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RESUMO

A sazonalidade ¢ um dos fatores que influenciam no metabolismo secundario das plantas,
afetando assim a composicdo dos Oleos essenciais. Ha poucos estudos de variabilidade
quimica sazonal para a regido tropical. Um dos grupos mais promissores para estudos
fitoquimicos sdo pertencentes a familia Piperaceae, tanto pela sua importancia ecoldgica,
como econdmica. A espécie Piper obliquum Ruiz & Pav., € classificada dentro do género
Piper, que possui cerca de 500 espécies. Esta espécie é denominada pelos indios Yanomani de
Papiu como xama=hanaki. H& poucos estudos fitoquimicos da espécie, as pesquisas sobre
Oleo essencial é de espécimes do Panama, Costa Rica e Equador. Para verificar a
variabilidade quimica do 6leo essencial desta piperacea, presente na area de estudo da Estacédo
Ecoldgica Cunid, Porto Velho, Ronddnia, foi realizada a anélise do 6leo essencial em cinco
periodos durante um ano, abrangendo os meses de outubro, novembro de 2011 e fevereiro,
maio e agosto de 2012. A extracdo do dleo essencial foi realizada por meio da hidrodestilac&o
e analise do material foi atraves de cromatografia a gas associada a espectrometria de massas.
Foram identificadas 43 substancias. Todos os componentes determinados nas quatro primeiras
coletas sdo da classe dos terpenos, e o Ultimo periodo analisado apresentou um
fenilpropanoide. Os trés compostos com maior teor foram a -pineno, canfeno e B-pineno.
Foram realizadas analises de agrupamento hierarquico, os resultados apresentaram a formacéo
de grupos distintos para os 6leos obtidos nos meses de outubro, novembro e agosto para 0s
periodos de fevereiro e maio. O periodo compreendido entre fevereiro e maio foi o de maior
concentracdo dos trés componentes majoritarios; o limoneno, que apresentou de médio a alto
teor, exibiu menor concentracdo nestes periodos. A coleta do més de agosto foi a que
apresentou maior quantidade de substancias. Espécimes coletados no Panamd, Costa Rica e
Equador divergem em relacdo aos constituintes do 6leo essencial de P. obliquum coletada na
ESEC-Cunid (MUNDINA et al, 1998; MAYER et al, 2008; GUERRINI et al, 2009). Através
da Analise de Correspondéncia Mdltipla (ACM) e Analise de Componentes Principais (ACP)
verificou-se que alguns constituintes ndo apresentaram variagdes significativas, porém muitas
substancias demonstraram correlacdo positiva em concernente ao periodo coletado. A maioria
dos compostos apresentou baixa composicdo independente do periodo coletado. A variagdo
guimica observada dos espécimes obtidos nos diferentes meses corrobora com a influéncia do
ambiente na variacdo dos componentes do metabolismo secundario dos vegetais.

Palavras-chaves: Piperaceae, Piper obliquum, variacdo sazonal, 6leo essencial, terpenos.



ABSTRACT

The seasonality is one of the factors influencing the secondary metabolism of plants, thus
affecting the composition of the essential oils. There are few studies of chemical seasonal
variability for the tropical region. One of the most promising groups to phytochemical studies
are belonging to the Piperaceae family, both for its ecological importance as economic. The
species Piper obliguum Ruiz & Pav., Is classified within the genus Piper, which has about 500
species. This species is named for the Yanomami Indians of Papiu as shaman = Hanaki.
There are few phytochemical studies of the species, research on essential oil is of specimens
from Panama, Costa Rica and Ecuador. To check the chemical variability of the essential oil
of this piperécea present in the study area, Porto Velho, Rondonia Estacdo Ecologica Cunia,
the analysis of the essential oil was performed in five periods in a year , covering the months
of October, November 2011 and February, May and August 2012. The essential oil extraction
was performed by hydrodistillation and the material was analyzed by chromatography linked
to mass spectrometry gas. Were identified 43 compounds. All components determined in the
first four collections are the class of terpenes, and the last reporting period presented a
phenylpropanoid. The three compounds with higher levels were a-pinene, B-pinene and
camphene. Hierarchical clustering analyzes were performed, the results showed the formation
of distinct groups for the oils obtained in the months of October, November and August for
the periods of February and May. The period between February and May was the highest
concentration of the three major components; limonene, which showed medium to high
levels, showed lower concentrations in these periods. The collection of August showed the
highest amount of substances. Specimens collected in Panama, Costa Rica and Ecuador differ
in relation to the constituents of the essential oil of P. obliqguum collected in ESEC - Cunid
(MUNDINA et al, 1998; MAYER et al, 2008; GUERRINI et al, 2009) Through the Multiple
Correspondence Analysis (MCA) and Principal Component Analysis (PCA) showed that
some components does not change significantly, but many substances showed positive
correlation concerning the period collected . Most of the compounds showed low regardless
of the period composition collected. The chemical variation observed in specimens obtained
in different months corroborates the influence of the environment on the variation of the
components of the secondary metabolism of plants.

Keywords: Piperaceae, Piper obliquum, seasonal variation, essential oil, terpenes.
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INTRODUCAO

A espécie Piper obliguum Ruiz & Pavon é um dos componentes da floresta
amazonica, esta possui cerca de sessenta mil espécies com 10 mil com principios ativos
(BRASIL, 2008). A grande diversidade vegetal estimulou uma busca por plantas arométicas
que pudessem contribuir para conservacdo e o desenvolvimento regional. A andlise de 12
familias de plantas aromaticas da regido Amazoénica, realizada por Maia & Andrade (2009),
demonstrou que a Piperaceae é a familia mais promissora por ser rica em substancias de valor
comercial.

Os 6leos vegetais por serem ricos em substancias ativas sdo matéria prima medicinal e
cosmética da industria fitoquimica, contribuindo desta forma com a renda de varias
comunidades da regido amazbnica, porém as espécies ricas em Oleos essenciais sdo
exploradas sem consideracdo das caracteristicas ambientais e biolégicas. Os resultados
obtidos dos estudos com plantas podem representar 0 uso seguro e sustentavel das riquezas
naturais (YUNCKER, 1972).

A compreensao de aspectos bioldgicos e ecologicos dos espécimes florestais tropicais
€ necessaria, pois a maior parte dos estudos esta focada em espécies de interesse comercial de
paises de clima temperado. O conhecimento da influéncia de fatores ambientais na variagcdo
das substancias quimicas dos 6leos essenciais € um dos aspectos bioldgicos necessarios para a
exploracdo comercial sustentavel (GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

Os estudos fitoquimicos sobre uma determinada planta pode indicar os metabdlitos
secundarios interessantes da espécie (FALKENBERG et al, 2004). As substancias
provenientes do metabolismo secundario presentes no 6leo essencial da espécie P. obliquum
Ruiz & Pav., foi alvo de trés pesquisas sendo no Panama (MUNDINA et al, 1998), Costa
Rica (MAYER et al, 2008) e Equador (GUERRINI et al, 2009), os compostos majoritarios
foram divergentes e nenhum dos espécimes pesquisados tiveram a sua avaliacdo sazonal.

A pesquisa de plantas coletadas em ambientes naturais, com pouco impacto humano,
como a Estacdo Ecoldgica Cunid (ESEC-CUNIA), abrangendo diversos periodos do ano é
importante para se conhecer a dinamica natural da espécie, além de contribuir com
alternativas econémicas, para as populacdes carentes, auxiliando na constru¢do de um modelo
de ocupacdo sustentavel.

O estudo da espécie P. obliguum, provém da oportunidade de esclarecer que a

exploracdo responsavel é possivel, pela valorizacdo dos recursos disponiveis e a extracdo de
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6leo essencial das folhas pode ser uma das opg¢des de renda para as populagdes rurais, quando
executada de forma coerente, pois € utilizada parte renovavel do vegetal.

A analise quimica dos compostos presentes no 6leo essencial de P. obliqguum coletada
em Rondonia, demonstra as substancias de interesse comercial e o melhor periodo de coleta,
para espécimes que estejam localizados em ambientes com caracteristicas semelhantes ao do
presente estudo, além de corroborar com a necessidade da conservagdo de espécimes

florestais.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Metabolitos Secundarios

Nas atividades essenciais dos seres vivos, como nascimento, crescimento, reproducao,
envelhecimento e morte, estdo envolvidas complexas reacBes quimicas designadas
metabolismo. Enzimas especificas sdo responsaveis em direcionar estas reacfes a cada
processo, estabelecendo assim, as rotas metabodlicas. Os produtos quimicos constituidos,
degradados ou alterados nestes processos sdo 0s metabdlitos (SANTOS, 2004; BRAZ Filho,
2010).

Os metabdlitos sdo divididos em duas classes: primarios, responsaveis por processos
indispensaveis a vida, consequentemente, moléculas comuns no reino vegetal, como 0s
acucares simples, os aminoacidos, as proteinas e os acidos nucleicos; e secundarios (esquema
1) estes proporcionam vantagens ndo relacionadas totalmente a subsisténcia primordial do
organismo, como 0S compostos organicos: alcaloides e terpenos, gque possuem uma
distribuicdo restrita nas partes da planta e especificas de espécies relacionadas (SANTOS,
2004; RAVEN et al, 2007; TAIZ & ZEIGER, 2009).

Esquema 1: Principais rotas de biossintese dos metaboélitos secundarios nas plantas e suas

inter-relacdes com o metabolismo primario.

co?

v Fotosssintese

METABOLISMO PRIMARIO DO CARBONO -
Eritrose-4-fosfato

: 3-Fosoglicerato
Fosfoenolpiruvato Piruvato (3-PGA)

A
Ciclo do acido | Acetil CoA
Ticarboxilico
v A v
Aminoacidos v v 4 v
Rota do Acido Alifaticos . —
Chiquimico Rota do Acido\ Rota do Acido Rota do
Mevalonico | Malénico MEP
v
Aminoacidos
aromaticos v

Produtos secundarios
nitrogenados

' v v
vy

» | Compostos Terpenos
» | Fendlicos

Fonte: TAIZ & ZEIGER, 2009.
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Os metabdlitos secundarios permitem maior plasticidade as plantas em resposta as
condigdes do meio em que estdo inseridas. Possuindo assim, diversas fungbes: como sinais
quimicos de interacdo do vegetal para defesa contra herbivoros, patdgenos ou competidores;
protecdo contra a radiacdo solar; contribuicdo para a dispersao de polen e sementes (RAVEN
etal, 2007; TAIZ & ZEIGER, 2009).

Os elementos bioativos das plantas sdo produtos finais ou intermediarios da rota
metabolica, sintetizados através das substancias do metabolismo primario (LARCHER, 2000).
Mudangas na producdo destes podem influenciar na variacdo da producdo dos metabdlitos
secundarios, pois ndo ha um limite definido entre reacGes quimicas do primeiro e do segundo
(SANTOS, 2004).

As duas principais classes de compostos vegetais secundarios sdo: 0S compostos
nitrogenados e os terpendides (RAVEN et AL, 2007). Estas substancias sdo provenientes do
metabolismo da glicose através de dois mediadores, o primeiro intermedidrio forma os
aminoacidos aromaticos através da rota do &cido chiquimico. J& o segundo, segue trés rotas
distintas: via ciclo do &cido citrico, através da condensacdo do acetato ou via mevalonato
(SANTOS, 2004; ANDRADE et al, 2009; TAIZ & ZEIGER, 2009).

Os terpenoides representam a classe de metabolitos mais diversificada, com mais de
22.000 substancias estudadas (RAVEN et al, 2007) sua denominagdo provém do alemao
terpentin (terebentina), por ter sido primeiramente isolada desta resina (VIZZOTO et al,
2010).

Entre as diversas funcdes dos terpenos para 0s vegetais, estdo as de antioxidante
natural (GRASSMANN et al, 2002), pigmentos fotossintéticos, horménios, componentes
estruturais de membranas e transportadoras de elétrons (RAVEN et al, 2007).

O hidrocarboneto isopreno caracteriza o terpendide primitivo que da origem aos
demais deste grupo pela juncdo de outras unidades, ele é formado por cinco atomos de
carbono, dois deste composto forma um monoterpeno, trés um sesquiterpeno e quatro um
diterpeno (RAVEN et al, 2007).

A sintese dos monoterpenos ocorre através da polimerizacdo do mevalonato, que é
transformado a isopentil-pirofosfato e seu isémero dimetilalil-pirofosfato; ja o0s
sesquiterpenos sdo formados através da ligacdo das moléculas que formaram o monoterpeno-
a trans-geranil-pirofosfato- e o isopentil-pirofosfato (SANTOS, 2004).

Os 06leos essenciais sao constituidos principalmente por terpenos, representado pelos
monoterpenos e sesquiterpenos (COSTA, 1994; SANTOS et al, 2004; FACCHETTI &
CADOPPI, 2005), mas, outras classes de metabolitos também estdo presentes, como 0s
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ésteres de acidos graxos, fenilpropanonas, alcoodis aldeidos, hidrocarbonetos alifaticos. Eles
estdo localizados em diversas partes das plantas, como em frutos, sementes, flores, folhas,
galhos (SANTOS et al, 2004).

Os fenilpropandides sdo metabolitos provenientes do metabolismo dos aminoacidos e
atuam principalmente como componentes de defesa das plantas e na alelopatia (LARCHER,
2000), além de atuar na fotoprotecdo (HARMER et al, 2000).

A volatilidade € a caracteristica que diferencia os 6leos essenciais dos 6leos fixos, que
sdo compostos lipidicos, provenientes em sua maior parte de sementes. Além de evaporar com
facilidade, a maioria dos compostos volateis possui um aroma agradavel, sabor &cido e/ou
picante e coloracao variavel dependente de seus constituintes (SIMOES & SPITIZER, 2004).

Os oleos essenciais sdo armazenados em diversas estruturas, como em tricomas ou
pelos glandulares, células do parénquima, canais secretores ou em bolsas secretoras lisigenas
ou esquizolisigenas (desenho 1) (SIMOES & SPITIZER, 2004).

Desenho 1: Desenho esquematico de estruturas armazenadoras dos 6leos essenciais: bolsas
secretoras, tricomas e células parenquimaticas.

Fonte: http://sbfgnosia.org.br/Ensino/drogas_aromaticas.html

O dleo essencial dos vegetais pode ser obtido através de varias técnicas mas, a escolha
dependera do material vegetal utilizado, se for fruto podera ser extraido através da prensagem
(SIMOES & SPITIZER, 2004). Além desta metodologia, outras também podem ser
empregadas, como hidrodestilagao, arraste a vapor d’agua, “enfleurage”, extragcdo por
solventes apolares, CO? supercritico (MORAIS, 20092).

Os Oleos volateis atuam na atracdo de animais polinizadores e dispersores de
sementes, também, no mutualismo e protegéo contra insetos herbivoros (RAVEN et al, 2007).
Esta interacdo das plantas através das substancias do metabolismo secundario é denominada
quimismo (MORAIS?, 2009). S&o varios fatores que influenciam na composic¢ao quimica das
plantas, tanto fatores genéticos, como abidticos - temperatura, intensidade de luz, efeito
sazonal - e edaficos (MORAIS, 2009%).
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Em periodos de elevados indices de radiacdo solar os metabolitos secundarios
apresentam quantidades expressivas, pois as reagdes de biossintese necessitam de esqueletos
carbdnicos produzidos por processos fotossintéticos (TAIZ & ZEIGER, 2009).

A temperatura, luz e agua séo fatores variaveis no tempo e em diferentes locais, tais
condigOes poderiam limitar a existéncia dos organismos se eles ndo tivessem a capacidade de
se adaptarem. Tais adaptacdes podem acontecer em nivel da comunidade, ou de espécies com
ampla distribuicdo geografica. Em espécies, essas alteracfes poderdo resultar em racas
genéticas, denominadas ecoOtipo, que podem apresentar ou ndo mudancas morfoldgicas,
(ODUM, 1971).

As alteragcdes dos organismos provocadas por agdes externas sdo coordenadas pelo
relégio bioldgico, que é regido por genes que também atuam na expressdo de genes
envolvidos na biossintese de metabdlitos secundarios como o isopreno. Nas plantas pode
ocorrer a inducdo de genes fotossintetizantes e producdo de pigmentos protetores (sintese de
fenilpropandides), ao amanhecer, modificando assim sua composicdo quimica (HARMER et
al, 2000).

A divergéncia na composicdo quimica de espécimes botanicos aromaticos,
estabelecidas por adaptacdes, ao longo de geracdes € denominada quimiotipo (ANVISA,
2005). Fatores que estdo relacionados a estas diferencas entre as substancias provenientes do
metabolismo secundério sdo estudadas ha muito tempo, porém, estas pesquisas utilizam
espécies de regides temperadas e de alto valor comercial, sendo negligenciados os individuos
silvestres tropicais (GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

As alteracOes das substancias presentes nos vegetais sao provenientes dos estimulos
ambientais quimicos, fisicos ou biolégicos (desenho 2) (MELO, 2010). As diferentes
condicdes que cada organismo suporta, variabilidade de expressdo genética e estagios de vida
sdo uns dos fatores responsaveis pela divergéncia na composicdo do Oleo essencial das
especies (MORALIS, 2009%).

E necessaria a diminuicio dos efeitos dos fatores que influenciam a variagdo das
substancias para a obtencdo de fitofarmacos de qualidade, por meio da determinacdo do
quimiotipo utilizado e planejamento do cultivo (LIMA et al, 2003).

Outro fator relevante para as indastrias ndo s6 farmacéutica, mas, cosmética ou
alimenticia, sdo espécies que possuam substancias com potencial terapéutico, cosmético,
flavorizante e antioxidante em quantidades significativas, para assim poder ser utilizado como
matéria prima (PLETSCBI, 1998).
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Desenho 2: Principais fatores de influéncia nos metabdlitos secundarios em plantas.

" Ritmo circadiano
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. indice pluviométrico
Sazonalidade ’ Radiacdo UV

/ Composi¢cdo CO, SO,
/ atmosférica NO, O,

s Herbivoria e
Ataque de patégenos

Fonte: Gobbo-Neto & Lopes, 2007.

A influéncia no quantitativo e na composicdo quimica pode estar relacionada a
metodologia de extracdo, técnicas e condicdes de cultivo, além de outros aspectos ecologicos
e ambientais, como, tipo de tecido vegetal e periodo de colheita (FRANCA, 2004,
FACCHETTI & CADOPPI, 2005).

Outros elementos, como a frequéncia de coleta dos espécimes, o tipo e tempo de
secagem, também alteram a constitui¢do e o teor dos constituintes do 6leo essencial (BERGO
et al, 2005; MACHADO et al, 2013). A maioria das espécies concentra uma maior quantidade
de substéncias ativas no seu tecido em determinadas periodos, e esta variacdo pode ocorrer
tanto no periodo de um dia como épocas do ano (REIS et al, 2004).

Andrade et al (2011) analisou o 6leo essencial de doze espécimes de Piper dilatatum,
provenientes da regido amazénica, coletadas durante a estacdo chuvosa e as classes de
substancia mais evidentes foram sesquiterpenos hidrocarbonetos e oxigenados.

Na andlise hierarquica de agrupamento, os 6leos de P. dilatatum foram divididos em
sete grupos, que apresentaram como componentes principais: (E)-cariofileno, a-cadinol e
Germacreno D (grupol); espatulenol, biciclogermacreno e (Z)-b-ocimeno (grupo 2) ;
espatulenol, Germacreno D e (E)-nerolidol (grupo 3); Germacreno D, limoneno, a-
felandreno, biciclogermacreno (grupo 4); b-elemeno, Germacreno D e b-pineno (grupo 5);
curzerene, p-cimeno e a-eudesmol (grupo 6); e (Z)-a-bisaboleno, curzerene e Germacreno D
(grupo 7) (ANDRADE et al, 2011).
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Na avaliacdo sazonal dos compostos do Oleo essencial da espécie Eugenia neonitida,
verificou-se uma variagdo do a-pineno, a sua maior concentragéo foi no més de fevereiro e a
menor em novembro, sendo que no més de agosto tal substancia ndo foi identificada
(DEFAVERI, 2011).

A espécie Siparuna guianensis apresentou variagdo do rendimento da composi¢do do
6leo essencial das folhas, em consequéncia do estagio fenoldgico e variagdes climaticas
(VALENTINI et al, 2010).

Gazim et al (2013), verificou grande variacdo nos compostos do Oleo essencial de
Tetradenia riparia e afirmou que elementos sazonais podem ser 0s responsaveis pela
oscilagdes destas substancias.

Algumas espécies demonstram ndo possuir muita influéncia de fatores sazonais nos
seus componentes, como a espécie Hyptis marrubioides, que apesar de demonstrar uma maior
producdo de metabdlitos no verdo (abril/maio) ndo apresentou variacao significativa entre as
substancias (BOTREL et al, 2010).

Amaral (2008) ao analisar a variacdo sazonal das substancias de trés espécimes de
Piper solmsianum, ndo encontrou oscilacdo significativa para um espécime e para 0S outros
dois as concentracgdes de apiol e dilapiol foram maiores no ver&o.

Gongalves (2012) ao realizar a analise do 6leo essencial de P. carniconectivum,
verificou que os constituintes majoritarios, B-pineno (26,7%), a-pineno (16,9%) e oxido de
cariofileno (11,1%) divergiram das respostas obtidas por Facundo et al (2006), para 0s
mesmos espécimes, que teve como constituintes principais o 0Oxido cariofileno (21,3%) e o-
pineno (19%).

Potzernheim et al (2006) fez a analise do 6leo essencial de trés espécies de piperaceas
coletadas no Cerrado e comparou os resultados encontrados com um estudo realizado com as
mesmas espécies provenientes da Mata Atlantica. Os produtos mostraram grande variacao nos
componentes quimicos de uma regido para outra, tais efeitos foram ocasionados por fatores
ambientais ou genéticos.

A variacdo no 6leo essencial de P. aduncum demonstrou que enquanto as folhas na
sombra aumentam os fenilpropandides e diminuem o0s sesquiterpenos, o comportamento do
Oleo das raizes nessas condicdes é inverso. O teor e a producdo do Oleo das folhas ndo
mostraram diferencas significativas, mas das raizes aumenta a producdo em plantas no sol
(FERREIRA, 2011).
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Para obtencdo de um produto de qualidade é imprescindivel coletar o material no
periodo em que este apresentar melhores atributos almejados. Portanto, deve ser considerado

a parte da planta e o estagio fenologico (REIS et al, 2004).

1.2 Considerac0es sobre o Género Piper L. e Piper obliguum Ruiz & Pav.

As espécies do género Piper L. sdo uma das mais estudadas, na regido da Amazo6nia
Legal, quanto aos constituintes dos 6leos essenciais (ANDRADE et al, 2009). Este tdxon esta
entre 0s mais abundantes do planeta, sendo considerado entre os dez maiores da regido
Neotropical das Magnoliidae, representando o maior grupo da familia Piperaceae (mapa 1)
(JARAMILLO & MANQS, 2001).

As piperéaceas podem ser encontradas, tanto em florestas primarias sob a sombra do
dossel, como em areas perturbadas onde existem cortes em faixas, pela queda das arvores ou
remocao por silvicultores. Este grupo também € comum no sub-bosque de florestas de véarzea,
em lugares Umidos ou quentes (GREIG, 2004; TEBBS, 1989).

Mapa 1: Distribuicdo geogréafica do género Piper. Numeros estimados para a diversidade do
grupo.
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Fonte: JARAMILLO & MANOS, 2001.

O Brasil esta representado por 285 espécies de Piper, destas 192 sdo endémicas. Na
regido Norte hé& o registro de ocorréncia de 166 espécies (GUIMARAES et al, 2013), destas
42 espécies estdo presentes em Rondonia (AlZZO, 2011). A distribuicdo das piperaceas por

diversos ambientes possui relevancia na regeneracdo de matas secundarias, por sustentarem
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nesses ambientes diferentes tipos de insetos que sdo vetores de polen de diversas plantas
(GREIG, 2004).

Estudos com P. gaudichaudianum demonstrou gque a atracdo de animais polinizadores
e dispersores de sementes estdo relacionados com a alta atividade atrativa das substancias
presentes no Oleo essencial. Esta piperacea possui poder de atracdo (80,7%) sobre os
morcegos frugivoros Carollia perspicillata (TEIXEIRA, 2003; RAVEN et al, 2007; UIEDA
et al, 2007).

A relevancia do género Piper ndo se restringe aos aspectos ecoldgicos, mas também
etnobotanico. A P.obliquum é uma das que se destaca por sua importancia na medicina
tradicional (VALADEAU et al, 2010; BDMTM, 2013) e pela riqueza em metabdlitos
secundarios (MUNDINA et al, 1998; MAYER et al, 2008; GUERRINI et al, 2009).

O grupo etnico peruano Yanesha faz uso da decoccéo de folhas de P. obliqguum para o
banho de criangas a fim de fortifica-las (VALADEAU et al, 2010). Os indigenas mexicanos a
utilizam contra hemorragia causada por ensolacdo e também como condimento (BDMTM,
2013).

Ha vérias nominacGes populares para P. obliquum, no Equador ela é conhecida como
Anis del Oriente (GUERRINI et al, 2009), no Brasil como xama=hanaki pelos indios
Yanomani de Papiu (FERREIRA, 2009), o grupo etnico peruano Yanesha a denomina como
Corarnopan — Huomencpar (VALADEAU et al, 2010) e os indigenas mexicanos a nomeiam
como hierba santa (BDMTM, 2013).

A primeira identificacdo botanica da espécie foi publicada pelos pesquisadores
Hippolyto Ruiz e Joseph Pavon (1797), na Flora Peruvianarum et Chilensis, com uma
descricdo botanica bem concisa.

Yuncker (1972) descreveu 0s espécimes brasileiros como um arbusto nodoso simples
ou ramificado com cerca de dois a cinco metros de altura, com caule glabro e folhas
amplamente eliptico-ovaladas, com apice curto-agudo, e base inequilatera cordada, com 14-26
cm de largura e 25-39 cm de comprimento, presente de sete a nove nervuras de cada lado,
sendo duas ou trés mais curtas que descem no lobo inferior, 0 peciolo possui cerca de cinco
cm de comprimento. Espiga com cinco mm de espessura e 30-50 cm de
comprimento,composta por flores organizadas anularmente em subespiral e pedinculo de trés
a quatro cm de comprimento.

A espécie P. obliguum Ruiz & Pav esta presente em ambientes imidos e distribuida na
encosta do Pacifico, Costa Rica e Ocidente do Panama, entre 500 e 2.000 metros de altitude

(BURGER, 1971) e também nos seguintes paises na América do Sul: Bolivia, Brasil,
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Coldémbia, Equador, Guiana Francesa, Guiana e Peru; na América Central: Belize, Guatemala,
Honduras e Nicaragua; na América do Norte: México (COLIN, 2012).

No Brasil P. obliquum esta presente na regido Norte: no Acre, Amazonas, Amapa,
Para, Rondonia e Tocantins; no Nordeste: na Bahia; no Centro-oeste: no Mato-Grosso; e no
Sudeste: no Rio de Janeiro e S&o Paulo (GUIMARAES et al, 2013).

Embora essa espécie tenha ampla distribuicdo geografica hd poucas pesquisas, €
apenas trés destes trabalhos referem-se a composicdo do 6leo essencial, estes demonstraram
divergéncia nos compostos majoritarios, sendo B-cariofileno (27,6%) a substancia principal de
P.obliqguum coletada no Panaméa (MUNDINA et al 1998), a-pineno (20,67%) para espécimes
obtidos na Costa Rica (MAYER et al, 2008) e safrol (45,8%) nos espécimes do Equador
(GUERRINE et al, 2009).

Oliveira (2012) ao analisar extratos das folhas da P. obliqguum, coletada na ESEC-
Cunid (foto 1) através da analise “in vitro” pela técnica de DPPH (MENSOR et al, 2001)
apresentou um alto valor antioxidante. Porém, Martdo (dados ndo publicados) testou o 6leo
essencial dos mesmos especimes e estes ndo demonstraram acdo antioxidante significativa,

corroborando com os estudos de Guerrini et al (2009).

Foto 1: Piper obliqguum localizada na ESEC-Cunia.

Aizzo, C.J., 2012.
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Oliveira (2012) realizou o teste de classe de substancia para o extrato etanolico e suas
fracbes e verificou que P. obliquum possui esteroides, flavonoides, saponinas, fendis e
taninos.

N&o ha trabalhos publicados com P. obliguum proveniente da Amazonia Legal. Esta
espécie é utilizada por algumas comunidades, portanto, faz-se necessario a caracterizacdo

quimica dos espécimes brasileiros a fim de subsidiar futuras pesquisas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar avaliacdo da composicdo do 0Oleo essencial da Piper obliguum Ruiz & Pav.
com a finalidade de identificar a variacdo da classe de substancias produzidas ao longo do

ciclo sazonal.

2.2 Objetivos Especificos

-ldentificar os componentes quimicos do 6leo essencial de P. obliquum;

-Avaliar a correlacdo entre a varia¢do das substancias do 6leo essencial de P. obliqguum e os

periodos de coleta.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de Estudo e Amostragem

As coletas dos espécimes de Piper obliguum Ruiz & Pav. foram obtidas na &rea de
estudo que faz parte da Estacdo Ecoldgica do Cunid (ESEC Cunid), esta unidade de
conservacdo foi criada pelo Decreto Federal de 27 de setembro de 2011. Ela é um
componente da gestdo integrada das unidades de conservacdo federais de Rondbnia: Gestédo
Integrada Cunia-Jacunda (GICJ), constituida pela ESEC Cunid, Reserva Extrativista do Lago
Cunid (Resex Cunid) e Floresta Nacional de Jacundd (FLONA Jacunda) (PPBIO, 2012Y).

A ESEC Cunid esta localizada ao norte do Estado de Rond6nia, no municipio de Porto
Velho, abrangendo uma area de 125.849,23 hectares, dividida em duas areas adjuntas a Resex
Cunid: area | e area Il. O acesso pode ser realizado por via fluvial ou por terra firme (PPBIO,
20122).

A area do presente estudo esta localizada ao lado oeste da unidade com acesso pela
BR 319, a 120 km da capital rondoniense, sentido Porto Velho (RO) — Humaita (AM).

A area de amostragem na ESEC Cunia faz parte de um ponto amostral de uma grade
completa de um sitio de pesquisas ecoldgicas de longa duracdo (PELD) - (25 km?), sendo
distribuida de forma que permite inventarios rapidos, com um desenho formado de trilhas e
parcelas, sendo que cada grupo desta comp&em um sitio de pesquisa (MAGNUSSON, et. al.,
2005) (Figura 6). Os espécimes coletados neste sitio de amostragem estéo localizados na linha
LO4 3550, com as seguintes coordenadas geogréaficas: S08°05'49,435 “W 063°27'44.696”,
representado pelo circulo em vermelho no mapa 2.

Para a coleta dos espécimes foi anotado o niumero e metragem do piquete onde se
encontrava a populacdo. O material botanico para a extracdo do substrato foi coletado e
condicionado em saco plastico preto, e transportados posteriormente em uma caixa de isopor
com gelo seco até o Laboratorio de Fitoquimica (LABFITO) da Universidade Federal de

Rondo6nia.
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Mapa 2: Estagdo Ecoldgica do Cunid. Em destaque &rea de estudo (PPBio) e ponto de

amostragem (circulo vermelho).

Fonte: (PPBIO, 2012?).

As folhas foram coletadas nos meses de outubro e novembro de 2011, fevereiro, maio
e agosto de 2012. O material testemunho foi obtido por Aizzo, J.R.S. 133, em fevereiro de
2012 e depositado no Herbario Rondoniensis (RON) sob 0 n® RON 4696. A exsicata foi
herborizada segundo a metodologia de Martins-da-Silva (2002).

Foi enviada uma duplicata do espécime para o herbario (RB) do Instituto de Pesquisa
Jardim Boténico do Rio de Janeiro, a fim de identificacdo bot&nica pela especialista da familia

Piperaceae, Dr. Elsie Franklin Guimaraes.

3.2 Extracéo e Analise do Oleo Essencial

A extracdo do 6leo essencial de Piper obliquum, foi realizada seguindo o método de
hidrodestilacdo, utilizando o extrator de Clevenger (foto 2), onde foram cortadas as estruturas
vegetais e em seguida colocadas em um baldo de fundo redondo, tendo sido acrescentado
dgua até a metade do baldo. O sistema de destilagdo foi montado, aquecendo-se a
aproximadamente 100 °C para obtencdo do 6leo essencial, que foi recolhido em recipiente de
vidro, previamente pesado e etiquetado com uma identificagdo (FRANCO, 2005).

O dleo essencial obtido foi mantido em vidro de cor ambar, no freezer, até o envio

para a identificacdo das substancias quimicas presentes em P.obliquum.
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Foto 2: Instrumentos utilizados na extra¢do do 6leo essencial de P. obliquum.

Aizzo, JRS, 2012.

A anélise fitoquimica do Oleo essencial de P. obliquum foi realizada através da
cromatografia gasosa (CG) e cromatografia gasosa acoplada ao espectrofotdmetro de massa
(CG-MS) (DEGANI et al, 1998).

Para a andlise no CG foi utilizado o aparelho da marca SHIMADZU CG-14B,
equipado com coluna LM-5 (30m x 0,25mm x 0,3um). O programa de temperatura utilizada
para a coluna foi: 40 °C (8min.) de 150 °C até 2 °C/min, seguida por um aumento de 10 °C/
min até 280 °C (15min.) . A temperatura do injetor foi de 250 °C e do detector FID 310 °C, o
gés de suporte foi 0 He (1 mL/min) O volume de injecdo foi de 0,2 mL dos o6leos dividido na
proporcao de 1:40.

A andlise por GC-MS foram realizadas em Agilent Technologies da série 5975 MSD
(70 e V) aparelho equipado com uma coluna DB - 5 (30 m x 0,25 milimetros x 0,25 mm). As
condicBes da experiéncia foram os seguintes: gas transportador: He (1 mL/min), temperatura
programada da coluna semelhante ao descrito acima para a analise de CG, a temperatura do
injetor foi de 260 °C e do detector 280 °C. O volume de amostra injetada foi de 1 mL
dividido em uma proporcéo de 1:10.

Os constituintes do oOleo essencial da P. obliguum foram identificados por
comparacao dos seus espectros de massa e calculados indice de retencdo linear (IR) com os
dados descritos na literatura (ADAMS, 1995). Os indices de retencdo foram calculados

através da co-injecdo de uma mistura de n-alcanos de série (C8 - C19) e através da equacao
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descrita por Van Den Dool & Kratz (1963). As concentragfes dos constituintes dos 6leos

foram calculadas utilizando as areas dos picos individuais para cada substancia.

3.3 Analises dos Dados

Os dados obtidos da identificacdo do dleo essencial das cinco amostras foram
digitados em planilhas do Excel e a partir destas foram construidos dois arquivos de dados, o
primeiro com as substancias e suas respectivas porcentagens em ordem numeérica crescente do
tempo de retencdo e indice de retencdo, o segundo organizado em forma de matriz
(composicdo versus periodo).

Foram realizados graficos no Excel, com os dados de todos os periodos analisados,
selecionados segundo a classe quimica a que pertencem as substancias.

A interpretacdo dos dados foi realizada através de técnicas de anélises multivariadas.
Para detectar a variabilidade de cada substancia nos diferentes periodos foi utilizado a Anélise
de Agrupamento Hierarquica (CAH), empregando o conceito de distancia: medida de
dissimilaridade (distancia de Bray & Curtis).

Foi utilizada a técnica hierarquica de agrupamento aglomerativa (UPGMA) com a
intencdo de classificar as amostras em diversas etapas de forma hierarquica, a fim de verificar
o0 grau de dissimilaridade entre as substancias do 6leo essencial de cada coleta. Esta técnica
resulta em uma arvore de classificacdo, onde o0s constituintes de um grupo tornam-se
elementos do grupo superior (VALENTIN, 2000).

Com a finalidade de identificar variacdo entre as substancias nos periodos amostrados
foram realizadas abordagens complementares, como sugerido por Valentin (2000), utilizando
dados qualitativos de ordenacdo das porcentagens de cada componente do éleo essencial em

cada amostra, considerando as seguintes categorias e seus valores (Tabela 1).

Tabelal: Transformagdo de categorias qualitativas para quantitativas

Categoria Concentracao Valor

Baixissimo 0,0-0,99 1
Baixo 1,0-3,00 2
Médio 3,1-5,00 3
Alto Acima de 5,1 4

(VALENTIN, 2000).
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Foi utilizada a Analise de Componentes Principais (ACP) e Analise de
Correspondéncia Multipla (ACM) com o auxilio do software XLSTAT 7.5 (ADDINSOFT,
2004), a fim de compreender o comportamento das variaveis (substancias; concentracao;
periodo de coleta).

As transformacdes dos dados foram realizadas para a ACM, que tem a finalidade de
verificar a relacdo entre mais do que duas variaveis nominais e representa-las em poucas
dimens@es, permitindo assim a construcdo de graficos e uma melhor divisdo entre as
categorias (PESTANA & GAGEIRO, 2008).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Perfil Aromatico do Oleo Essencial de P.obliquum Ruiz & Pav.

O oleo essencial das folhas de Piper obliguum Ruiz & Pav., apresentou 43 substancias.
Todos os compostos identificados nos meses de outubro, novembro, fevereiro e maio séo da
classe dos terpenos, substancias produzidas atraves das vias mais importantes do metabolismo
secundario, acido mevalbnico e isopentenilpirofosfato (LARCHER, 2000). Este grupo de
compostos € responsavel pela atividade alelopéatica do éleo essencial de P. hispidinervum e
Pogostemon heyneanus sobre plantas daninhas (SOUZA Filho, 2009).

A amostra do més de agosto apresentou terpenos e um fenilpropandide. Neste periodo
0 6leo essencial foi sintetizado por dupla origem biossintética. A alternativa desta rota revela
indicios de que P.obliquum passou por estresse, provavelmente, relacionado a temperatura
e/ou regime hidrico. Os vegetais afetados por condi¢des desfavoraveis precisam de opcGes de
ganho de energia sobressalente para a conservacdo das fungdes vitais, portanto, caminhos
metabolicos especiais sdo essenciais na regulacdo do meio interno (LARCHER, 2000). Nesta
situacdo as plantas podem necessitar do redirecionamento da rota metabdlica (MORALIS,
20092).

Os fenilpropanoides sdo provenientes do metabolismo dos aminoécidos e seguem a
rota bioquimica do &cido chiquimico (LARCHER, 2000), que pode ser ativada através da
inducdo de genes relacionados a fotossintese e producdo de pigmentos fotoprotetores
(HARMER et al, 2000).

Em comparacdo as espécies ricas em terpenos poucas piperaceas possuem oS
fenilpropandides como constituintes majoritarios. A P. divaricatum é uma das excecdes em
relacdo a alta concentracdo desta classe de substancia, pois, hd uma variacédo de 16,9 a 82,5%
de metil-eugenol em sua composicdo (ANDRADE et al, 2009).

Os oleos essenciais, geralmente sdo constituidos por terpenos, classe de substancias
consideradas como antioxidantes naturais (GRASSMANN et al, 2002). Grupo de compostos
com ampla distribui¢do no género Piper da Amazonia Legal (MAIA et al, 1987; ANDRADE
et al, 2009) e em outros locais do Brasil, como demonstra o estudo realizado por Potzernheim
et al, (2006) na regido serrana de Brasilia, em que P. dilatatum (81%), P. hispidum (84,5%) e
P. arboreum sbsp. arboreum (68,7%) demonstraram possuir terpenos como compostos

predominantes.
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Em outras regides do mundo espécies nativas, da mesma forma, apresentam um
elevado teor de terpenoides, como as piperaceas da Africa, P. guineense que possui 27,2% de
B-pineno e 20% de (E)-B-farnesene, nos frutos e folhas, respectivamente, e P. capense com
66% de B-pineno e 20,4% de a-pineno em suas folhas; 46,8% de B-pineno, 17,4% de sabineno
e 14,4% de a-pineno em seus frutos (ZOLLO et al,1998).

Espécies de piperaceas coletadas em S8 Tomé e Principe possuem terpenos como
constituintes principais dos Oleos essenciais, para P. capense: B-pineno (32,5%) e B-
cariofileno (12,6%); P. nigrum o limoneno (18,8%), B-cariofileno (15,4%), sabineno (16,5%)
e B-pineno (10,7%); e P. umbellatum o B-pineno (26,8%), a-pineno (17,6%) e (E)-nerolidol
(12,4%) (MARTINS, 1998).

As espécies ndo possuem obrigatoriamente uma classe de substancias. Vegetais ricos
em terpenos podem também possuir amidas (SANTQOS, 2004; DYER et al, 2004). O dleo
essencial das folhas da espécie P. guineense possui compostos majoritarios tanto da classe dos
terpenos (B-pineno: 27,2%), como fendlico (miristicina: 25.4%) (ZOLLO et al, 1998).

A anélise do 6leo essencial de P. obliqguum, evidenciou a presenca de monoterpenos
(oxigenados e hidrocarbonetos) (Tabela 2), sesquiterpenos (oxigenados e hidrocarbonetos —

Tabela 3) e fenilpropandide (Tabela 4).

Tabela 2: Composi¢do quimica do 6leo essencial da P. obliquum: Monoterpenos
Periodo de Coleta

Compostos MH (N°estr.)

Out. Nov. Fev. Maio Ago.
tricicleno (1) 0,85 0,95 1,4 1,02 2,7
a- pineno (2) 28,3 26,6 37,1 37,7 23,8
canfeno (3) 19,6 20,2 23,5 22,6 17,1
B-pineno (4) 17,1 16,4 17,5 17,5 12,5
mirceno (5) 3,4 3,3 3,2 3,7 3,4
limoneno (6) 4,8 5,7 3,9 4,0 4,3
terpinoleno (7) 0,09 0,4 0,12 0,07 0,1
Compostos MO (N° estr.) Out. Nov. Fev. Maio Ago.
oxido de a-pineno (8) 0,09 0,61 0,1 0,052 0,2
linalol (9) 0,04 0,05 - - -
a-canfolenal (10) 0,08 0,49 0,08 0,051 -
trans-pinocarveol (11) 0,36 0,55 0,25 0,32 0,2
isoborneol (12) 0,06 0,22 0,07 0,03 0,4
terpinen-4-ol (13) - 0,04 - - 0,2
a-terpineol (14) 0,12 0,32 - - 0,5
acetato de bornil (15) 0,7 0,05 0,4 0,3 0,7
1,8-cineol (37) - - - - 0,4

MH = monoterpenos hidrocarbonetos; MO = monoterpenos oxigenados; n° estr. = nimero da estrutura
no Apéndice B; Out. = outubro; Nov. = novembro; Fev. = fevereiro; Ago. = agosto. Cores em destaque
por concentracdo: preto = baixissima; azul = baixa; verde = média; vermelho = alta.



Tabela 3: Composicao quimica do 6leo essencial da P. obliquum: Sesquiterpenos

Compostos SH (N%%str.) Periodo de Coleta

Out. Nov. Fev. Maio Ago.
a-cubebeno (16) 0,12 0,16 0,05 0,06 0,1
a-copaeno (17) 0,17 0,07 0,11 0,1 0,5
-elemeno (18) 1,66 2,3 0,6 0,8 2,3
a-gurjuneno (19) 0,3 0,3 0,2 0,4 0,4
(E)-cariofileno (20) 2,8 2,9 1,7 1,9 -
3 —gurjuneno (21) 0,34 0,34 0,17 1,9 0,3
y-elemeno (22) 0,3 0,4 0,11 0,16 1,1
a-humuleno (23) 0,58 0,7 0,33 0,36 0,8
allo-aromandreno (24) 0,5 0,18 0,68 0,35 0,5
y-muuroleno (25) 0,3 0,16 0,04 0,18 0,7
germacreno-D (26) 0,78 0,77 0,41 0,58 0,8
viridifloreno (27) 1,03 0,93 0,42 0,83 1,1
epi-cubedol (28) 0,7 1,3 0,2 0,24 1,7
a-muuroleno (29) 0,6 0,7 0,2 0,62 0,4
germacreno A (30) 0,93 0,42 0,2 0,62 1,6
y-cadineno (31) 1,46 1,27 0,5 0,7 0,4
& —cadineno (32) 1,9 14 1,7 1,16 1,0
germacreno B (33) 0,54 0,46 0,47 0,3 1,0
B-bourboneno (38) - - - - 0,3
a-calacoreno (40) - - - - 0,8
Compostos SO (N°%str.) Out. Nov. Fev. Maio Ago.
Oxido de cariofileno (34) 0,98 0,64 0,2 0,13 1,6
a-cadinol (36) 0,75 0,75 - - 2,3
carotol (35) 0,26 0,26 - - 0,8
elemol (41) - - - - 0,4
(E)-nerolidol (42) 0,7 0,55 0,02 0,3 0,4
espatulenol (43) - - - - 1.0

SH = sesquiterpenos hidrocarbonetos; SO = sesquiterpenos oxigenados; n° estr. = nimero da estrutura
no Apéndice B; Out. = outubro; Nov. = novembro; Fev. = fevereiro; Ago. = agosto. Cores em destaque
por concentragdo: preto = baixissima; azul = baixa.

Tabela 4: Composicdo quimica do 6leo essencial da P. obliqguum: Fenilpropandide

Composto Fe Periodo de Coleta
(NOestr.) Out. Nov. Fev. Maio Ago.
metil eugenol (39) - - - - 2,3

Fe = fenilpropandide ; n° estr. = nimero da estrutura no Apéndice B; Out. = outubro; Nov. = novembro;
Fev. = fevereiro; Ago. = agosto. Cores em destaque por concentracdo: azul = baixa.

Os dados cromatograficos do 6leo essencial de P. obliguum encontram-se no Apéndice
A, as estruturas quimicas no Apéndice B e os cromatogramas estdo no Apéndice C.

A plasticidade metabolica é uma das alternativas que os vegetais utilizam frente as
condigdes diferenciadas do ambiente em um mesmo local (LARCHER, 2000). Dill (2009) ao
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realizar um levantamento bibliogréfico das substancias dos 6leos essenciais de piperaceas
brasileiras, constatou que quanto mais tropical for o clima, maior a incidéncia de
sesquiterpenos e fenilpropandides na composicéao, e quanto mais quente e seco, maior o indice
de monoterpenos.

O dleo essencial de P. obliquum apresentou quantidades crescentes da concentracdo
dos compostos identificados (92,61%; 93,2%; 95,93%; 99,11%, respectivamente) até o
periodo de maio, no més de agosto ocorreu um decréscimo (92%), sendo o de menor
determinacdo dos constituintes. A coleta de espécimes de P. hispidinervum realizados mais
proximos do final do periodo chuvoso (marco e abril) favorece o rendimento do dleo essencial
(BERGO et al, 2005).

Alguns estudos demonstram um modelo de varia¢do das concentracdes de substancias,
semelhante ao do presente estudo com uma maior producdo de metabolitos no verdo
(BOTREL et al, 2010), mas, outros relatos da literatura sdo divergentes, pois tais estudos
reportam o periodo seco como o de maior composicdo do dleo essencial (GAZIM, 2013;
VALENTINI et al, 2010).

Taiz e Zeiger (2009), explica que altos indices de radiacdo solar sdo necessarios para o
aumento na producdo dos metabdlitos secundérios, pois as reacdes biossintéticas necessitam
de esqueletos carbonicos, que sdo sintetizados através de processos fotossintéticos e de
compostos energéticos que atuam na regulacdo destas reacoes.

Em todas as andlises, 0s cinco compostos majoritarios encontrados sdo monoterpenos
(Apéndice D) com 73,20%, 72.20%, 85,20%, 85,50% e 61,10% do O&leo essencial,
respectivamente (Gréficos 2; 3; 4; 5 e 6), portanto, esta € a classe de substancia marcadora da
composi¢do dos compostos volateis de P. obliqguum. Os sesquiterpenos hidrocarbonetos foi a
classe de substdncias mais expressiva com vinte compostos, seguido dos monoterpenos:
oxigenados (9 = 21%) e hidrocarbonetos (7 = 16%), sesquiterpenos oxigenados (6 = 14%) e
fenilpropandides (1= 2%). A classe de substancias que se destaca Sd0 0s sesquiterpenos
hidrocarbonetos (47%) (Graficol).



Graéfico 1: Porcentagem de substancias considerando a classe quimica.

Quantidade de substancias

2%

B MH
m MO
mSH
ms0
BFE

MH = monoterpenos hidrocarbonetos; MO = monoterpenos oxigenados;
SH = sesquiterpenos hidrocarbonetos; SO = sesquiterpenos oxigenados;

FE = fenilpropandide.

36

A variacdo dos compostos em relacéo a classe de substancias de outubro e novembro

difere um pouco entre os monoterpenos (oxigenados 2-3%; hidrocarbonetos 79-80%,

respectivamente), mas, semelhante para os sesquiterpenos (hidrocarbonetos 16%, oxigenados

2%), este resultado sugere que as influéncias tanto abidtica como bidtica na composic¢édo do

6leo essencial de P.obliquum ndo divergiram entre estes periodos (Grafico 2 e 3).

Gréfico 2: Concentracdo dos compostos considerando a classe quimica.

out.

2% 0%

2%

m MH
mMO
mSH
ms0
BFE

MH=monoterpenos hidrocarbonetos; MO= monoterpenos oxigenados;
SH=sesquiterpenos hidrocarbonetos; SO = sesquiterpenos oxigenados;

FE = fenilpropanoide; out. = outubro;
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Graéfico 3: Concentracdo dos compostos considerando a classe quimica.

nov.

2% 0%

mMH
B MO
mSH
ms0
W FE

MH = monoterpenos hidrocarbonetos; MO = monoterpenos oxigenados;

SH = sesquiterpenos hidrocarbonetos; SO = sesquiterpenos oxigenados;

FE = fenilpropandide; nov. = novembro.

Os meses de fevereiro e maio em relacdo aos dois primeiros periodos de analise
apresentaram um aumento na concentracdo dos monoterpenos hidrocarbonetos, sendo
fevereiro e maio o de maior concentracao desta classe de substancia. Todos o0s outros grupos
de compostos, apresentaram menor concentracao nestes periodos (Graficos 4 e 5).

O 6leo essencial de doze espécimes de P.dilatatum, obtidos no periodo chuvoso na
Amazobnia Legal, demonstrou que neste periodo as classes de substancias mais expressiva

foram os sesquiterpenos hidrocarbonetos e oxigenados (ANDRADE et al, 2011).

Gréfico 4: Concentracdo dos compostos considerando a classe quimica.

fev.

0% 0%

mMH
EMO
mSH
mso
BFE

MH = monoterpenos hidrocarbonetos; MO= monoterpenos oxigenados;
SH = sesquiterpenos hidrocarbonetos; SO = sesquiterpenos oxigenados;
FE = fenilpropandide; fev. = fevereiro.
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Grafico 5: Concentracdo dos compostos considerando a classe quimica.

maio

1% 0%

uMH
EMO
W SH
mso
B FE

MH = monoterpenos hidrocarbonetos; MO = monoterpenos oxigenados;
SH = sesquiterpenos hidrocarbonetos; SO = sesquiterpenos oxigenados;
FE = fenilpropandide.

O més de agosto € o que possui a menor concentracdo de monoterpenos
hidrocarbonetos, porém ocorre um aumento na concentracao das outras classes de substancias,

sendo que este é o Unico periodo que possui um fenilpropandide (Gréfico 6).

Gréfico 6: Concentracdo dos compostos considerando a classe quimica.

ago.

3%

mVIH
MO
mSH
3% mso
W FE

MH = monoterpenos hidrocarbonetos; MO = monoterpenos oxigenados;

SH = sesquiterpenos hidrocarbonetos; SO = sesquiterpenos oxigenados;

FE = fenilpropanotide; ago.= agosto.

O estudo da variacdo no 6leo essencial de P. aduncum realizado por Ferreira (2011),

demonstrou que enquanto as folhas na sombra aumentam os fenilpropandides e diminuem os
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sesquiterpenos, o comportamento do 6leo das raizes nessas condigdes é inverso. O teor e a
producdo do 6leo das folhas ndo mostraram diferencas significativas, mas das raizes aumenta
a producdo em plantas no sol. Considerando que 0 més de agosto tém grande insolacédo e que
em florestas tropicais, mesmo dentro da mata, ha incidéncia significativa de raios solares
(LARCHER, 2000) o resultado do presente trabalho demonstra que as resposta aos estimulos
de producédo de uma classe de substancia por espécies do mesmo taxon podem ser diferentes.

As substancias que predominam o 6leo essencial das folhas de P. obliquum, sdo 0 a-
pineno (37,7%), canfeno (22,6%) e o B-pineno (17,5%), tal resultado demonstra que o
espécime amazonico possui um quimiotipo semelhante ao da Costa Rica (MAYER et al,
2008), porém, é divergente em relacdo aos espécimes coletados no Panama (MUNDINA et al,
1998) e Equador (GUERRINI et al, 2009). A determinacdo do quimiotipo é imprescindivel na
obtencdo de fitofarmacos seguros, considerando a ampla variedade de metabolitos
secundérios (LIMA et al, 2003).

Mayer et al (2008), analisaram o 6leo essencial de P.obliquum obtido na Costa Rica e
o perfil quimico dos compostos volateis demonstrou ser rico em terpenos como 0 a-pineno
(20,76%), germacreno-D (12,89%), B-pineno (12,43%) e a-copaeno (11,78%).

Ha vérias substancias em comum entre o espécime coletado na Costa Rica (MAYER
et al, 2008) e a amostra proveniente da ESEC-Cunid, como o a-cubebeno, a-gurjuneno, vy-
elemeno, germacreno-D, y-cadineno e a-calacorene.

Apesar da similaridade de concentracdo dos componentes principais de P.obliqguum
provenientes da Costa Rica e da ESEC-Cunid muitos outros compostos divergem em relacao
as concentragdes, como é o caso do germacreno-D e do a-copaeno com uma concentracao de
12,89% e 11,78%, respectivamente, para o primeiro pais e 0,41- 0,80% e 0,07-0,50%, para o
espécime brasileiro. Tanto a variacdo entre 0s constituintes de uma espécie como a
prevaléncia de um quimiotipo pode estar relacionada com as condi¢cbes ambientais que uma
regido oferece (MORAIS, 20092).

Espécimes de P. obliqguum coletadas no Equador, em contraste com os resultados da
presente pesquisa, mostraram baixo teor no 6leo essencial de a-pineno (1.75%), canfeno
(0,52%) e B-pineno (2,01%) (GUERRINI et al, 2009). Outras espécies de piperaceas coletadas
na regido Amazonica possuem um alto teor destes constituintes. Na espécie P. anonifolium, a
variacdo entre 0s espécimes de a-pineno é de 7,3-53,1%, e o B-pineno 2,3-22,9%, mas, esta
espécie possui uma baixa concentracdo de canfeno (0,1%-0,2) (ANDRADE et al, 2009).

O canfeno ( 3-metileno-2,2-dimetil-1,7,4-biciclo-hexano) é o hidrocarboneto principal

do conjunto do canfeno. Esta substancia e seus respectivos derivados oxigenados, borneol e a
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canfora, sdo muito comuns nos vegetais, como nas Coniferas (COSTA, 1994), porém
apresenta baixo teor na maioria das piperaceas da regido amazonica (0,1-06%), com algumas
excecdes, como em P. renitens (5,6%) (SOLEANE et al, 2007), P. cernuum (12,2%)
(ANDRADE et al, 2009) e P. obliquum do presente trabalho, que teve uma variacdo de
19,6% - 22,6%. Esta substancia e outros terpenos possuem acdo agrotoxica frente a diferentes
insetos (VIEGAS Jr., 2003).

O a-pineno (4,7,7,-trimetil-1,7,5-biciclo-3-hexeno) e o B-pineno (4-metileno-7,7-
dimetil-1,7,5-biciclo-hexano) sdo substancias que compdem o complexo do pinano, que
representam os constituintes mais comuns nas esséncias. Tais compostos sdo materia-prima
da céanfora sintética, além de outros farmacos e produtos como materiais de limpeza, tintas,
vernizes (AZAMBUIA, 2013; COSTA, 1994), além de serem potenciais antibacterianos
contra a endocardite infecciosa causada por bacterias Gram-positivas (LEITE et al, 2007).

Em uma andlise comparativa dos 6leos volateis de nove espécies de Piper (P.
aduncum, P.amalago, P. arboreum, P. cernuum, P. hispidum, P. regnelii, P. submarginalum,
P. vicosanum e Pothomorphe umbellata) Mesquita et al (2005) identificou como as
substancias mais recorrentes o pB-pineno (9/9) e espatulenol (9/9), seguidos por E-cariofileno
(8/9), 6xido de cariofileno (8/9), germacreno D (7/9), a-pineno (7/9) e limoneno (6/9).

Alguns metabdlitos secundarios sdo encontrados apenas em alguns espécimes como o
monoterpeno hidrocarboneto aciclico limoneno (2-metil-6-metileno-2,7-octano-dieno)
(COSTA, 1994; MAYER et al, 2008; GUERRINI et al, 2009), composto predominante da
espécie Pinus pinea L. produtora de diversos 6leo-resinas utilizadas pelas industrias de tintas
e vernizes, denominados esséncias terebentinas (COSTA, 1994). Esta substancia é ativa na
defesa contra insetos e demais organismos que se alimentam das plantas que o possuem
(TAIZ & ZEIGER, 2009).

O safrol, componente principal do espécime de P. obliqguum obtida no Equador,
(GUERRINI, 2009) ndo foi identificado no espécime em estudo. Esta substancia & um fenil-
éter, molécula precursora de piperonal e butdxido de piperonila, ambas utilizadas pela
industria, respectivamente, de perfumes e inseticidas (MAIA & ANDRADE, 2009; WADT &
KAGEYAMA 2004; SILVA & OLIVEIRA, 2000).

Uma espécie pode ter varios quimiotipos, com predominancia de uma substancia em
detrimento de outra, como demonstra a espécie P. hispidinervum nativa do Estado do Acre,
que possui um quimiotipo rico em safrol (72,3%-97,3%), e outro com a miristicina (71,2%)
como substancia principal e pouco safrol (18,4%) (ANDRADE et al, 2009).
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Vaérias espécies podem ter 0 mesmo composto como componente majoritario, pois a
presenca de uma substincia e sua variabilidade é influenciada por fatores biol6gicos ou
abioticos (LIMA et al, 2003), como demonstra o estudo das folhas e galhos da espécie P.
krukoffii coletada na Floresta Nacional dos Carajas (Pard), que investigada quanto ao 6leo
essencial apresentou também a miristicina entre 0s constituintes com maior porcentagem
(40,3% e 26,7%, respectivamente) (SILVA et al, 2011).

Mundina et al (1998), analisou o 6leo essencial de P. obliqguum, proveniente do
Panama, e o0s constituintes majoritarios também divergiram do presente estudo. O -
cariofileno foi a substancia principal (27.6%), constituinte ndo encontrado para P. obliqguum
coletada na ESEC Cunid, apesar de ser um terpeno comum nas piperaceas amazonicas (MAIA
& ANDRADE, 2009). Outros levantamentos das composi¢es quimicas dos 0leos essenciais
das piperaceas tem demostrado que o B-cariofileno € uma substdncia comum neste taxon
(MUNDINA et al, 1998; SUMATHYKUTTY et al, 1999; POTZERNHEIM et al, 2006).

O segundo constituinte do 6leo essencial do espécime do Panama foi o sesquiterpeno
oxigenado, oxido de cariofileno (8.3%) (MUNDINA et al, 1998), substancia presente em oito
espécies de piperaceas analisadas por Mesquita et al (2005) e presente no 6leo essencial dos
espécimes coletados na ESEC-Cunid, porém em baixa concentracédo (0,13-1,60%).

Algumas substancias de P. obliqguum do Panamé como o espatulenol (10,60%), o B-
bourboneno (1,30%) (MUNDINA et al, 1998) foram encontradas apenas no 6leo essencial
obtido no més de agosto em baixas concentracdes (1,00% e 0,30%, respectivamente). Os
frutos de P.tuberculatum também possuem estes compostos (5,3% e 2,8%, respectivamente)
(FACUNDO et al, 2008).

Varios compostos sdo comuns entre P.obliquum do Panama e da ESEC-Cunid, como
o P-elemeno, &-cadineno. Algumas das substancias em comum entre estes paises Sdo
encontradas em outras piperaceas como em P. renitens, que possui como principais
constituintes o guaiol (13%), Germacreno D (13.8%), a-pineno (12%) e B-pineno (12,3%)
(SOLEANE et al, 2007).

As variacBes do cadineno e cariofilano sdo substancias recorrentes em P.obliquum,
estes compostos sdo considerados entre os principais sesquiterpenos biciclicos e possuem
atividades farmacologicas (COSTA, 1994). O cadineno esta entre 0s sesquiterpenos mais
comuns entre as esséncias, ele possui 0 ndcleo comum ao cadinano, mas com as duplas
ligagBes em locais diferentes, sintetizando assim, varias formas de cadineno.

O farnesol (2,6,10-trimetil-2,6,10-dodecatrieno-12-ol) é apontado como um precursor

de sesquiterpenos monociclicos, através da perda de agua, sendo os principais o bisabolano,
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germacreno e humulano. O humuleno é um hidrocarboneto monociclico, foi isolado pela
primeira vez de Humulus Lupulus (COSTA, 1994), posteriormente foi encontrada em vérias
plantas, como P. hostimanianum (MORAIS et al, 2007).

Das substancias quimicas de P. obliquum coletada na ESEC-Cunia, apenas seis sdo

comuns para 0s todos os outros espécimes ja pesquisados (MUNDINA et al, 1998; MAYER

et al, 2008; GUERRINI et al, 2009) (Tabela 5).

Tabela 5: Composicdo quimica do 6leo essencial de P. obliquum: substancias em comum

Substancia Brasil - ESEC- | Panama (%o) Costa Rica (%) | Equador (%0)
Cunia (%)
a-pineno 26,60 - 37,70 0,20 20,67 1,75
B-pineno 16,40 - 17,50 0,20 12,43 2,01
a-COpaeno 0,07 -0,17 5,60 11,78 0,50
a-humuleno 0,33-0,70 2,30 <0,01 0,09
y-muuroleno 0,04 -0,18 0,60 1,06 0,24
a-muuroleno 0,20 - 0,70 0,80 7,61 0,32

Cores em destaque por concentracdo: preto = baixissima; azul = baixa; vermelho = alta.

A divergéncia na composicdo do 6leo essencial dos espécimes de P. obliquum dos
quatro paises pode estar correlacionada a diferencas de pressdo ambiental, fatores genéticos e
estagio de vida (MORALIS, 2009Y).

4.2 Relagéo entre Amostra, Concentragéo e Substancia

O complexo fator bidtico e abidtico tem a capacidade de influenciar nos componentes
quimicos do bleo essencial, pela adaptacdo fisioldgica das plantas em resposta as condicdes
oferecidas. Estas adaptacGes revelam diferentes composi¢des quimicas determinando assim 0s
quimiotipos (ODUM, 1971; ANVISA, 2005; MELO, 2010).

Os resultados obtidos a partir da aplicagdo da técnica CAH baseada nos constituintes
qguimicos dos Oleos essenciais coletados nos diferentes periodos, estabeleceu nitidamente a
formacéo de dois grupos, representados pelas amostras dos meses de fevereiro e maio (2012),
e 0 outro por outubro, novembro (2011) e agosto (2012), o que evidencia a influéncia sazonal
nos compostos predominantes de P.obliqguum. O resultado da andlise estd apresentado no

dendograma 1.
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Dendograma 1: Resultado da classificacdo por (CAH).
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O grupo formado pelas amostras dos periodos de fevereiro e maio € o que possui mais
caracteristicas em comum, possuindo o menor intervalo (0,042) de similaridade (Tabela 6).
Nestes periodos ha a presenca das mesmas substancias, e também oito destas apresentaram
um padrdo de variacdo semelhante, com seu menor teor no més de fevereiro e um aumento na
concentracdo no més de maio, sendo que muitos compostos apresentaram valores baixissimos
no 6leo essencial e poucos exibiram altas concentracdes, como € o caso do a-pineno, canfeno
e B-pineno.

A maior diferenca estd entre os periodos de fevereiro e agosto (0,269%), este
apresentou o0 6leo essencial com o maior quantitativo de substancias (40) e a amostra
proveniente daquele foi o de menor quantidade (32). Nestes meses os fatores abidticos: chuva
versus seca sdo opostos. A disponibilidade de dgua no ambiente contribui na delimitagdo de
producdo de compostos primarios (RAVEN & ZEDLER, 2007), o que influencia diretamente

na formacdo de produtos da rota metabdlica secundéaria (SANTOS, 2004).
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Os meses de outubro, novembro e agosto, apesar de formar um grupo se divide em 2
classes, pois hd uma distancia significativa entre eles, sendo 0,185 e 0, 181%, outubro e

novembro, respectivamente, em relacao a agosto.

Tabela 6: Resultado da matriz de proximidade (distancia de Bray e Curtis), aplicada para as 5
unidades amostrais de P.obliqguum usando dados de teor das substancias

out. nov. fev. maio ago.
out. 0 0,063 0,130 0,124 0,185
nov. 0,063 0 0,161 0,152 0,181
fev. 0,130 0,161 0 0,042 0,269
Maio 0,124 0,152 0,042 0 0,264
ago. 0,185 0,181 0,269 0,264 0

Out. =outubro; Nov. = novembro; fev. = fevereiro; ago. = agosto.

Pode ser verificado, da mesma forma, a nitida divisdo dos grupos em classes pela
observacdo dos valores maximos das concentracdes das substancias e os desvios padrao
(tabela 7).

Tabela 7: Estatistica descritiva, aplicada para as 5 unidades amostrais de P.obliqguum usando
dados de teor das substancias

Variavel \ Minimo \ Maximo \ Média \ Desvio padréao
out. 0,000 28,300 2,154 5,641
nov. 0,000 26,600 2,167 5,459
fev. 0,000 37,100 2,231 6,997
maio 0,000 37,700 2,296 6,994
ago. 0,000 23,800 2,119 4,615

Destaque de cores para as classes: 1 = verde; 2 = amarelo; 3 = azul.

As substancias que apresentaram um médio e alto teor no 6leo essencial (Tabela 2) séo
as principais responsaveis por definir os grupos. Estas possuem valores proximos em relagdo
as concentrages, tanto entre o grupo formado pelas amostras 3 e 4 (fev/maio), quanto para o
grupo formado pelas amostras 1, 2 e 3 (out./nov. e ago.), com exce¢do do B-pineno que
apresentou pouca variagdo entre os meses de outubro, novembro, fevereiro e maio.

O a-pineno e o limoneno foram as substancias que apresentaram a diferenga mais
visivel entre os meses de outubro (28,3%; 4,8%), novembro (26,6%; 5,7%), fevereiro (37,1%);
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3,9%), maio (37,7%) e agosto (23,8%; 4,3%), elas representam compostos de alta e média
concentracdo. Apesar de estas substancias serem as responsaveis pela separacdo dos grupos
(1, 2,5 € 3, 4), os componentes de baixa concentracdo também sdo determinantes importantes
na divis&o das classes.

Algumas substancias foram identificadas apenas no més de agosto, como o 1,8-cineol,
bourboneno, a-calacorene, elemol, espatulenol e meti eugenol. A sintese das substancias é
proveniente de informacdes genéticas da planta, porém, fatores bi6ticos ou abidticos possuem
a capacidade de redirecionar a rota sintética dos metabolitos secundarios (MORALIS, 20092).

O composto precursor do limoneno, o terpineol-4 (CRUZ et al, 2011), exibiu baixa
concentracdo (0,2-0,4%) no resultado da presente andlise e também para o espécime do
Equador (0,06%) (GUERRINI et al, 2009). Outras espécies também acumulam pouco este
composto, como P. jacquemontianum (0,1%), P. erectipilum (0,1%), P. glandulosissimum
(0,3%), P. divaricatum (0,1%), P. marginatum (0,2%) (ANDRADE et al, 2009).

Alguns compostos ndo foram identificados em todos os periodos analisados, como é o
caso de carotol (0,03%, 0,26% e 0,8%) e a-cadinol (0,3%, 0,75% e 2,3%), que ocorreu nos
meses de outubro, novembro e agosto. Estes compostos tiveram ocorréncia apenas nos
espécimes coletados na ESEC-Cunia.

Os resultados da Analise de Componentes Principais (ACP) realizados com dados das
substancias do 6leo essencial de P.obliqguum obtidos em cinco periodos, mostraram que ha
relacdo da concentracdo e presenca de muitos compostos quimicos com o periodo de coleta. A
analise evidenciou que 77,27% de variacdo para o primeiro eixo estdo relacionadas a uma
significativa influéncia das variaveis na distribuicdo de substancias em relacdo ao periodo de
coleta. Os autovalores, a variancia explicada e acumulada, estdo descritos na tabela 8.

Algumas substancias apresentaram variacdo relacionada as condi¢des ambientais do
periodo de coleta, estas demonstraram possuir correlacdes positiva e negativa com o periodo
coletado (grafico 7). A analise, também demonstrou que alguns compostos também estdo
correlacionados entre si, com um nivel de significancia de a: 0,05%, tais como: bourboneno,
metil-eugenol, elemol, a-calacoreno, 1,8-cineol e espatulenol; e também o a-cadinol, carotol,

y-elemeno, epi-cubebeno, a-humuleno e terpinoleno.
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Tabela 8: Resultados da Analise de componentes principais (ACP) com os autovalores e
variancia explicadas para os 3 primeiros eixos

Eixo Autovalor Variancia explicada (%) Variancia acumulada (%)
1 26,823 59,606 59,606
2 10,476 23,279 82,886
3 7,701 17,114 100,000

Grafico 7: Analise de Componentes Principais para 0s componentes caracteristicos do 6leo
volatil foliar de P. obliquum em funcéo do periodo coletado. Significados das abreviaturas no
Apéndice A.
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As cargas das componentes, das quais se observam as variaveis mais importantes,
foram mais expressivas para a primeira componente, com destaque para o carotol e a-cadinol;
na segunda componente, a principal variavel foi o linalol; e na terceira componente apenas o

mirceno (Tabela 9).



Tabela 9: Resultado da ACP para as cargas fatoriais das trés componentes

| Substancias CP1 CP2 CP3 |
Aro -0,116 -0,711 -0,258
Born 0,459 -0,476 0,233
bour 0,878 -0,466 -0,053
Cad A -0,531 0,369 -0,078
Cadi_G -0,316 0,812 0,352
Caol-A 0,952 0,259 -0,164
cala 0,878 -0,466 -0,053
Camp -0,926 -0,153 -0,276
Camph_A -0,422 0,779 -0,436
Carot 0,952 0,259 -0,164
Caryo_Ox 0,888 0,075 -0,093
Caryo E -0,295 0,950 0,101
Copa 0,571 -0,576 0,155
cine 0,878 -0,466 -0,053
Cube 0,474 0,877 0,065
Elem 0,878 -0,466 -0,053
Elem B 0,855 0,485 -0,028
Elem G 0,947 0,292 0,025
epi-cub 0,947 0,292 0,025
espat 0,878 -0,466 -0,053
Germ_A 0,786 -0,133 0,585
Germ_B 0,711 -0,289 -0,154
Germ_D 0,926 0,153 0,276
Gurju_A 0,522 -0,184 0,651
Gurju_B -0,165 0,460 0,778
Humu 0,947 0,292 0,025
Iso 0,752 -0,013 -0,656
Limo 0,474 0,877 0,065
Lina 0,078 0,978 -0,114
met 0,878 -0,466 -0,053
Muur_A 0,474 0,877 0,065
Muur_G 0,786 -0,133 0,585
Myr 0,183 -0,097 0,941
nero 0,453 0,739 0,316
Pin_A -0,909 -0,214 0,344
Pin_ B -0,952 -0,259 0,164
Pin_Ox_A 0,526 0,349 -0,762
Pinoc -0,295 0,950 0,101
Terp_Ol 0,630 0,478 -0,439
Terpi_A 0,947 0,292 0,025
Terpin 0,122 0,347 -0,929
Tricy 0,316 -0,812 -0,352
Viridi 0,926 0,153 0,276

47

CP1= componente principal 1; CP2= componente principal 2; CP3= componente principal 3;
Significado das abreviaturas no Apéndice A. Destaque em vermelho para as principais componentes.
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As substancias em destaque da CP1 apresentam correlagéo positivas entre si, ou seja,
possuem 0 mesmo comportamento de variagdo ao longo do tempo, e varias destas, possuem
correlacdo positiva com o periodo de agosto. Todas as substancias destacadas da CP2
possuem suas maiores concentragdes no més de novembro, com excecdo do y-cadineno e
nerolidol que possuem maior teor no més de outubro, porém, esta diferenca ndo é
significativa, pois pela analise hierarquica podemos verificar que, estes meses estdo agrupados
em uma mesma classe. A CP3 evidenciou o mirceno como componente principal, ele teve o
seu maior teor no més de maio, esta substancia € uma das que ndo apresentaram variacao
significativa ao longo do tempo (3,2% - 3,7%), como pode se visualizado na tabela 2.

O a-pineno, B-pineno e outras substancias exibiram correlagdo positiva com 0s meses
de fevereiro e maio, e correlacdo negativa com 0s meses de outubro e novembro. Portanto,
estes compostos quimicos apresentaram uma influéncia diretamente proporcional com o0 més
de fevereiro, ao contrario do limoneno que nesses periodos apresentam suas menores
concentrages (grafico 7/tabela 2).

Algumas piperaceas da Amazonia possuem alto teor de a-pineno e B-pineno, em
detrimento do limoneno, como € o caso da P. anonifolium (53,1%; 22,9%; 1,7%,) e P.
hostimanianum (45,6%; 6,1%; 5,7%), respectivamente (ANDRADE et al, 2009).

Outras piperaceas revelam que quando o limoneno esta com altissimo teor, 0 a-pineno
e o B-pineno possuem baixa concentracdo. Espécimes de P. demeraranum e P. tuberculatum
apresentaram este padrdo de variacdo, no entanto, este modelo ndo é identificado em todas as
plantas deste género (ANDRADE et al, 2009).

Influéncias ambientais dos periodos de fevereiro-maio, provavelmente néo
interferiram na concentracdo de algumas substancias do presente estudo, como o B-pineno,
pois este permaneceu constante (17,5%), e o a-pineno, que evidenciou sua maior
concentracdo em maio (37,7%) e um valor aproximado no periodo de fevereiro (37,1%). Na
avaliacdo sazonal dos compostos do 6leo essencial da espécie Eugenia neonitida, 0 a-pineno
teve a sua maior concentracdo no més de fevereiro (3,1%) (DEFAVERI, 2011), o que sugere
que as condigdes deste periodo favorece o aumento de sua concentracao.

Lima et al (2003) afirma que a maioria das espécies apresenta um padrdo de
diminuicdo na producdo de monoterpenos frente a baixa intensidade luminosa. Porém, a
maioria dos estudos é realizada em regides com condicOes diferentes da regido amazonica,
este modelo provavelmente ndo se aplica para espécimes amazonicos, pois 0 a-pineno, -
pineno e limoneno séo todos da classe dos monoterpenos e apresentaram repostas diferentes

em relagéo ao periodo coletado.



49

Outras substancias que possuem uma correlagdo positiva com o més de fevereiro séo o
canfeno e allo-aromandreno (gréfico 7). E as que revelaram uma correlagdo positiva com o
més de outubro foram o trans-pinocarveol E-cariofileno, y-cadineno, a-canfolenal, p-
gurjuneno ¢ a-cadinol.

Entre as vérias substancias que demonstraram possuir uma correlacdo positiva com os
meses de outubro e novembro se destaca o linalol, que apenas nestes periodos fez parte da
composicdo do 6leo essencial de P.obliquum. O estudo realizado por Mendes et al (2012)
verificou que o linalol ndo ocorreu na composicao do dleo essencial da Dalberguia frutescens
no periodo de maior precipitagdo, exibindo seus maiores indices nos meses de menor
precipitacdo e maior insolagéo.

No presente trabalho o a-terpineol apresentou baixa concentracao (0-0,5%) e mostrou
uma correlacdo positiva com o més de agosto, este composto também estava presente nos
meses de outubro e novembro, porém no més de fevereiro foi ausente, retornando a aparecer
no més de maio (0,03%) (Grafico 8). Na avaliacdo sazonal do 6leo essencial de Tetradenia
riparia o a-terpineol demonstra baixo teor em todos os periodos analisados (0,57%-0,83%)
com maior concentracdo no verao (dez.-fev.) (GAZIM et al, 2013).

O a-cadinol e o carotol foram identificados apenas nos meses de outubro (0,3%;
0,03%), novembro (0,75%; 0,2%) e agosto (2,3%; 0,8%). Para a espécie Tetradenia riparia,
este composto apresentou suas maiores porcentagens (8,33%) nos meses de primavera-verao
(out.-fev.) (GAZIM et al, 2013).

Através do ACM foi possivel verificar que a maioria das substancias apresentou
baixissimo e baixo teor (gréafico 8), independente do periodo coletado (Apéndice E).

Os compostos que demonstraram padroes divergentes foram o a-pineno, o canfeno e o
B-pineno, apresentando alta concentragédo (12,5%-37,7%). O limoneno no més de novembro
apresentou um teor alto (5,7%) e concentracdes médias para 0s demais periodos.

O oa-pineno foi o composto majoritario para todos os periodos analisados,
compreendendo entre 23,8% (Ago.) e 37,7% (Maio). O canfeno mostrou-se como a segunda
substancia em teor e variou entre 17,1% e 23,5%, para 0s meses de agosto e fevereiro,
respectivamente (Tabela 2). A maioria das piperaceas da regido amazonica independente do

periodo coletado apresenta o canfeno em baixa concentragdo (ANDRADE et al, 2009).
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Grafico 8: Resultado gerado atraves da ACM, com dados de substancias.
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Abreviaturas no Apéndice A; concentracdo: Me = média, Al = alta; e periodo coletado: E1 =
outubro, E2 = novembro, C = fevereiro, V = maio e S = agosto.

O mirceno, em todos os periodos analisados apresentou média concentracdo (3,2%-
3,7%), padrdo ndo divergente em outras piperaceas, pois na maioria das espécies seu teor é
baixissimo a médio, com algumas exce¢des, como em espécimes de P. kelegianum (5,2%), P.
hostimanianum (8,1%) e P. montealegranum (13,0%) (ANDRADE et al, 2009).

Os resultados da ACM complementam as observacdes da ACP, que demonstram a
correlacdo das concentracGes das substancias com os periodos amostrados. A variacdo das
substancias de P. obliquum, em resposta aos periodos de coleta, consolida o principio que a
defesa pelo quimismo € uma das estratégias dos vegetais por ndo poderem se locomover em
busca de condi¢bes ambientais melhores para suprir suas necessidades (MORAIS, 20092).

O fator ambiental climético além, de regular o crescimento e a distribuicdo das

plantas, é indispensavel para a sobrevivéncia dos vegetais (LARCHER, 2000).
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5 CONCLUSAO

Todos os compostos presentes no 6leo essencial de P. obliquum que compreende 0s
meses de outubro e novembro (2011), fevereiro e maio (2012) pertencem a classe dos
terpenos, destes a maioria sdo sesquiterpenos hidrocarbonetos, apesar dos compostos
majoritarios serem monoterpenos hidrocarbonetos.

Os compostos do 0leo essencial do més de agosto mostraram ser divergente em
relacdo aos dos demais periodos por apresentar cinco substancias restritas a esta amostra,
possuir um fenilpropandide e diminuir em sua composicdo a presenca de monoterpenos
hidrocarbonetos. A dupla rota biossintética de P.obliquum, demonstra a plasticidade
metabdlica dos espécimes frente as pressdes ao longo do ciclo climatico.

A analise de agrupamento demonstra que houve variabilidade quimica das
concentracdes dos compostos nos diferentes periodos e estas parecem estar relacionadas aos
fatores abidticos (chuva versus seca) dos periodos de outubro e novembro de 2011, fevereiro,
maio e agosto de 2012.

Estes resultados sdo apoiados pelas analises de componentes principais e analise de
correspondéncia multipla que demonstram também que a maioria das substancias produzidas
foi em baixa (e baixissima) concentracao independente do periodo coletado.

As substancias de maior concentracdo (a-pineno, canfeno, B-pineno e limoneno)
demonstraram claramente suas correlagdes com os periodos coletados. O maior rendimento
dos compostos majoritarios foi no periodo chuvoso, provavelmente o sistema hidrico deste
periodo pode ter sido a influéncia essencial para o aumento da produtividade dos metabdlitos
secundarios.

A variabilidade quimica de Piper obliquum frente as condicdes climaticas enfatiza a

sazonalidade como fator chave na variacdo das concentracGes dos compostos encontrados.
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APENDICE A-Dados da Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas

N°Estr. TR IR IR Composto ABR
(Lit.)

1 10,713 | 909 926 Tricicleno Tricy
2 11,753 | 931 939 a-pineno Pin_A
3 12,490 | 945 953 Canfeno Camp
4 14,051 | 973 980 B-pineno Pin_B
5 15,015 | 989 991 Mirceno Myr
6 17,190 | 1022 1031 Limoneno Limo
37 17,242 | 1019 1033 1,8-cineol Cine
7 20,906 | 1072 1088 Terpinoleno Terpin
8 21,454 | 1078 1095 Oxido de a-pineno Pin_ Ox_A
9 21,861 | 1083 1098 Linalol Lina
10 23,459 | 1101 1125 a-canfolenal Camph_A
11 24,168 | 1112 1139 Trans-pinocarveol Pinoc
12 26,049 | 1138 1156 Isoborneol Iso
13 26,872 | 1149 1177 Terpin-4-ol Terp_Ol
14 27,817 | 1161 1189 a-terpineol Terpi_ A
15 34,209 | 1248 1285 acetato de bornila born
16 38,275 | 1304 1351 a-cubebene Cube
17 39,864 | 1332 1376 a-Copaeno Copa
38 40,271 | 1337 1384 -bourboneno bour
18 40,989 | 1352 1391 B-elemeno Elem B
39 41,481 | 1358 1401 metil-eugenol met
19 41,953 | 1368 1409 a-gurjuneno Gurju_A
20 42,549 | 1378 1418 (E)-cariofileno Caryo E
21 43,126 | 1387 1432 B-gurjuneno Gurju_B
22 43,532 | 1395 1433 y-elemeno Elem G
23 44,610 | 1409 1454 a-humuleno Humu
24 45,007 | 1415 1461 Allo-aromandreno Aro
25 46,113 | 1429 1477 y-muuroleno Muur_G
26 46,303 | 1432 1480 Germacreno- D Germ D
27 45577 | 1435 1493 Viridifloreno Viridi
28 47,163 | 1443 1494 epi-cubedol epi-cub
29 47,560 | 1448 1499 a-muuroleno Muur_A
30 47,721 | 1450 1503 Germacreno- A Germ_A
31 48,326 | 1457 1513 y-cadineno Cadi_G
32 48,941 | 1465 1524 a-cadineno Cad A
40 49,124 | 1465 1542 a-calacorene Cala
41 50,415 | 1481 1549 elemol Elem
33 50,690 | 1486 1556 Germacreno- B Germ B
42 51,891 | 1500 1564 (E)-nerolidol nero
43 51,989 | 1502 1576 espatulenol espat
34 52,184 | 1507 1581 Oxido de cariofileno Caryo_Ox
35 55,559 | 1577 1594 Carotol Carot
36 56,269 | 1591 1653 a-cadinol Caol-A

60

N° Estr. = nimero da estrutura no Apéndice B; TR = tempo de retencéo; IR = indice de retencéo; IR

(Lit.) = indice de retencdo na literatura (ADAMS, 1995); ABR = abreviatura do nome da substancia.
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APENDICE B - Estruturas Quimicas do Oleo Essencial
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APENDICE-C- Cromatogramas do 6leo essencial de P.obliquum analisado por CG e CG-MS.
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Obs. PKRU-1 e PKRU-3= cromatograma do 6leo essencial de P.obliquum dos meses de outubro e
fevereiro, respectivamente.
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Obs. PKRU-2 e PKRU-4= cromatograma do 6leo essencial de P.obliquum dos meses de novembro e
maio, respectivamente.
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APENDICE D- Variag&o dos compostos do Oleo Essencial de P.obliquum segundo a classe de substancias.
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Grafico 10- Variabilidade das concentracoes das classes substancias de P.obliqguum em relacdo aos periodos analisados.out =outubro; nov.= novembro; fev. =

fevereiro; ago. = agosto. MH = monoterpeno hidrocarboneto; MO = monoterpeno oxigenado; SH = sesquiterpeno hidrocarboneto; SO =

sesquiterpeno oxigenado; FE = fenilpropandide.



APENDICE E- Variacio da Composigio Quimica do Oleo Essencial de P.obliquum.
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Gréfico 11- Variabilidade das concentracfes (%) das substancias de P.obliquum em relacéo aos periodos analisados. out =outubro; nov.= novembro; fev. =

fevereiro; ago. = agosto. Abreviaturas das substancias no APENDICE A.
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APENDICE F- Fotos da ESEC-Cuni& em alguns periodos de
coleta.

Aizzo, C.J. 2011/2012.

AlZZ0, C.J., 2012.
ESEC-Cunia: agosto de 2012,



