadas posteriormente foram diluidas com solugdo
salina e inoculadas no meio de cultura liquido SDB (Sabouraud Dextrose Broth), de modo
que a concentracdo final de microrganismos em cada cavidade da microplaca apresentasse um

namero de 200 a 400 UFC (Unidades Formadoras de Coldnia) em 200 pL.
3.4.1.2.3 Ensaio antifingico

A distribuicdo das substancias nas microplacas, com 96 cavidades, obedeceu a um
padrao pré-estabelecido com a presenca de controle do meio (200 uL. de meio SDB sem
microrganismos), controle de crescimento (200 pL de meio SDB com microrganismos),
controle negativo (190 pL de meio SDB inoculado com microrganismos acrescido de 10 puL
de DMSO: MeOH — 1:1) e controle positivo (190 pL de meio SDB inoculado com
microrganismos acrescentando 10 pL do antibidtico), em quatro repeticdes. O antibidtico
utilizado foi a Nistatina na concentracao de 1mg mL". Amostras dos 6leos volateis (10 uL) ja
diluidas em DMSO:MeOH (1:1) foram adicionadas nas cavidades contendo 190 uL de meio
SDB com microrganismos, em duplicata. Para se obter um controle do ntimero de colonias
por cavidade, 200 pL do meio inoculado foram plaqueados em duplicata. As placas e
microplacas foram incubadas em estufa bacteriologica por 48h na temperatura de 25°C. Apds

o periodo de incubagao, foram feitas a contagem do niimero de coldnias nas placas e a leitura
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das microplacas em leitor (SLT Spectra) em [J= 630nm (Salie et al. 1996, Willinger et al.
2000, Devienne & Raddi 2002).

3.4.1.3 Atividade antibacteriana por diluicio em microplaca

3.4.1.3.1 Preparo das amostras

Amostras de 6leos volateis (50 pL) foram diluidas em 150 pL. de DMSO/Metanol

(1:1) de modo que a proporgio final no ensaio fosse de 3,125 pL de 6leo mL™.
3.4.1.3.2 Obtenc¢ido dos microrganismos

Para cada ensaio, os microrganismos, Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027) e Staphylococcus aureus (ATCC 8538), foram incubados em tubos
inclinados contendo o meio Tryptose Soya Agar (TSA, Difco) a 37°C por 24 h. Ao final deste
periodo, os microrganismos foram ressuspendidos com solugéo salina (0,85 %) e submetidos
a padronizacdo através de diluicao seriada, onde as dilui¢des 10%, 10° ¢ 10° foram plaqueadas
em duplicata, utilizando meio TSA , em seguida incubadas em estufa bacterioldgica por 24h
na temperatura de 35°C (Tortora et al. 2000).

As solugdes microbianas padronizadas posteriormente foram diluidas com solugdo
salina e inoculadas no meio de cultura liquido TSB (Tryptose Soya broth), de modo que a
concentracao final dos microrganismos em cada po¢o da microplaca apresentasse um niimero

de 200 a 400 UFC em 200 pL.
3.4.1.3.3 Ensaio antibacteriano

A distribuicao das substincias nas microplacas, com 96 cavidades, obedeceu a um
padrdo pré-estabelecido, com a presenca de controle do meio (200 pL de meio TSB sem
microrganismos), controle de crescimento (200 pL de meio TSB com microrganismos),
controle negativo (190 pL de meio TSB inoculado com microrganismos acrescido de 10 pL
de DMSO: MeOH - 1:1) e controle positivo (190 pL de meio TSB inoculado com
microrganismos acrescentando 10 uL. do antibidtico), em quatro repeticdes. Os antibidticos
utilizados neste ensaio foram Cloramfenicol (Img mL™) para S. aureus e E. coli ¢ Amicacina
(Img mL") para P. aeruginosa. Amostras dos 6leos volateis (10 pL) ja diluidas em
DMSO:MeOH (1:1) foram adicionadas nas cavidades contendo 190 pL de meio TSB com
microrganismos, em duplicata. Para se obter um controle do niimero de coldnias por cavidade,
200 puL do meio inoculado foram plaqueados em duplicata. As placas e microplacas foram

incubadas em estufa bacteriologica por 24h na temperatura de 35°C. Apos o periodo de
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incubagdo, foram feitas a contagem do numero de colonias nas placas e a leitura das
microplacas em leitor (SLT Spectra) em = 630nm (Salie et al. 1996, Willinger et al. 2000,
Devienne & Raddi 2002).

3.4.2 Atividade anticolinesterasica

Os ensaios de atividade anticolinesterasica foram realizados no Instituto de Botanica

de Sao Paulo — Secdo de Fisiologia e Bioquimica de Plantas.
3.4.2.1 Preparo das amostras

Amostras dos o6leos (5 pL) foram pesadas em balanca analitica (Ohaus) e diluidas em

metanol para se obter 200 pg em 5 pL
3.4.2.2 Ensaio anticolinesterasico

Para a realizacdo do ensaio foram preparadas previamente as seguintes solugdes:
Solugdo A : Tris/HCL 50 mM, pH=8; Solu¢do B: TrissHCL 50mM, pH=8, com 0,1% de
albumina bovina fragao V; e Solucao C: Tris/HCL 50mM, pH=8, com 0,1 M de NaCL ¢ 0,02
M de MgCL, .6H, O. Para cada cavidade da placa foram adicionados 25uL de iodeto de
acetiltiocolina 15 mM, 125uL de 5,5’—ditiobis-[2-nitrobenzdico] 3 mM na solugdo (C), 50 uL.
da solugdo (B) e 25uL da amostra do o6leo diluida 10 vezes na solugdo (A). Apds esse preparo,
foi medida a absorbancia a 405 nm em leitor KC4-Biotek a cada 30 segundos por trés vezes.
Em seguida, foram adicionados 25 pL da enzima acetilcolinesterase (0,22 U mL™") e a
absorbancia medida novamente a cada 10 minutos por 2 vezes (Ellman et al. 1961, Rhee ef al.
2001).

A porcentagem de inibicdo da acetilcolinesterase foi calculada através da comparagao
das velocidades de reagdo (hidrolise do substrato) das amostras em relag@o ao branco (10% de

MeOH na solucao A, atividade total AChE=100%).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 5 sdo mostrados os valores de precipitacdo total, temperaturas médias
maxima e minima, e irradiancia nos periodos de abril/2006 a abril/2007, registrados pela
estacdo meteoroldgica do Departamento de Cié€ncias Atmosféricas do Instituto de Astronomia,
Geofisica e Ciéncias Atmosféricas (IAG) da Universidade de Sdo Paulo, localizado no Parque
Estadual das Fontes do Ipiranga (PEFI). De acordo com registros nos periodos de 1976 a
2000, as temperaturas médias mensais do PEFI variam entre 15,7°C e 22,4°C e a precipitacao
média anual ¢ de 1540mm (Santos & Funari 2002), ndo diferenciando dos dados obtidos

dentro do periodo de estudo.
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Figura 5. Médias mensais de precipitacdo total, temperaturas maxima e minima e irradiagao,
no periodo de abril 2006 a abril 2007, registradas pela Estacdo Meteoroldgica do IAG-USP

localizada no PEFI. Barras claras, (precipitacao total) indicam os meses de coleta.

Os valores absolutos dos rendimentos dos 6leos volateis de folhas dos trés individuos
de Ocotea nectandrifolia e Ocot ea puberula sao mostrados na Tabela 3. O rendimento foi
calculado com base na massa seca. Ndo houve diferenca significativa quando aplicado a
analise de variancia, o teste Tukey a 5% de probabilidade, exceto entre as coletas de outono
para os trés individuos de Ocotea nectandrifolia. Porém, quando a mesma andlise ¢ feita
através das médias dos individuos de cada espécie, por coleta, ndo ha diferenca quanto ao

rendimento, nas diferentes estagdes do ano (Figura 6). Castellani et al. (2006) observaram
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que, na estacdo de outono o rendimento do 6leo de Ocotea odorifera foi menor que nos
demais periodos e associa esse fato aos baixos valores de radiagdo e pluviosidade encontrados
no periodo. Em Baccharis trimera o maior rendimento dos o6leos volateis foi obtido no
periodo de menor temperatura € menor precipitagdo (Carreira 2007). A coleta do meio da
estacdo de inverno coincidiu com o menor indice de precipitagdo encontrado no periodo
(Figura 5), época em que para os individuos 2 e 3 de Ocotea nectandrifolia foi obtido o maior

rendimento dos 6leos volateis (Tabela 3).

Conforme observado na Tabela 3 e Figura 6, o rendimento para cada espécie foi
abaixo do esperado, visto que, geralmente espécies de Lauraceae apresentam rendimentos
superiores aos obtidos. Em 6leos volateis de Aniba rosaecodora o rendimento é em torno de
0,7-1,2% (May & Barata 2004), Nath et a./ (2006) obtiveram um rendimento de 4% em folhas
de Cinnamomum pauciflorum. Folhas de Cinnamomum glanduliferum e C. glaucescens
tiveram um rendimento de 0,4% (Baruah & Nath 2006). Bouzouita et al. (2003), obtiveram
um rendimento de 1,3% do 6leo volatil de Laurus nobilis. O célice das flores de O. quixos ¢
os frutos de C. zeylanicum tiveram um rendimento de 1,9% e 1%, respectivamente

(Jayaprakasha et al. 1997, Bruni ef al. 2004).

Tabela 3. Rendimento (%) dos o6leos volateis, de folhas, de trés individuos de

Ocotea nectandrifolia e Ocotea puberula, nas diferentes estagdes do ano.

Rendimento (%)

Ocotea nectandrifolia Ocotea puberula
Individuos Individuos
1 2 3 1 2 3
Inicio 0,15a 0,13a 0,12a 0,05a 0,08a 0,02 a
Outono
Meio 0,09b 0,09b 0,08b 0,04a 0,07a 0,02a
Inicio 0,13a 0,10a 0,08 a 0,03a 0,06a 0,02 a
Inverno

Meio 0,1la 0,14a 0,13a 0,03a 0,08a 0,0la

Inicio 020a 0,09a 0,08 a 0,03a 0,07a 0,02 a
Primavera

Meio 0,18a 0,101a 0,09a 0,05a 0,09a 0,04a

Inicio 0,13a 0,01a 0,10a 0,03a 0,09a 0,03a

Meio 0,13a 0,10a 0,07a 0,04a 0,12a 0,03a

Verao

Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
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No presente trabalho, individuos de O. nectandrifolia tiveram rendimentos maiores, no
minimo duas vezes, quando comparados com Ocotea puberula, mas esse rendimento nao
ultrapassa 0,2% (Tabela 3). Lago et al. (2006), observaram em Pittosporum undulatum, que o
rendimento do 6leo volatil de folhas variou, nos diferentes estadios fenoldgicos da planta, no
periodo reprodutivo (floragdo e frutificacdo), o rendimento foi maior que no periodo
vegetativo. O rendimento dos dleos de O. puberula e O. nectandrifolia ndo sofreu influéncia

das fases fenologicas.

Os oleos volateis obtidos de O. nectandrifolia sdo constituidos principalmente de
sesquiterpenos (Tabela 4). A presen¢a de hidrocarbonetos sesquiterpénicos e sesquiterpenos
oxigenados variou entre os individuos. O individuo 1 apresentou maior porcentagem de
hidrocarbonetos sesquiterpénicos em relacdo aos individuos dois e trés. A presenca de
monoterpenos foi praticamente nula nos individuos 1 e 2, e muito baixa no individuo 3. O
diterpeno caureno ocorre em concentragdo superior a 10% nos individuos 2 ¢ 3 chegando a
mais de 20% nos 6leos volateis obtidos no meio do inverno ¢ inicio da primavera. No entanto,
essa concentracdo ¢ nula na coleta do meio de verdo. Foram identificados, no total, setenta e
um compostos. Chaverri & Ciccid (2007) identificaram um nimero semelhante de compostos
(76) em Ocotea austinii. No entanto, diferente do que foi observado para O. nectandrifolia,
predominam hidrocarbonetos monoterpénicos (54,8%). O o6leo da casca de Ocotea
comoriensis também ¢ rico em monoterpenos (49%) assim como o das folhas de Ocotea
petalanthera (Gottlieb et al. 1981, Menut et al. 2002). Por outro lado, Barbosa-Filho et al.
(2008) identificaram quarenta e nove substancias sendo 55% sesquiterpenos, nos oleos

volateis de folhas, frutos, caules e raizes de Ocotea duckei.

0,14% -
a 0,14% -

0,12% -
0,12% -

0,10% -
0,10% -

0,08% -
0,08% -

o
0,06% 0,06%

0,04% - 0,04%

0,02% 0,02% -

0,00% -+ 0,00% -

inicio meio inicio meio inicio meio inicio meio inicio meio inicio meio inicio meio inicio meio

outono inverno primavera veréo outono inverno primavera verao

Figura 6. Rendimento médio (%) dos o6leos volateis de Ocotea nectandrifolia (A) e Ocotea
puberula (B), nas diferentes estagdes do ano. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade.
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A composi¢do quimica dos o6leos volateis de folhas de Ocotea nectandrifolia foi
semelhante entre os individuos 2 e 3 ¢ muito diferente em relacdo ao individuo 1,
principalmente entre os compostos majoritarios (Tabela 4). O espatulenol foi o constituinte
majoritario dos individuos 2 e 3, 45,58 % e 41,43% em média, respectivamente, seguido pelo
diterpeno caureno que apresentou area de pico em média de 17,32% e 15,48%,
respectivamente. Em Ocotea floribunda o diterpeno caureno também ¢é o composto
majoritario (Takaku ef al. 2007). O individuo 1 teve como constituintes majoritarios, 5-
hidroxi-cis-calameneno (17,19%), biciclogermacreno (11,11%), B-cariofileno (8,47%), cis
calameneno (8,38%) e espatulenol (7,05%). As estruturas quimicas estdo apresentadas na
Figura 8. Os compostos que apresentaram area de pico superior a 7% foram considerados
majoritarios (Tabela 5). Em todos os individuos, foi observada na ultima coleta de verdo, uma
queda na concentrag¢do de hidrocarbonetos sesquiterpénicos e um aumento na concentragdo de
sesquiterpenos oxigenados (Figura 7). Este ¢ o primeiro relato da composicdo quimica dos

oleos volateis de O. nectandrifolia.

Tabela 4. Composi¢do quimica dos 6leos volateis, de folhas, de trés individuos de Ocotea
nectandrifolia, nas diferentes estagdes do ano. Individuo 1 (cinza escuro); Individuo 2 (cinza

claro); Individuo 3 (sem preenchimento).

Area do pico (%)

Composto L.R. outono inverno primavera verio

inicio meio inicio meio inicio meio inicio meio

a-Pineno 936 - - - - - - - 0,72
B-Pineno 977 - - - - - - - 108
Limoneno 1030 - - - - - - - 0,66
N-nonanal 1107 - 0,47 - - - - - -

- 0,86 - 0,31 0,58 0,67 0,80 -

y-Terpineno 1179 - - - - - - - 3,08

2,11 - - - - - - -
1,76 - 035 048 - 133 063 -

continua...
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041 - - - - 029 - -

0,94 - - 051 - 064 - ]

2,65 050 094 1,25 035 4,84 1,18 -

096 037 035 0,51 - 0,87 0,63 -

- - - - - - 075 -

2,96 054 0,74 1,08 - 4,37 1,27 -

Nio identificado 1485 1,68 133 0,79 085 1,22 130 1,34 -

continua...

24



RESULTADOS E DISCUSSAO

3,02 0,66 0,87 1,07 - 2,57 1,13 0,54
o-Muuroleno 1499 133 068 0,69 0,73 1,33 0,65 1,14 -

- - - - - - 1,08 -

206 193 1,68 1,04 1,49 1,05 1,42 049

Nio identificado 1528 1,42 1,19 0,52 0,73 1,11 0,67 1,24 -

- 0,70 0,61 - - - 0,84 0,56

3,56 2,70 2,25 1,94 290 2,68 3,03 0,91

37,07 36,44 38,55 44,11 39,81 42,62 48,02 44,82

4,11 428 346 254 3,10 2,74 3,86 9,70

329 3,24 394 398 345 4,00 3,72 6,04

continua...
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1-10-di-epi-cubenol 1617 - - - - - - - 0,94
o-Corocaleno 1622 - 0,57 1,10 - 0,34 - 0,50 0,82

- - 0,68 - 0,49 - 1,70 1,48

3,69 282 3,06 3,19 239 279 1,73 9,18

097 097 09 0,71 088 1,11 0,92 -

1,24 1,02 1,02 0,78 - 0,94 - -

2,50 3,00 4,15 438 3,54 3,12 243 1,29

1,95 1,39 1,46 1,02 1,59 1,52 1,54 4,05
Nio identificado 1661 2,47 243 2,68 2,00 3,22 221 246 148

3,11 3,73 3,01 250 3,67 3,70 298 1,31

1,51 1,52 1,28 084 1,42 088 1,45 1,06

Acetato de Elemol 1687 - - 0,35 - - - 1,32 1,61
(2Z,6Z) Farnesol 1689 - - - - - - - 2,77
continua...
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1,19 1,48 0,83 - 0,85 0,62 - -

- 0,70 0,79 - - - - 1,08

- - 039 036 - ; _ _

0,74 0,68 0,53 0,39 0,46 - 0,48 -

1,32 2,08 1,17 1,05 1,38 0,87 0,49 -

10,52 18,62 18,37 20,04 22,37 10,59 7,86 -

continua...
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Total Individuo 3 (%) 92,86 91,48 93,58 94,81 92,39 95,83 92,90 94,19
Monoterpenos (%) - 0,86 - 0,31 0,58 0,67 0,80 554
Hidrocarbonetos (%) - - - - - - - 5,54
Oxigenados (%) - 0,86 - 0,31 0,58 0,67 080 -

Sesquiterpenos (%) 81,02 69,92 74,04 73,41 68,06 83,7 83,75 88,65
Hidrocarbonetos (%) 19,65 8,65 9,58 861 641 19,66 13,60 3,32
Oxigenados (%) 61,37 61,27 64,46 64,80 61,65 64,04 70,15 85,33
Outros (%) 11,84 20,70 19,54 21,09 23,75 11,46 8,35 -

Tabela 5. Compostos volateis com area de pico superior a 5% de 6leos volateis de folhas de
Ocotea nectandrifolia, coletadas nas diferentes estacdes do ano. Individuo 1 (cinza escuro);

Individuo 2 (cinza claro); Individuo 3 (sem preenchimento).

Area do pico (%)

Composto LI.R. outono inverno primavera verao

inicio meio inicio meio inicio meio inicio meio

1,76 - 035 048 - 1,33 0,63 -

2,65 0,50 094 1,25 035 4,84 1,18 -

3,02 0,66 087 1,07 - 257 1,13 0,54

37,07 36,44 38,55 44,11 39,81 42,62 48,02 44,82

continua...
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4,11 4,28 3,46 254 3,10 2,74 3,86 9,70

3,29 3,24 394 398 345 4,00 3,72 6,04

Muurrola-4,10(14)-dien-
1-B-o0l 1631 3,69 2,82 3,06 3,19 239 279 1,73 9,18

2,50 3,00 4,15 438 3,54 3,12 243 1,29

1,95 139 1,46 1,02 1,59 1,52 1,54 4,05

1977 10,52 18,62 18,37 20,04 22,37 10,59 7,86 -
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Figura 8. Estruturas quimicas dos compostos volateis majoritarios identificados em o6leos

volateis de Ocotea nectandrifolia (a) — (f) e Ocotea puberula (e, g-1).
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A composi¢ao quimica dos 6leos volateis de folhas de Ocotea puberula esta descrita
na Tabela 6. Foram identificados ao todo sessenta e sete compostos, na sua maioria,
hidrocarbonetos sesquiterpénicos. A presenga de monoterpenos foi baixa, ndo ultrapassando
16% de hidrocarbonetos. As coletas de inverno apresentaram uma diminui¢do de
monoterpenos € um aumento na ocorréncia de hidrocarbonetos saturados. A variacdo
qualitativa na composicdo dos 6leos volateis entre os individuos de Ocotea puberula foi
menor quando comparada aos individuos de Ocotea nectandrifolia, porém houve variagdes
quantitativas. (Tabela 7 e Figura 9). Os trés individuos de Ocotea puberula apresentaram
como composto majoritario o hidrocarboneto sesquiterpénico B-cariofileno com area de pico
de 25,25%, 33,68% e 17,65% em média, além de f-elemeno, biciclogermacreno, a-copaeno e
o-humuleno (Figura 8), corroborando os resultados obtidos por Araujo et al. (2001), que
identificaram como composto majoritario em Ocotea puberula, o sesquiterpeno p-cariofileno
(31%). Takaku et al. (2007) verificaram a presenca de o e P-pineno, B-elemeno, f3-
cariofileno, a-humuleno, germacreno-D, y-cadineno, d-cadineno e a-cadinol em dez espécies

de Ocotea.

Tabela 6. Composi¢do quimica dos 6leos volateis, de folhas, de trés individuos de Ocotea
puberula, nas diferentes estagdes do ano. Individuo 1 (cinza escuro); Individuo 2 (cinza

claro); Individuo 3 (sem preenchimento).

Area do pico (%)

Composto L. R. outono inverno primavera verio

inicio meio inicio meio inicio meio inicio meio

3,34 3,82 - - - 2,26 3,00 2,66
5,16 425 0,23 - - 4,10 6,14 5,05
4,65 4,65 - 0,88 1,04 2,82 3,66 3,66
10,03 499 0,71 - - 6,66 8,17 798
0,68 0,62 = - - - - _
- - - - - - 0,95 1,12
Limoneno 1029 0,67 0,36 - - - - 0,33 0,66
continua...
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1,8 Cineol 1032 - - - - - - 0,41 -
Mirtenal 1194 - - - - - - 0,28 -

- 0,39 0,26 - 0,29 - 0,35 -

3,53 390 433 5,05 571 4,60 457 395

1
L
N
[\

1

1

1

1

1

1

805 6,69 846 851 846 10,06 8,03 9,72

p
(e o]
—_

1
1
1
1
1
1
1

547 9,79 7,67 9,37 11,37 14,79 10,41 10,72

16,14 1299 16,21 18,23 16,51 19,86 16,31 2491
a-Ionona 1428 1,72 1,65 1,13 1,00 - - 1,35 1,18

; _ - - 118 086 - -

continua...
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v-Elemeno 1,26 090 1,19 095 094 0,63 087 0,54

6,9 guaiadieno 1443 - 0,53 0,49 - 0,35 - 0,68 -

3,02 322 322 3,09 35 389 35 274
Geranil Acetona 1453 0,81 0,59 1,21 1,35 0,76 - - 0,27

Gama Muuroleno 1475 0,90 - - - - - - -

438 631 648 7,60 9,07 10,71 730 743

1,82 1,35 1,33 1,10 0,79 - 0,78 0,84

- 0,34 0,30 - 0,46 046 046 0,26

6,06 6,55 7,74 874 9,19 842 7,04 821

1,32 1,38 - : ) - - -

continua...
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2,95 266 340 4,04 323 279 340 285

- 0,34 0,29 0,30 -

- 027 0,24

0,34 -

Trans Dauca-4(11),7
dieno 1551 0,55 0,53 0,38 - 0,38 - - -

342 332 436 4,63 347 2,05 248 241

2,72 4,10 337 3,53 - 1,71 2,06 1,36

7,08 4,27 3,79 422 8,09 4,04 544 2,79

1,38 2,32 1,53 2,03 1,36 - 0,86 0,65

0,69 0,58 0,36 - 0,37 - 0,26 -
0,48 0,25 0,25 - 0,57 - - -
Muurola-4,10(14)-dien-
1--ol 1629 097 1,27 1,56 1,35 0,83 0,50 0,63 0,51

continua...
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Cariofila-4(12),8(13)-
dien-5--ol 1637 043 0,53 - - - - - -

1,55 1,46 1,88 136 086 0,70 0,73 0,58

a-Cadinol 1654 224 250 249 348 1,89 231 1,54 1,28

0,48 - 0,74 - - - - 0,30
14-hidroxi-9-epi
Cariofileno 1668 0,53 - - - - - - -

0,60 0,40 0,31 - 0,48 - 0,38 -
Khusinol 1685 - 0,35 0,25 0,44 - - - -
Heptadecane 1714 050 0,62 0,61 0,43 - - - -

Mint sulfide 1734 - 0,31 - - - - - -

- 0,37 0,76 1,19 091 - - -
Fitol acetato 2126 - 041 043 0,53 0,58 - - 0,45

0,82 029 0,59 0,50 0,34 - - -
Tetracosano 2361 - - 0,29 - - - - -

0,67 0,53 1,41 1,41 1,02 - - -
Hexacosano 2539 - - 0,23 - - - - -

- 0,60 2,01 191 - - - -

continua...
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Total Individuo 3 (%) 99,21 95,30 92,49 96,04 93,02 99,14 96,44 98,76
Monoterpenos (%) 15,86 10,22 0,94 - - 10,76 16,28 14,81
Hidrocarbonetos (%) 15,86 10,22 0,94 - - 10,76 15,59 14,81
Oxigenados (%) - - - - - - 0,69 -

Sesquiterpenos (%) 81,86 82,72 86,10 91,69 90,73 88,38 79,48 83,50
Hidrocarbonetos (%) 54,44 56,48 60,17 65,58 70,35 77,07 62,97 71,33
Oxigenados (%) 2742 26,24 2593 26,11 20,38 11,31 16,51 12,17
Outros (%) 1,49 236 545 435 229 - 0,68 0,45
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Tabela 7.  Compostos volateis com area de pico superior a 5% de 6leos volateis de folhas de
Ocotea puberula, coletadas nas diferentes estagdes do ano. Individuo 1 (cinza escuro);

Individuo 2 (cinza claro); Individuo 3 (sem preenchimento).

Area do pico (%)

Composto L. R. outono inverno primavera verao

inicio meio inicio meio inicio meio inicio meio

516 425 0,23 - - 4,10 6,14 5,05

10,03 4,99 0,71 - - 6,66 8,17 7,98

3,53 390 433 505 571 460 457 3,95

8,05 6,69 846 851 846 10,06 8,03 9,72

547 9,79 7,67 937 11,37 14,79 10,41 10,72

16,14 12,99 16,21 18,23 16,51 19,86 16,31 2491

3,02 322 322 3,09 3,56 3,89 3,59 2,74

438 631 648 7,60 9,07 10,71 730 7,43

continua...
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Biciclogermacreno 6,06 6,55 7,74 8,74 9,19 8,42 7,04 8,21

132 138 - ; ) _ ) _

2,95 266 340 4,04 323 279 340 2,85

2,72 4,10 3,37 3,53 - 1,71 2,06 1,36

7,08 427 3,79 422 8,09 4,04 544 2,79

1,38 2,32 1,53 2,03 1,36 - 0,86 0,65

- 060 201 191 - _ _ .
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de atividade antifingica por bioautografia em placa de silica gel sdo
mostrados nas Tabelas 8 e 9. Os 06leos volateis de folhas dos trés individuos de Ocotea
nectandrifolia coletadas no outono (meio) e inverno (inicio ¢ meio) inibiram parcialmente o
crescimento do fungo filamentoso Cladosporium cladosporioides, porém, no periodo em que
0 mesmo se mostrou mais sensivel, os componentes majoritarios dos 6leos ndo sofreram
diferencas na composicdo. Ja os 6leos volateis, dos individuos 2 e 3, obtidos a partir das
coletas de primavera e verdo inibiram parcialmente o crescimento do fungo C.
sphaerospermum (Figura 10-a). Apesar das respostas antifiingicas variarem com as diferentes
estagdes do ano, ndo houve diferenca quanto a composi¢do quimica dos oleos volateis,
principalmente entre os componentes majoritarios.

Moreira et al. (2007) observaram intenso potencial antifingico do 6leo volatil de
Cinnamomum zeylanicum e do composto -pineno, inibindo totalmente o crescimento dos
micélios dos fungos C. cladosporioides e Fonsecaea compacta. Os 6leos volateis de Ocotea

puberula apresentaram fraca atividade frente aos dois fungos testados (Tabela 9).

Tabela 8. Atividade antifungica sobre Cladosporium sphaerospermum e Cladosporium
cladosporioides, por bioautografia direta, de oleos volateis de folhas de Ocotea

nectandrifolia coletadas nas diferentes estagdes do ano.

Individuos Individuos
Oleo volatil 1 2 3 1 2 3
C. sphaerospermum C.cladosporioides

Inicio * * * * * *
Outono

Mei() %k %k %k sksk sksk sksk

IniCiO * k k kek kek skek
Inverno

MeiO %k %k %k sksk sksk sksk

IniCiO %k sksk sksk %k %k %k
Primavera

MeiO %k sksk sksk %k %k %k

IniCiO %k sksk sksk %k %k %k
Verao

MeiO %k sksk sksk %k %k %k
Controle wkok ol

Legenda: (*) atividade fraca; (**) atividade média; (***) atividade forte.
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Tabela 9. Atividade antifungica sobre Cladosporium sphaerospermum e Cladosporium
cladosporioides, por bioautografia direta, de oleos volateis de folhas de Ocotea

puberula coletadas nas diferentes estagoes do ano.

Individuos Individuos
Oleo volatil 1 2 3 1 2 3
C. sphaerospermum C.cladosporioides

Outono Inicio * * * * * *%

Meio % k k % % %

Inl'cio % % % % % %
Inverno

Meio k % %k k %k %

Inl'cio %k k k % k %
Primavera

Meio %k %k %k % % %

Inl'cio * %k k k k %
Verao

Meio * k %k %k % k
Controle ok ok

Legenda: (*) atividade fraca; (**) atividade média; (***) atividade forte

Cladosporium sphaerospermum

\ Verdo

\ Primavera

(a) (b)
Figura 10. Bioautografia de oleos volateis folhas dos

individuos 1, 2 e 3 de Ocotea nectandrifolia (a) e O.

puberula (b), das coletas de primavera e verao.

O fungo filamentoso Aspergillus niger, foi mais sensivel aos 6leos volateis das duas

espécies estudadas quando comparado com o fungo leveduriforme Candida albicans (Tabelas
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10 e 11). Os 6leos volateis dos individuos 2 e 3 de O. nectandrifolia tiveram, em média, 80%
de inibicdo frente ao fungo A. niger (Tabela 10). A diferenca na composicdo dos o6leos
volateis entre os trés individuos de O. nectandrifolia reflete-se, principalmente, na atividade
frente ao fungo Candida albicans. Quando comparadas as porcentagens de inibigdo nas
diferentes estagdes do ano, € possivel observar que os 6leos obtidos para os individuos 2 e 3
na primavera e verdo, foram mais ativos, 83% em média, contra 45% das estacdes de outono e
inverno. Por outro lado, o 6leo do individuo 1, que apresenta composi¢do quimica distinta, foi

praticamente inativo.

Tabela 10. Atividade antifingica de oOleos volateis de folhas de Ocotea nectandrifolia,

coletadas nas diferentes esta¢des do ano.

Inibicio (%)
i Individuos Individuos
Oleo volatil
1 2 3 1 2 3
Aspergillus niger Candida albicans
Inicio 62,6 77,3 85,7 - 57,9 85,3
Outono
Meio 45,7 82,2 83,2 - 232 45,0
Inicio 39,1 74,0 80,3 - - 44,8
Inverno
Meio 60,7 75,4 83,1 - 45,3 16,1
Inicio 57,7 85,5 90,6 - 81,1 98,6
Primavera
Meio 50,8 84,0 90,7 - 93,0 91,0
Inicio 50,7 89,3 92,4 - 71,2 84,0
Verao
Meio 62,2 91,9 87,6 21,7 100,0 95,6
Controle + 100,0 100,0

Legenda: (*) ndo realizado; (-) sem atividade

Os resultados da atividade antifungica de dleos volateis de folhas de Ocotea puberula,
coletadas nas diferentes estagdes do ano sdo mostrados na Tabela 11. Ndo houve variagdo de
atividade entre os individuos e entre as estagdes do ano frente ao fungo 4. niger. A média da
porcentagem de inibi¢ao foi de 67%. Para o fungo C. albicans, a resposta aos oleos volateis

referente as coletas do individuo 2 foi diferente em relagdo aos demais individuos.

Diterpenos e sesquiterpenos apresentam atividade antimicrobiana (Cordell 1995, Braz-
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Filho 1999). Atividades fungistatica e fungicida, frente a Aspergillus flavus, A. parasiticus,
A.ochraceus e Fusarium moniliforme, foram observadas em 6leos volateis de Cinnamomum
zeylanicum (Soliman & Badeaa 2002). Hidrocarbonetos monoterpénicos apresentam fraca
atividade antifungica e antibacteriana quando comparados aos compostos oxigenados (Simié¢
et al 2004). Espécies de Candida foram sensiveis aos oleos volateis de C. zeylanicum e
Peumus boldus (Lima et al. 2006a). Oleos volateis de Sida cordifolia inibiram o crescimento
de fungos leveduriformes e filamentosos (Nunes ef al. 2006). Segundo Lima et al. (2006b),
eugenol e 4-metil-eugenol, presentes em oOleos volateis de Pimenta pseudocaryophyllus
podem ser os responsaveis pela atividade antimicrobiana frente S.aureus e C. albicans.
Costantin et al. (2001) identificaram o e -pineno, biciclogermacreno, [-cariofileno,
espatulenol e germacreno-D em Piper cernuum com atividade antimicrobiana significativa

frente a S. aureus e Candida albicans.

Tabela 11. Atividade antifingica de oleos volateis de folhas de Ocotea puberula, coletadas

nas diferentes estacdes do ano.

Inibicao (%)
i Individuos Individuos
Oleo volatil
1 2 3 1 2 3
Aspergillus niger Candida albicans
Inicio 76,6 74,3 82,4 72,8 33,9 68,8
Outono
Meio 65,5 68,3 * - - *
Inicio 60,5 493 * - - *
Inverno
Meio 72,6 65,8 61,8 - - -
Inicio 60,8 51,1 60,0 51,7 23 33,4
Primavera
Meio 72,6 62,9 74,3 - - 23,1
Inicio 76,3 58,7 79,2 49,6 - 75,1
Veriao
Meio 71,3 66,9 74,8 72,4 - 66,3
Controle + 100,0 100,0

Legenda: (*) ndo realizado; (-) sem atividade

As Tabelas 12 e 13 mostram os resultados dos testes de atividade antibacteriana dos

oleos volateis de O. nectandrifolia e O. puberula, frente aos microrganismos Staphylococcus
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aureus (Gram+), Pseudomonas aeruginosa (Gram+) e Escherichia coli (Gram-). Assim como
na composi¢do, a atividade antibacteriana dos 6leos de O. mectandrifolia variou entre os
individuos. Os O6leos volateis, de todas as coletas, dos individuos 2 e 3 foram mais ativos
frente a bactéria S. aureus, exceto para a coleta inicial de outono. Para P. aeruginosa, os 6leos
volateis do individuo 1 foram mais ativos que os demais. Praticamente todos os 6leos foram

inativos frente a E. coli.

Tabela 12. Atividade antibacteriana de 6leos volateis de folhas de Ocotea nectandrifolia,

coletadas nas diferentes estacdes do ano.

Inibicao (%)
Individuos Individuos Individuos
Oleo volatil 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Staphylococcus Pseudomonas Escherichia
aureus aeruginosa coli
Inicio 94,3 66,8 81,7 32,7 20,9 244 - - -
Outono
Meio 70,9 81,2 77,2 14,1 - 6,9 - - -
Inicio 69,2 78,9 81,1 435 4,7 - 9.5 - -
Inverno
Meio 87,4 84,5 87,7 175 8,7 4,1 - - -
Inicio 71,9 92,2 82,9 - 29 24,0 - - -
Primavera
Meio 54,6 95,8 929 643 17,1 - - - -
Inicio 66,4 92,1 88,6 - - 37,3 - - -
Verao
Meio 58,8 82,4 86,9 - 54,4 34,0 - - -
Controle + 100,0 100,0 100,0

Legenda: (*) ndo realizado; (-) sem atividade

As atividades antibacterianas dos 6leos volateis de folhas de O. puberula também
apresentaram diferencas entre os individuos (Tabela 13), provavelmente em funcdo de
variagdes quantitativas na composi¢ao. Com relacdo a bactéria S. aureus, o 6leo volatil das
folhas do individuo 2 coletadas no inicio de outono, foi o mais ativo com 94,4% de inibicéo,

e 0 menos ativo foi o referente a coleta de inicio da primavera do individuo 1.

Os 6leos volateis das coletas de meio de verdo e inicio de outono tiveram, em média,

70% de inibi¢do frente a bactéria P. aeruginosa. Assim como em O. nectandrifolia, os 6leos
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volateis de O. puberula ndo foram ativos frente a E. coli.

No geral, os 6leos volateis de Ocotea nectandrifolia, foram mais ativos que os de
Ocotea puberula para Staphylococcus aureus, porém o contrario foi observado para

Pseudomonas aeruginosa, e nenhum apresentou atividade frente E. coli.

Tabela 13. Atividade antibacteriana de 6leos volateis de folhas de Ocotea puberula, coletadas

nas diferentes estacdes do ano.

Inibicio (%)
Individuos Individuos Individuos
Oleo volatil 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Staphylococcus Pseudomonas Escherichia
aureus aeruginosa coli
Inicio 80,4 944 651 851 79,2 744 - - -
Outono
Meio 584 76,2 * - - * - - *
Inicio 64,8 65,8 * 39,8 50,0 * - - *
Inverno
Meio 66,4 79,5 47,5 32,0 52,1 23,0 - - -
Inicio 22,1 85,9 67,2 - - - - - -
Primavera
Meio 753 539 473 32,8 32,6 443 - - -
Inicio 76,2 68,5 78,1 689 33,3 650 - - -
Verio
Meio 910 773 67,2 82,1 70,8 69,5 - - -
Controle + 100,0 100,0 100,0

Legenda: (*) ndo realizado; (-) sem atividade

Bactérias Gram- s3o menos sensiveis que bactérias Gram+ a agdo dos dleos volateis
(Apel et al. 2006). Oleos volateis de folhas de Cinnamomum filipedicellatum apresentaram
atividade moderada frente a bactérias Gram+ e Gram- (Rameshkumar et al. 2006). O
monoterpeno carvacrol apresenta forte atividade antibacteriana, que pode estar associada a
sua estrutura fendlica (Dorman & Deans 2000). Oleos volateis de Baccharis trimera, obtidos
de material coletado na primavera e verdo, foram menos eficazes na inibi¢do do crescimento
de fungos e bactérias (Carreira 2007). Segundo Craveiro et al. (1981) a-terpineol, timol, 1,8-
cineol e carvacrol apresentam atividade antiséptica e antifungica. Os sesquiterpenos [3-

selineno, intermedeol, longiborneol e 6xido de cariofileno, foram os principais constituintes
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do o6leo volatil de Cinnamomum chemungianum que apresentou moderada atividade frente as
bactérias S. aureus, Salmonella typhi, E. coli e Klebsiella pneumoniae (Rameshkumar et al.
2007). O mecanismo de acao dos terpendides em microrganismos nao ¢ bem conhecido, mas
especula-se que sua acdo pode estar associada a um rompimento da membrana pelos
compostos lipofilicos (Cowan 1999). O espatulenol, composto majoritario encontrado
principalmente nos individuos 2 e 3 de O. nectandrifolia poderia estar relacionado a atividade

antimicrobiana porém, ndo ha relatos na literatura da atividade antimicrobiana do mesmo.

Os resultados da atividade anticolinesterdsica dos oleos volateis de folhas de O.
nectandrifolia e O. puberula, coletadas nas diferentes estagdes do ano, sdo mostrados na
Tabela 14. Todos os 6leos testados foram considerados inativos por apresentarem inibigdes
abaixo de 40%. Monoterpenos sdo o0s principais responsaveis pela atividade
anticolinesterdsica (Miyazawa ef al. 1997). Em revisdo feita por Barbosa-Filho et al. (2006)
de vinte e sete monoterpenos relatados, dezessete apresentaram atividade anticolinesterasica.
Provavelmente, a auséncia de atividade inibidora da enzima acetilcolinesterase nos 6leos das

duas espécies estudadas deve-se aos baixos teores de monoterpenos.

Tabela 14. Atividade anticolinesterasica de Oleos volateis de folhas de Ocotea

nectandrifolia e Ocotea puberula, coletadas nas diferentes estacdes do ano.

Inibi¢ao (%)

, Ocotea nectandrifolia Ocotea puberula
Oleo volatil
Individuos Individuos
1 2 3 1 2 3

Inicio 8 12 20 13 20 32
Outono

Meio 15 17 20 26 22 40

Inicio 18 20 21 29 27 12
Inverno

Meio 2 4 11 15 12 15

Inicio 23 17 22 24 21 30
Primavera

Meio 6 11 11 13 10 13

Inicio 12 16 22 21 17 20
Verao

Meio 1 9 9 15 9 11
Controle 77 77

* Amostras sdo consideradas ativas quando apresentam inibi¢do maior que 40%
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5. CONSIDERACOES FINAIS

v" Néo houve variagdes no rendimento e na composi¢do dos Oleos volateis nas

diferentes esta¢des do ano e fases fenologicas;

v Os hidrocarbonetos sesquiterpénicos foram os principais constituintes de Ocotea

puberula e do individuo 1 de Ocotea nectandrifolia;
v Nio foi observada a presenga de monoterpeno como composto majoritario;

v' A composi¢do quimica dos Oleos volateis de O. nectandrifolia variou entre os

individuos;

v' O sesquiterpeno espatulenol e o diterpeno caureno foram os constituintes
majoritarios dos individuos dois e trés de O. nectandrifolia, o individuo um teve
como compostos majoritarios os sesquiterpenos 5-hidroxi-cis-calameneno,

biciclogermacreno, B-cariofileno, cis-calameneno e espatulenol;

v' Houve variagdo quantitativa na composi¢do quimica dos oOleos volateis entre

individuos de O. puberula;

v' Os constituintes majoritarios de O. puberula foram os sesquiterpenos f-

cariofileno, B-elemeno, biciclogermacreno, a-copaeno e a-humuleno;
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6. CONCLUSOES

v' As atividades antimicrobianas dos oéleos volateis frente aos microrganismos
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus niger e Candida
albicans, foram significativas, porém em concentragdes que ndo justificam sua
selecdo para o desenvolvimento de novos farmacos, levando-se em conta também

que os rendimentos dos 6leos obtidos foram baixos;
v’ Este ¢ o primeiro estudo realizado com 6leos volateis de Ocotea nectandrifolia;

v' O presente trabalho contribuiu para ampliar o conhecimento da composi¢do

quimica dos 6leos volateis de espécies de Lauraceae presentes na Mata Atlantica.
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7. RESUMO

Considerado, atualmente, como um dos mais ricos conjuntos de ecossistemas em
diversidade bioldgica do planeta o dominio Mata Atlantica abrange diversas formagdes
florestais. O Parque Estadual das Fontes do Ipiranga (PEFI) ¢ um remanescente de Mata
Atlantica localizado entre os municipios de Sdo Paulo e Diadema, em meio a uma area
intensamente urbanizada. A familia Lauraceae ¢ conhecida por apresentar espécies de grande
importancia econdmica, seja pelo uso da madeira ou emprego na culinaria, na medicina
popular, entre outros. O uso de plantas aromaticas com propriedades farmacologicas ¢
bastante difundido, em funcdo das atividades antifingica, repelente, antiinflamatoria,
anticolinesterasica, analgésica, entre outras, encontradas em seus Oleos volateis. O objetivo
deste estudo foi analisar a composicao quimica dos 6leos volateis de folhas de duas espécies
de Lauraceae, Ocotea nectandrifolia e Ocotea puberula com ocorréncia no PEFI, durante as
diferentes épocas do ano, e avaliar as atividades biologicas dos Oleos obtidos através de
ensaios antibacteriano, antifungico e anticolinesterasico. Folhas foram coletadas no inicio e
meio de cada estagdo, secas a temperatura ambiente e submetidas a extragdo por
hidrodestilagdo durante quatro horas. Os 06leos volateis obtidos foram analisados por CG-EM
para determinagdo da composi¢do quimica. A atividade contra os fungos filamentosos
Cladosporium sphaerospermum e C. cladosporioides foi avaliada por bioautografia direta em
placas de silica gel. Para os microrganismos Candida albicans, Aspergillus niger, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, foi utilizada a técnica de diluicdo em
microplaca. A atividade anticolinesterasica foi avaliada por meio do ensaio colorimétrico em
microplaca. Os rendimentos médios obtidos foram abaixo do esperado para a familia, 0,11% e
0,05% para O. nectandrifolia e O. puberula, respectivamente. A composi¢do dos 6leos
volateis das espécies estudadas ndo sofreram diferencas durante o periodo analisado, porém
houve diferencas individuais na composi¢ao dos o6leos volateis de O. nectandrifolia. O
sesquiterpeno espatulenol (43%) e o diterpeno caureno (16%) foram os constituintes
majoritarios dos individuos dois e trés de O. mectandrifolia, o individuo um teve como
compostos  majoritdrios  os  sesquiterpenos  5-hidroxi-cis-calameneno  (17,19%),
biciclogermacreno (11,11%), B-cariofileno (8,47%), cis-calameneno (8,38%) e espatulenol
(7,05%). Os constituintes majoritarios de O. puberula foram os sesquiterpenos [-cariofileno
(25,52%), B-elemeno (6,95%), biciclogermacreno (6,68%), a-copaeno (6,61%) e a-humuleno
(5,76%). Os oleos volateis de O. mnectandrifolia inibiram parcialmente o crescimento dos

fungos C. sphaerospermum ¢ C. cladosporioides ¢ apresentaram atividade moderada frente
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aos microrganismos S. aureus, A. niger ¢ C. albicans. Em O. puberula, S. aureus, P.
aeruginosa e A. niger foram mais sensiveis aos Oleos testados. Para a atividade
anticolinesterasica, todos os Oleos testados foram inativos. Esse foi o primeiro relato da

composi¢do quimica e atividades bioldgicas dos dleos volateis de O. nectandrifolia.
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8. ABSTRACT

Seen as one of the richest sets of ecosystems of biological diversity on the planet, the
Atlantic Forest covers several forest formations. The “Parque Estadual das Fontes do Ipiranga
(PEFI)” is a remnant of Atlantic Forest located between the cities of Sdo Paulo and Diadema,
surrounded by a huge urban area. The Lauraceae family is known to have species of great
economic importance, either by its your wood or for its your use in cooking, in folk medicine,
among others. The use of aromatical herbs with pharmacological properties is quite
widespread, because of known effects like antifungal activity, insect repellent, anti-
inflammatory, anticholynesterase activities, analgesic, among others, is found in volatile oils.
The aim of this study was to analyze the chemical composition of volatile oils from leaves of
two species of Lauraceae, Ocotea nectandrifolia and Ocotea puberula, located in PEFI, in at
different seasons and analyze the biological activities of those oils using antibacterial,
antifungal, and anticholynesterase tests. The leaves were collected at the beginning and in at
the middle of each season, dried at the room temperature and submitted to hydrodistillation
for four hours. The volatile oils were analyzed by GC-MS to determine the chemical
composition. The activity against fungi Cladosporium sphaerospermum and C.
cladosporioides were evaluated by the method of direct bioautograph in silica gel thin-layer
chromagraphy. For the following microorganisms, Candida albicans, Aspergillus niger,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus, the dilution method
was used. The anticholynesterase activity was studied through the spectrophotometric
method. The yields amount of oil obtained was lower than expected for the family, 0.11% and
0.05% for O. nectandrifolia and O. puberula, respectively. No differences were observed in
the oil composition of the species studied during the period, but there were individual
differences in the composition of the volatile oils of O. nectandrifolia. The sesquiterpene
spathulenol (43%) and the diterpene kaurene (16%) were the major constituents of individuals
number two and number three of O. nectandrifolia, the individual number one had as major
compounds  sesquiterpenes  5-hydroxy-cis-calamenene (17.19%), bicyclogermacrene
(11,11%), B-caryophyllene (8,47%), cis-calamenene (8,38%) and esphatulenol (7,05%). For
O. puberula we found that the major compounds were the sesquiterpenes [-caryophyllene
(25,52%), B-elemene (6,95%), bicyclogermacrene (6,68%), a-copaene (6,61%) e a-humulene
(5,76%). The volatile oils of O. nectandrifolia partially inhibited the growth of fungi C.
sphaerospermum and C. cladosporioides and showed moderate activity against the
microorganisms S. aureus, A. Niger and C. albicans. In O. puberula, S. aureus, P. aeruginosa

and A4. niger were more sensitive to the oils tested. For the anticholynesterase activity, all oils
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tested were inactive. This was the first report on the chemical and biological activities of the

volatile oils of O. nectandrifolia.
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10. ANEXO

Tabela 15. Indices de

Kovats

(Adams 2007) dos

constituintes dos Oleos volateis de folhas de Ocotea

nectandrifolia e O. puberula.

Composto indice de Kovats

Alfa Pineno 939

Beta Pineno 979

Mirceno 990

Limoneno 1029
Beta Felandreno 1029
1,8 Cineol 1031
Gama Terpineno 1059
N-nonanal 1100
Mirtenal 1195
Delta elemeno 1338
Alfa Cubebeno 1348
Alfa Copaeno 1374
Beta Cubebeno 1388
Beta Elemeno 1390
Z-Cariofileno 1408
Alfa Gurjuneno 1409
Beta Cariofileno 1419
Alfa Ionona 1430
Beta Copaeno 1432
Alfa Guaieno 1439
Aromadendreno 1441
6,9 guaiadieno 1444
Trans muurola-3,5-dieno 1453
Alfa Humuleno 1454
Geranil Acetona 1455
Aloaromadendreno 1462
Trans-Cadina-1(6),4-diene 1476
Gama Muuroleno 1479
Alfa Amorfeno 1484
Germacrene-D 1485
Beta Ionona 1488
Beta selineno 1490
Biciclosesquifelandreno 1493
Valenceno 1496
Biciclogermacreno 1500
Alfa muuroleno 1500

continua...
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Gama Patchouleno
Trans Beta Guaieno
Alfa Bulneseno

Delta Amorfeno

Gama Cadineno

Delta Cadineno

Cis Calamenene

Trans Cadina 1,4-dieno
Alfa Calacoreno
Elemol

Trans Dauca-4(11),7dieno
Germacreno B
Nerolidol

Cariofilenil alcool
Espatulenol

Globulol

Guaiol

Beta atlantol

Epoxido de Humuleno II
1-10-di-epi Cubenol
Alfa Corocaleno

10 epi gama eudesmol
1 epi cubenol

Muurola-4,10(14)-dien-1-beta-ol

Gama eudesmol

Cariofila-4(12),8(13)-dien-5beta-ol

Heptan-2-ona

Alfa Muurolol

Cubenol

Beta eudesmol

Alfa Cadinol
Valerianol
14-hidroxi-cariofileno
Trans Calamenen-10-ol
14-hidroxi-9-epi-cariofileno
Bulnesol

Mustacona

Khusinol

Acetato de Elemol
(2Z2,67) Farnesol

Epi Nootkatol
Eudesm-7(11)-en-4-ol
Heptadecane

1502
1502
1509
1512
1513
1523
1529
1534
1545
1549
1557
1561
1563
1572
1578
1590
1600
1608
1608
1618
1623
1623
1628
1631
1632
1640
1640
1646
1645
1650
1654
1658
1667
1669
1669
1671
1677
1680
1680
1698
1699
1700
1700
continua...
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Amorfa-4,9-dien-2-ol 1700
Thujopsenal 1709
5-hidroxi-cis-Calameneno 1713
Acetato de guaiol 1726
Isobiciclogermacrenal 1734
Mint sulfide 1741
14-oxi-alfa-Muuroleno 1768
14 hidroxi delta cadineno 1803
5E,97 Farnesil Acetona 1887
Ent - Rosa-5,15-dieno 1934
Caureno 2043
Fitol acetato 2218
Tricosano 2300
Tetracosano 2400
Pentacosane 2500
Hexacosano 2600
Heptacosano 2700

Formula utilizada para o calculo do indice de retencao (I.R.).

100z +100(log?' RX —logt'RZ)
(logt'R(Z +1)—logt'RZ)

Onde: z = nimero de atomos de carbono com menor peso molecular.
t’RX = tempo de retencdo do composto x, sendo que t’RX ¢é intermediario a t'RZ e t’R(Z+1).

t’RZ e t’'R(Z+1) = tempos de retencdo ajustados de alcanos de cadeia normal.
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