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RESUMO

PEREIRA, Elisabeth Alves Duarte. Prospeccio da erva baleeira (Varronia curassavica
Jacq.) em fragmentos da Mata Atlantica nos estados do Rio de Janeiro e Espirito
Santo, em busca por genotipos com maior teor de P-cariofileno e a-humuleno e
propriedades bioldégicas. 2022. 121p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica). Instituto de
Quimica, Departamento de Quimica Organica, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

A erva baleeira (Varronia curassavica, Boraginaceae) ¢ uma espécie nativa da Mata
Atlantica, que apresenta propriedades medicinais e, por isso, de interesse a industria
farmacéutica. Neste contexto, o presente estudo buscou estudar a diversidade quimica do
oleo essencial de 36 plantas de Varronia curassavica, coletadas em regioes litoraneas do
Rio de Janeiro e do Espirito Santo, em vegetagdo de restinga. O material vegetal foi
estabilizado reduzindo o teor de umidade para proximo de 15% e em seguida o dleo
essencial foi extraido por hidrodestilagdo e submetido a analise cromatografica (CG-DIC
e CG-EM). Apds a caracterizagdo quimica dos Oleos essenciais, os dados foram
organizados e submetidos a analises estatisticas descritiva e multivariada (ACP e AAH).
Também foi avaliada a toxicidade dos 6leos essenciais extraidos contra o inseto-praga
Callosobruchus maculatus, o fungo fitopatogénico Pestalotia sp. ¢ a forma epimastigota
do protozoario Trypanosoma cruzi. O 6leo essencial também foi avaliado quanto a sua
atividade toxica inseticida, fungicida. Foi possivel observar variagdes no teor de dleo
essencial indo de 0,34 a 4,20%, onde os maiores teores de Oleo essencial foram
observados nas plantas EB24 (4,20%) correspondente ao individuo coletado no estado do
Rio de Janeiro, seguido do individuo EB41 (3,93%), coletado no estado do Espirito Santo.
Foram identificadas um total de 177 substancias, no qual as substancias com maiores
frequéncias e maiores concentragdes também foram destacadas, sdo elas: a-Humuleno,
Oxido de cariofileno, Germacreno D, (2E,6Z)-Farnesol, Shyobunol e 2,3-dihidro-
Farnesol. A andlise de agrupamentos hierarquicos discriminou a formagao de 5 grupos
distintos: grupo 1 ((2E, 6Z)-Farnesol), grupo 2 (Shyobunol e Germacreno D-4-ol), grupo
3 (a-Santaleno), grupo 4 (B-cariofileno, Elemol e (2Z, 6E)-Farnesol) e grupo 5 (B-
cariofileno; 1,10-di-epi-Cubenol e o 2,3-dihidro-Farnesol). Por outro lado, quando
aplicados os critérios de dominancia entre as substincias majoritarias (proposta pelo
grupo de pesquisa) observamos somente quatro quimidtipos (qt) diferentes entre os 36
individuos estudados: Shyobunol, Germacreno D (30,9; 17,3%); Shyobunol, Cubebol,
Germacreno D (23,5; 12,3; 11,7%); Shyobunol, a-Santaleno, Germacreno D (15; 14; 11,7
%) e Shyobunol (31,7%). Os 0leos essenciais testados ndo apresentaram atividade toxica
relevante frente as espécies C. maculatus e Pestalotia sp., por outro lado, dois quimidtipos
foram toxicos frente a forma epimastigota de 7. cruzi. Esses resultados apontam para uma
grande diversidade quimica intraespecifica entre as plantas estudadas in sifu, indicando
que existem genotipos com potencial a ser explorado do ponto de vista agrondmico e
biologico contra 7. cruzi.

Palavras-chave: Boraginaceae, Cordia verbenacea, 6leo essencial, atividade bioldgica.



ABSTRACT

PEREIRA, Elisabeth Alves Duarte. Prospection of wild sage (Varronia curassavica
Jacq.) in Atlantic Forest fragments in the states of Rio de Janeiro and Espirito Santo,
in search of genotypes with higher B-caryophyllene and a-humulene content and
biological properties. 2022. 121p. Dissertation (Master in chemistry). Institute of
Chemistry, Department of Organic Chemistry, Federal Rural University of Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

The wild sage (Varronia curassavica, Boraginaceae) is a native species that has medicinal
properties and, therefore, of interest to the pharmaceutical industry. In this context, the
present study aimed to study the chemical diversity of the essential oil of 36 Varronia
curassavica plants, collected in coastal regions of Rio de Janeiro and Espirito Santo, in
restinga vegetation. The plant material was stabilized by reducing the moisture content to
around 15% and then the essential oil was extracted by hydrodistillation and subjected to
chromatographic analysis (GC-FID and GC-MS). After chemical characterization of
essential oils, data were organized and subjected to descriptive and multivariate statistical
analysis (ACP and AAH). The toxicity of the essential oils extracted against the insect
pest Callosobruchus maculatus, the phytopathogenic fungus Pestalotia sp. and the
epimastigote form of the protozoan Trypanosoma cruzi. The essential oil was also
evaluated for its insecticidal and fungicidal toxic activity. It was possible to observe
variations in the essential oil content ranging from 0.34 to 4.20%, where the highest
essential oil contents were observed in EB24 plants (4.20%) corresponding to the
individual collected in the state of Rio de Janeiro, followed by of the individual EB41
(3.93%), collected in the state of Espirito Santo. A total of 177 substances were identified,
in which the substances with the highest frequencies and highest concentrations were also
highlighted, they are: a-Humulene, Caryophyllene Oxide, Germacrene D, (2E,6Z)-
Farnesol, Shyobunol and 2,3- dihydro-Farnesol. The analysis of hierarchical clusters
discriminated the formation of 5 distinct groups: group 1 ((2E, 6Z)-Farnesol), group 2
(Shyobunol and Germacrene D-4-o0l), group 3 (a-Santalene), group 4 (B -caryophyllene,
Elemol and (2Z, 6E)-Farnesol) and group 5 (B-caryophyllene; 1,10-di-epi-Cubenol and
2,3-dihydro-Farnesol). On the other hand, when applying the criteria of dominance
among the majority compounds (proposed by the research group), we observed only four
different chemotypes (qt) among the 36 individuals studied: Shyobunol, Germacrene D
(30.9; 17.3%); Shyobunol, Cubebol, Germacrene D (23.5; 12.3; 11.7%); Shyobunol, a-
Santalene, Germacrene D (15; 14; 11.7%) and Shyobunol (31.7%). The essential oils
tested did not show relevant toxic activity against the species C. maculatus and Pestalotia
sp., on the other hand, two chemotypes were toxic against the epimastigote form of 7.
cruzi. These results point to a great intraspecific chemical diversity among the plants
studied in situ, indicating that there are genotypes with potential to be explored from an
agronomic and biological point of view against 7. cruzi.

Keywords: Boraginaceae, Cordia verbenacea, essential oil, biological activity.
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1. INTRODUCAO

A regido compreendida entre o litoral do Espirito Santo e o do Rio de Janeiro se
insere integralmente no bioma Mata Atlantica e algumas condi¢des especificas criam
regides ou zonas de alta diversidade. Dentro deste ambiente de grande diversidade a erva
baleeira (Varronia curassavica Jacq. (Boraginaceae)) esta inserida, sendo uma alternativa
para algumas comunidades no tratamento de enfermidades (MATIAS et al., 2013),

principalmente para o tratamento de processos inflamatorios e dores musculares
(BRISTOT et al., 2021).

Além da acdo anti-inflamatoria do 6leo essencial (OE) promovida pelo principio
ativo o-humuleno, outros estudos tém comprovado a agdo analgésica e antialérgica
relacionadas ao sesquiterpeno [B-cariofileno, evidenciando a extensdo das aplicagdes
farmacologicas que podem ser observadas no 6leo essencial da V. curassavica (BAKIR;
HIM; OZBEK, 2008; SAYYAH et al., 2003).

O oleo essencial da V. curassavica também apresenta outras atividades além das
farmacoldgicas como, agdo bactericida (DE CARVALHO et al., 2004; MECCIA et al.,
2009), fungicida, antiparasitaria, inseticida, acaricida, entre outras atividades biologicas
que podem ser exploradas com aplicagdo na agricultura e na saude animal (ALVES et al.,
2015; DE CARVALHO CASTRO et al., 2019; DE CASTRO NIZIO et al., 2018; DE
OLIVEIRA et al., 2019; NIZIO et al., 2015).

Embora as propriedades farmacoldgicas do dleo essencial presente nas folhas da
V. curassavica estejam atrelados aos dois sesquiterpenos a-humuleno e B-cariofileno
(PEREIRA et al., 2019), muitos outros compostos presentes na erva baleeira podem ser
encontrados em plantas silvestres no territdrio brasileiro, demonstrando um potencial
interesse aos diferentes setores econdmicos, como na industria de aromas e fragrancias
para a fabricacdo de temperos e cosméticos, na industria de quimica fina para o
isolamento de substancias ou para a sintese de derivados ou, simplesmente, para a
comercializacao do 6leo essencial (LANGE et al., 2012; QUEIROZ, 1993).

Diante disso, considera-se que ¢ de extrema importancia conhecer, proteger e
explorar as plantas silvestres, realizando estudos acerca da diversidade quimica da espécie
de interesse em seu ambiente natural (in sifu). Além disso, torna-se interessante a busca
de materiais genéticos que possuam potenciais farmacoldgicos e concentragdoes de
compostos conhecidos, afim de criar cole¢des ex situ de individuos, que apresentem
estabilidade do perfil quimico, afim de fornecer informagdes que sejam Uteis para auxiliar
no conhecimento da produgdo de 6leos essenciais e de estudos de outras potencialidades
que sejam de cunho medicinal, farmacologico e fitopatologico (NIZIO, 2015; PEREIRA
etal., 2019).

Nesse contexto, o presente estudo teve como principal objetivo explorar a
diversidade da espécie V. curassavica em seu ambiente natural (in sifu), na regido costeira
de dois estados da regido sudeste do Brasil: Rio de Janeiro e do Espirito Santo, uma vez
que sdo regides onde ha poucas informacgdes na literatura. Para a realizagdo da presente
pesquisa, foi necessario a realizagdo de uma prospecg¢ao, coleta de diferentes individuos,
extracdo do 6leo essencial e andlise do perfil quimico a fim de se apropriar de informagdes
sobre a diversidade quimica, potencial produtivo e exploragdo das atividades bioldgicas,
para o desenvolvimento de aplicacdes biotecnoldgicas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Potencial floristico brasileiro e a Mata Atlantica.

O Brasil ¢ um pais continental, ocupa quase metade da América do Sul e comporta
uma das mais ricas biodiversidades do planeta, abrigando uma diversidade de espécies da
fauna e da flora, devido a particularidade das suas distintas composi¢cdes de biomas
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2022). Segundo Coutinho (2006) o bioma pode
ser considerado como uma regido cuja caracteristicas microclimaticas sdo bem definidas.
Essas caracteristicas levam em considerag¢ao as intera¢des das condi¢des ambientais como
a associacao da fitofisionomia, organismos da fauna e flora, altitude, solo, salinidade e
recursos hidricos (IBGE- 2022).

O Brasil dispde de aproximadamente 50.097 espécies da flora e cerca de 100.000
espécies de animais, correspondendo cerca de 20% do total de espécies encontradas em
terra ¢ agua (BENEDICTO, 2019; REFLORA, 2022, MACIEL et al., 2016;
MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2022). Tamanha grandeza, faz com que o Brasil
esteja entre os cinco paises com maior diversidade ecoldgica do planeta, e essa
multiplicidade de plantas e animais se deve aos seus diferentes biomas e as transigoes
entre eles.

Os biomas que fazem parte do territorio brasileiro sao seis: a Amazonia, 0
Pantanal, o Cerrado, a Caatinga, os Pampas e ainda no dominio atlantico encontra-se a
Mata Atlantica que ¢ composta por formagdes florestais nativas (COUTINHO, 2006;
SANTOS, 2010).

Dentre os biomas brasileiros apresentados, alguns sofreram transformacoes
substanciais nas extensoes territoriais de suas paisagens e atualmente o mais ameacado ¢
com a menor cobertura vegetal ¢ a Mata Atlantica. Isso se deve principalmente aos
intensos danos provocados pela ocupacdo histérica e toda a sua extensdo relacionada a
exploragdo predatdria intensiva e desalinhada da floresta. Por exemplo, o pau-brasil, foi
alvo de acentuada extragdo pelos colonizadores da época, levando a quase extin¢ao da
espécie, além das intensas derrubadas da vegetacdo nativa para a implantagdo das grandes
plantagdes de monoculturas como a cana-de-agucar na regido Sul do pais e café na regido
sudeste (CARDOSO, 2016; ZAU, 1998).

A Mata Atlantica, chamada assim por margear o Oceano Atlantico, foi definida
pela Constitui¢do Federal de 1988 um Patrimonio Bioldgico Nacional (PITONI, 2009) e
¢ singularizada por cobrir uma grande parte da costa do pais, com entorno de 27% da sua
cobertura florestal original preservada (EMBRAPA, 2022; IBGE, 2022). A Mata
Atlantica se entende por cerca de 15 estados brasileiros, constituindo principalmente os
territorios das regides Sul e Sudeste e um pouco do litoral de alguns estados nordestinos
(IBF, 2009).

Por abarcar diferentes regides do territorio brasileiro, a Mata Atlantica, apresenta
diversos ecossistemas com diversificadas formagdes vegetais e climas. Possui regides
umidas o ano todo, com locais de estagdes secas e chuvosas. O solo, que em geral € raso,
¢ pouco ventilado, bastante imido e pobre em nutrientes e minerais. O relevo, no qual o
bioma se estende por toda planicie costeira, t€m variacdes de latitude e altitude e a
vegetacao, se divide em extratos: superior, dossel e baixo (MORAES, 2022;
CRISTIANO; SANTOS, 2010).

Esse conjunto caracteristico de diferentes variagcdes, permitem que a Mata
Atlantica tenha uma alta biodiversidade, tornando-se bastante heterogénea, composta por
vegetacoes exuberantes, com estruturas e composigoes floristicas diferenciadas. Além
disso também apresenta distintas fitofisionomias como manguezais, ilhas oceanicas no



litoral, campos de altitude, brejos interioranos, encraves florestais no Nordeste e
vegetagdes de restingas (Figura 1) (CRISTIANO; SANTOS, 2010).

Figura 1. Vegetacdo da regido litoranea do Rio de Janeiro, com fitofisionomia tipica de
restinga. Detalhe da area de coleta da planta Varronia curassavica crescendo em seu
ambiente natural no municipio de Rio das Ostras, RJ (A) e de Ponta Negra (B). Fonte:
Acervo Pessoal (2022).

Nas regides brasileiras onde ainda existe a Mata Atlantica, hd uma rica diversidade
biologica de fauna e flora endémicas, ou seja, espécies restritas a esse ambiente. Da flora
brasileira, estima-se que cerca de 8 mil espécies vegetais sejam endémicas, na qual em
torno de 55% das espécies sao arboreas e 40% sao nao arbdreas, além das plantas comuns
com 70% de espécies bridfitas e 64% de palmeiras (IBF, 2009).

Na regido sudeste, o estado do Rio de Janeiro ¢ reconhecido por possuir a flora
mais rica do pais, com nimeros bem expressivos da diversidade floristica (COELHO et
al., 2017b). Na atualidade, no Rio de Janeiro sdo registrados cerca de 334 familias com
1.821 géneros e 8.203 subespécies e variedades de plantas vasculares e bridfitas, e 1.740
dessas sdao endémicas (COELHO et al., 2017a).

Independente da localidade, a flora da Mata Atlantica brasileira apresenta
composicOes floristicas de forma bem variada, considerando a especificidade dos
ecossistemas que a constitui. A Mata Atlantica detém por exemplo, o recorde das
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angiospermas, com cerca de 20 mil espécies com uma faixa de 33% a 36% do total de
espécies do pais. Esses valores representam a grandeza da diversidade das plantas
lenhosas brasileiras quando comparadas ao grupo de angiospermas de outros paises
(Apremavi, 2022; BRASIL, 2009).

Devido a essa abundancia floristica, inimeras espécies florestais como erva mate,
caju, plantas ornamentais e medicinais sdo exploradas como atividade econdémica pelas
industrias, agricultura, turismo, urbanizacao e outras atividades. Muitas vezes, parte dessa
exploragdo ocorre de forma expansiva, ilegal e predatdria, fazendo com que haja
diminui¢do da biodiversidade. No entanto, ha outras possibilidades de se desfrutar desses
recursos sem a destrui¢ao ao meio ambiente (IBF, 2009).

O bioma presta diversos servigos que geram renda de forma preservacionista,
principalmente para as comunidades locais, como a recuperacao de florestas nativas para
a producao de madeira nobre em substituicdo as pastagens degradadas, ecoturismo,
gastronomia, uso multiplo de espécies vegetais incluindo as plantas aromaticas para
fabricagdo de esséncias de perfumes, cosméticos € o uso de plantas medicinais para
produgdo de fitoterapicos, 6leos essenciais e fibras naturais (FRANKE et al., 2005;
ROSARIO et al., 2020; SANTOS, 2010).

Existem outras formas de conservagao dos recursos genéticos que fazem parte da
biodiversidade e que podem ser mantidos nas condi¢des: in situ, que tem como finalidade
conservar populagdes de espécies em seu estado natural, preservando ndo apenas os
individuos da espécie de interesse, mas também os habitats onde as espécies ocorrem,
como por exemplo, a manutengdo de um banco genético (SIMON, 2010); condi¢do on
farm, que representa uma estratégia complementar a conservacao in sifu envolvendo a
conservagdo de recursos genéticos da agrobiodiversidade, como o plantio de variedades
crioulas cultivadas por agricultores (PAIVA et al., 2019) e por fim condicdo ex situ, que
envolve a manutencdo da biodiversidade fora do habitat natural, que geralmente
envolvem programas de desenvolvimento e pesquisas, principalmente aqueles
relacionados ao melhoramento genético e a manutencdo genética como por exemplo
banco de germoplasma, cultura de tecidos e niicleos de conservagido (BARRIOS; JOSE,
2010; LINO; BECHARA, 2000; MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2016).

2.2 Plantas Aromaticas e Medicinais.

Segundo a definicdo do Ministério da Satide (2019) pela Resolugcao-RDC n° 14,
de 14 de margo de 2013, planta medicinal “¢ a espécie vegetal cultivada ou nao, utilizada
com propositos terapéuticos” e as plantas aromaticas, “sdo espécies produtoras de 6leos
essenciais”’(SENAR, 2017), que sdo utilizados pelas industrias, como por exemplo
horteld, manjericao, alfavaca-cravo, alecrim e gengibre (EMBRAPA, 2022)

As plantas aromaticas e medicinais possuem no seu metabolismo substancias
quimicas, que sdo capazes de provocar respostas bioldgicas quando introduzidas no
organismo animal, além disso o consumo de medicamentos a base de plantas no Brasil é
crescente. Este ¢ um dos motivos pelo qual a producdo de plantas medicinais vem se
destacando no agronegodcio brasileiro, representando portanto, um ponto crucial no
desenvolvimento de produtos quimicos e farmacéuticos (LOURENZANI, 2004; SOUZA,
2015).

Na industria, quando a planta medicinal ¢ empregada para obten¢ao de insumos
para fabricagdo de remédios através dos seus principios ativos, tem como resultado o
medicamento fitoterapico. Segundo a defini¢do do Ministério da Saude Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria -RDC N° 26, (2014) os Medicamentos fitoterapicos sdao aqueles
obtidos empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas de vegetais, com
segurangca e eficidcia baseada em evidéncias clinicas. A base para produgdo de
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fitoterapicos ¢ a matéria-prima vegetal contendo principios ativos que possuem eficacia
e seguranca comprovadas cientificamente para o tratamento de uma determinada
enfermidade.

Com o objetivo de orientar e inserir com eficacia, seguranca e qualidade as plantas
medicinais com potencial para gerar produtos como fitoterapicos, o Ministério da Saude
(2006) elaborou e divulgou uma lista com cerca de 71 espécies de plantas medicinais de
interesse ao SUS. Dentre as espécies de plantas priorizadas na Relagdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (ReniSUS), algumas espécies sdo nativas do
Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Dentre as espécies medicinais relatadas na ReniSUS, algumas sao nativas da Mata
Atlantica como: Eugenia uniflora (pitanga), Bauhinia forficata (pata-de-vaca), Psidium
guajava (goiabeira), Schinus terebinthifolius (aroeira-vermelha), Passiflora alata
(maracuja doce), Mikania glomerata (guaco), Maytenus ilicifolia (espinheira santa),
Caesalpinia férrea (pau-brasil), Araucaria angustifolia (araucaria) e Varronia
curassavica (erva-baleeira) (Figura 2) (INSTITUTO DE PESQUISAS JARDIM
BOTANICO, 2021).



Figura 2. Plantas medicinais listadas na ReniSUS e que se encontram na Mata Atlantica:
Eugenia uniflora (A); Schinus terebinthifolius (B); Psidium guajava (C); Bauhinia
forficata (D); Maytenus ilicifolia (E); Mikania glomerata (F); Fonte: Adaptado de
PICOLOTTO et al., (2011) (A); Adaptado de MACIEL et al., (2016) (B); Adaptado de
ANDRADE et al., (2015) (C); Adaptado de SILVA-LOPEZ; SANTOS (2015) (D);
Adaptado de MARIOT; BARBIERI (2006) (E); Adaptado de VAZ, (2006) (F).

O cultivo e o uso de forma racional das plantas aromaticas e medicinais, além de
se tornarem uma ferramenta de preservacdo (POLITICA NACIONAL DE PLANTAS
MEDICINAIS E FITOTERAPICOS, 2006) se tornaram também, um instrumento com



viés social de geracdo de renda e desenvolvimento economico. Isso € possivel porque
compreende e mobiliza diversos setores empregaticios em todo pais como, laboratdrios,
farméacias de manipulagdo, atacadistas e programas de saude que geram uma elevada mao-
de-obra. Isso demonstra que esse tipo de mercado embora seja especifico é bastante amplo
(SENAR, 2017).

2.3 A Ervabaleeira (Varronia curassavica Jacq.).
2.3.1 Taxonomia e distribui¢do geografica.

Dentre as espécies que fazem parte do grupo das angiospermas com grande
representatividade na Mata Atlantica encontra-se, a Varronia curassavica Jacq., de
sinonimias: Cordia curassavica (Jacq.) Roem. & Schult, Cordia salicina DC. e Cordia
verbenacea DC. pertencente a ordem Boraginales, familia Boraginaceae (GILBERT;
FAVORETO, 2012; STAPF; SILVA, 2020).

A familia Boraginaceae retne cerca de 130 géneros e 2.500 espécies distribuidas
nas regides de clima tropical, subtropical e temperado. Além disso, abarca diversas
espécies de herbaceas e arvores com folhas (em sua grande maioria) alternas de tamanho
variado e flores hermafroditas, diclamideas, pentdmeras, gamossépalas e gamopétalas. Os
frutos dessa familia podem ser classificados em drupa (que apresentam endocarpo) ou
esquizocarpo (fruto seco indeiscente) podendo apresentar entre dois ou quatro mericarpos
(DANTAS et al., 2021a; MELO; VIEIRA, 2017).

O género Varronia possui espécies nativas no Brasil (TOLKE et al., 2013), dentre
elas, a V. curassavica Jacq, (Figura 3) (SiBBr, 2020). Ela ¢ conhecida popularmente por
erva baleeira, maria-milagrosa, erva-preta, maria preta, salicina (STAPF; SILVA, 2022).
Além disso, em inglés ¢ conhecida como blacksage ou maggy-plant devido ao odor

caracteristico ¢ semelhante ao de temperos prontos de carne (EL TOGHLOBI et al.,
2022a).



Figura 3. Caracteristicas das plantas de Varronia curassavica, familia Boraginaceae (A-
E). Detalhe do porte arbustivo da planta em seu ambiente natural (A e C). Detalhe da
inflorescéncia do tipo espigada de erva baleeira, de tamanho pequeno e coloragdo branca
(B). Detalhe do fruto do tipo cariopse pequeno e maduro apresentando coloracdo
avermelhada (D). Cultivo em canteiros no IAC (E). Fonte: Acervo pessoal (2020).



A V. curassavica ¢ uma planta nativa do Brasil e possui ocorréncia registrada em
quase toda América do Sul. No Brasil, se distribui do Ceara ao Rio Grande do Sul, numa
faixa entre 500 a 1.000 metros do litoral, sempre acompanhando a orla do Atlantico
(GILBERT; FAVORETO, 2012). E amplamente encontrada nas regides Nordeste, Sul e
Sudeste, além do mais, essa espécie esta intimamente associada a fitofisionomia restinga
na Mata Atlantica (LEAL-COSTA; AMELIA, 2017).

A restinga ¢ um tipo de vegetacao adjacente a praia, caracterizada por conter uma
diversidade fisionomica e flora de poucas espécies endémicas, quando comparada aos
outros ecossistemas. Entretanto, reflete um mosaico vegetal com fortes gradientes locais.
Esse complexo, abriga formagdes vegetais herbaceas, arbustivas e arbdreas que ocorrem
nas planicies arenosas de origem marinha e fluviomarinhas. Por conta disso, o solo que
forma a composi¢do vegetal ¢ bastante lixiviado e pobre demonstrando uma enorme
vulnerabilidade (HOELTGEBAUM et al., 2018; OREIRA; ROCHA, 1994; THOMAZI
etal., 2013).

Desde a colonizacdo europeia, a vegetacdo de restinga passa por um continuo
processo de degradagdo aliada as praticas de coleta extrativista, uma vez que essa ainda
continua sendo a forma utilizada para a obtencdo das plantas medicinais na natureza,
resultando na erosdo genética (APAM, 2019; HOELTGEBAUM et al., 2018). Além
disso, por estar associada a vegetacao tipica do litoral proximo as praias, a restinga sofre
impacto das agdes antrdpicas relacionados ao turismo e lazer, além da acentuada
ocupagao dessas areas pelo setor imobiliario, em funcao da expansao urbana. Por isso tem
se observado a necessidade de estudos que integrem processos de gestdo e planejamento
estratégico a fim de minimizar os efeitos da degradagdo socioambiental deste ecossistema
(HOLZER et al., 2004).

2.3.2 Aspectos botanicos.

A V. curassavica ¢é caracterizada por ser um arbusto bastante ramificado, ereto,
aromatico e com hastes fibrosas, medindo uma faixa de 0,5 - 4 metros de altura. Suas
folhas sdao simples, alternas, coriaceas, com formato lanceolada de margens denteadas e
sua coloragdo varia entre diferentes tonalidades de verde (claro ao escuro) (Figura 4)
(CLAROS, 2015; GILBERT; FAVORETO, 2012; OLIVEIRA, 2019; STAPF; SILVA,
2020).



Figura 4. Detalhe da disposi¢cdo das folhas de Varronia curassavica. As folhas de erva
baleeira sdo simples e alternas (A). O apice ¢ agudo com base decorrente, com formato
lanceolado e as margens das folhas sdo irregularmente denteadas (B). Fonte: Acervo
pessoal (2022).

As flores sdo identificadas por serem pequenas e de cor branca. Sua inflorescéncia
¢ racemosa, reunidas em espigas laterais medindo cerca de 10 a 15 centimetros. O célice
¢ gamossépalo e lobado, as sépalas sao unidas por aproximadamente dois tercos do seu
comprimento ¢ a corola é obovada e dentada. O conjunto reprodutivo masculino,
androceu, pode ser constituido por cinco estames € o gineceu, conjunto reprodutivo
feminino, ¢ 4-locular, apresentando 4 ld6culos (GILBERT; FAVORETO, 2012;
HOELTGEBAUM et al., 2018%).

Os frutos sdo cariopses esféricos, pequenos, drupaceos, mucilaginosos e quando
maduros apresentam coloragdo vermelho escuro. Mede em torno de 0,4 cm e comumente
pode apresentar uma semente (CLAROS, 2015; HOELTGEBAUM et al., 2018; NIZIO,
2015).

A V. curassavica contém antese diurna, apresenta protoginia e além de ser
hermafrodita, possui um mecanismo de defesa que impede a autofecundacdo, a
heterostilia. Esses atributos sdo comuns entre as espécies da familia Boraginaceae
(GASPARINO, 2005). A heterostilia se trata de um mecanismo de polimorfismo sexual,
ligada a um sistema de incompatibilidade, onde apenas o cruzamento de diferentes morfos
produzem frutos. (HERNANDEZ-MARQUEZ; ISHIWARA; SANTOS-GALLY, 2022).
Nessa condigdo, em uma mesma populacdo, as flores podem apresentar dois tipos
morfoldgicos em individuos diferentes e os dois morfos florais presentes na espécie
podem ser representados pelas flores brevistilicas, ou morfo short (S), que apresentam
estames longos e pistilos curtos e as flores longistilica ou morfo long (L) que apresentam
estames curtos e pistilos longos (Figura 5) (BRANDAO et al., 2015).
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Figura 5. Estagios de desenvolvimento da flor da Varronia curassavica (A); a: Botao da
flor, b: ruptura das sépalas, c: estigmas receptivos, d: corola exposta, e: expansdo e
separacao dos lobulos, f: flor completamente aberta, g: flor oxidada. a-g. Detalhes da
inflorescéncia de Varronia curassavica Jacq. a: Flor brevilistica, b: flor logilistica, c e d:
estrutura reprodutiva da flor brevilistica e logilistica respectivamente, e: inflorescéncia,
f: infrutescéncia e g: gineceu com 4 l6culos (B). Fonte: Adaptado de HOELTGEBAUM
et al. (2018).

2.3.3 Aspectos Agronomicos.

Varronia curassavica ¢ uma espécie ja cultivada em plantios comerciais que
visam a extracdo do 6leo essencial para a produgao de medicamentos. Ela é caracterizada
por ter o ciclo de vida perene e possuir duas formas de propagagdo: a sexuada, com a
utilizagdo das sementes, ou a assexuada, propagada a partir de estacas de ramos novos
(HOELTGEBAUM etal., 2018; STAPF; SILVA 2020; LIMA etal., 2021; VAZ; JORGE,
2006). Esta ultima forma de propagacdo tem maior viabilidade econdmica, uma vez que
¢ uma técnica que permite a uniformidade nas populacdes e a reproducao de genotipos de
interesse (MENDES et al., 2014; POSSAMAI COLLE; ROSSATO, 2021).

Lima et al. (2021) recomendam que o transplantio (Figura 6) das mudas de V.
curassavica das bandejas para as sacolas de plastico, deva ser feito quando elas atingem
um tamanho médio de 5 centimetros. Com cerca de quatro meses apds a semeadura, as
devidas praticas de manejo do solo devem ser realizadas. Para dar inicio ao plantio em
campo, o espacamento deve ser realizado sob 1,20 metros entre plantas, segundo a
recomendacao de Vaz e Jorge (2006).
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Figura 6. Producdo de mudas de Varronia curassavica por semeadura. As sementes
foram coletadas durante o estudo da planta em diferentes regides do estado do Rio de
Janeiro, com objetivo de formar uma colecao da espécie na UFRRJ. A primeira etapa
consistiu em realizar a semeadura em bandejas de isopor e substrato proprio para
producao de mudas (A) e na segunda etapa, apds dois meses, fora realizado o transplantio
das mudas para sacolas de plastico preto contendo substrato 2:1, com duas partes de areia
e uma parte de matéria organica (B). Fonte: Acervo pessoal (2022).

A V. curassavica cresce de forma abundante em solos arenosos e pedregosos
(MOTA, 2019). Porém, pode apresentar um bom desenvolvimento em solos com pH
acidos (4-5,5) e com alta saturagao de aluminio (HARTWIG; RODRIGUES; OLIVEIRA
JUNIOR, 2020; MENDES et al., 2015). No que se diz respeito as adaptagoes fisiologicas
da espécie, a V. curassavica apresenta elevada plasticidade e aumento significativo no
numero de folhas e estatura quando cultivadas em pleno sol e na condicdo de
sombreamento demonstra menor volume de massa fresca, seca e desenvolvimento
radicular (RODRIGUES, 2016).

Existem poucos relatos sobre informacdes acerca dos modelos ou dados de
producao da V. curassavica, entretanto, sabe-se que a espécie pode florescer em qualquer
época do ano, com maior intensidade durante as estagdes da primavera e verdo, devido
ao aumento da umidade e temperatura (HOELTGEBAUM et al., 2015). O inicio do
periodo das chuvas ¢ considerado a melhor época para o plantio da V. curassavica e a
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germinagdo ocorre entre 40 e 50 dias, com uma taxa média de 78% (HARTWIG;
RODRIGUES; OLIVEIRA JUNIOR, 2020). A colheita pode ser realizada apds um ano
de plantio e acerca das cultivares existentes hd apenas uma cultivar registrada no Registro
Nacional de Cultivares da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (2018) sob a sinonimia
de C. curassavica, de nimero 39149 no dia 29/06/2018, entretanto, apesar da espécie
estar registrada, ndo apresenta o relatorio de descritores.

A V. curassavica ¢ uma planta medicinal e por isso atualmente tem ganhado um
grande destaque, sendo bastante explorada, visando a extracdo do 6leo essencial presente
em suas folhas para producdo de medicamentos (DANTAS et al.,, 2021). Nessa
perspectiva as técnicas apropriadas para a obtengdo dos 6leos essenciais sdo requeridas,
logo, se faz necessario estudos aprofundados a esse respeito (LIMA et al., 2021). Além
disso, estudos focados na selegdo e melhoramento da V. curassavica, sdo fundamentais
para a padronizagdo da producdo e qualidade quimica do 6leo essencial (LIMA et al.,
2021; POSSAMAI; COLLE; ROSSATO, 2021).

Alguns estudos indicam que diferentes espagamentos e uso de cobertura morta
podem interferir na producdo de massa fresca de V. curassavica, provocando variagoes
na ordem de 8,7 a 5,9 t/ha/ano (BRANDAO et al., 2017). A producdo de massa fresca de
V. curassavica nas condigOes climaticas de Parnaiba, no estado do Piaui, Brasil, estd em
torno de 15 t/ha/ano (LIMA et al., 2021). Segundo Tonial et al., (2020) o rendimento de
matéria seca V. curassavica foi de 6,7 t/ha e rendimento de 6leo essencial de 66 L/ha,
com 4 meses de colheita. De acordo com Morandi (2009), uma lavoura de V. curassavica
instalada com 3 anos de idade pode fornecer de 16 a 25 t/ha/ano de massa fresca,
dependendo de qualidade do material genético e técnicas de cultivo.

Atualmente o valor comercial do 6leo essencial de V. curassavica pode chegar a
R$ 2,500 o litro (LEGEE, 2022). Entao, ha uma necessidade de se atentar aos diferentes
fatores que envolvem a produgdo de 6leos essenciais, que podem ir desde as condi¢des
de cultivo, até as condigdes de secagem e armazenamento.

2.3.4 Diversidade genética da Varronia curassavica.

Apesar do enorme potencial econdomico e farmacologico da V. curassavica,
existem divergéncias acerca do cultivo da espécie, principalmente quanto a produgdo de
biomassa e 6leo essencial de erva baleeira na literatura. Isso se deve aos diferentes fatores
que contribuem para essa variagdo, dentre eles: as condi¢des climdticas, nutricionais, o
manejo antes e pos-colheita, mecanismos de polinizagdo e como eles se relacionam com
a diversidade genética (CHAGAS et al., 2011; HOELTGEBAUM et al., 2015).

Nesse sentido, hd uma importancia acerca de estudos sobre diversidade genética
de populagdes da V. curassavica e a relagdo desta com o manejo. Pois informagdes sobre
ela, permite identificar alelos que sejam capazes de proporcionar ao organismo a
sobrevivéncia em seu proprio habitat (SANTOS, 2018).

Por exemplo, alguns estudos sobre conhecimento da diversidade genética da
espécie se tornaram extremamente relevantes, Coleman (1982) identificou que a espécie
apresenta diploidia, com n=9. Figueira et al. (2010) desenvolveu cerca de oito marcadores
microssatélites altamente polimorficos para a espécie, revelando que seis deles tinham
um padrdo multibandas tipicos de espécies poliploides. Além disso, outros estudos
revelaram também como a interferéncia antropica sobre o habitat pode influenciar na
espécie, como, Hoeltgebaum et al. (2015) com objetivo de caracterizar os niveis de
diversidade genética de populagdes de Varronia curassavica coletados em areas de
restinga, observou que esses niveis de diversidade sao intermediarios, ou seja, acredita-
se que a reducdo populacional da espécie esta diretamente atrelada a reducdo e
fragmentacdo dos habitats onde a espécie ocorre, portanto, o conhecimento da
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variabilidade genética ¢ fundamental, pois com ela, permite-se com que haja
domesticacdo da planta, incorporagdo da mesma nos sistemas produtivos regionais e
incorporagdo de estratégias preservacionistas a fim de conserva-la, como por exemplo
medidas de conservagao ex situ (FIGUEIRA et al., 2010; SANTOS, 2018).

2.3.5 Uso medicinal e fitoterapicos.

O resgate da ciéncia tradicional das sociedades humanas passadas e presentes sao
importantes instrumentos voltados para o uso sustentavel dos recursos naturais. Logo o
estudo da etnobotanica e a etnofarmacologia sao importantes ferramentas para integragao
das espécies vegetais com propriedades curativas como integrantes da cultura e da
civilizagdo. A etnobotanica ¢ um termo que abrange a reunido de informagdes a cerca
conhecimento da flora de uma regido pelo ser humano, ou seja, ¢ o estudo das relagdes
existentes entre os povos e as plantas, bem como elas sdo utilizadas como recurso
(BOSCOLO; FERNANDES; ROCHA, 2015; DE BRITO; DE OLIVEIRA;
RODRIGUES, 2021). J4 a etnofarmacologia, se trata da relacdo entre o conhecimento
popular mesclado aos sistemas tradicionais de medicina (ELISABETSKY, 2003;
FERREIRA; MARTINS, 2016).

Desde a antiguidade o uso de plantas medicinais vem sendo utilizado como
modelo de recurso terapéutico com finalidade de tratamento e prevencao de diversas
doengas pela humanidade. Foi descoberto, por exemplo, relatos de plantas com
finalidades terapéuticas em 2000 a. C. e em 1500 a.C., também foram encontrados os
primeiros registros com diversas informagdes acerca de espécies vegetais em um
manuscrito egipcio chamado “Papiro de Ebers” da farmacopeia egipcia. Esses eventos
acabam evidenciando entdo, que desde os povos primitivos até a descoberta e a
propagacao do uso dessas plantas fazem parte da cultura popular (PEREIRA et al., 2016;
SILVA et al., 2019).

Segundo a OPAS (2020), o uso da medicinal tradicional tem uma longa historia,
ancestralidade ou tradicao associados a soma de conhecimentos e praticas baseadas em
crencas que sdo explicaveis por métodos cientificos, utilizado para manter a satde,
diagnosticar, melhorar ou tratar doengas fisicas e mentais.

No Brasil, a reunido dos diversos conhecimentos de plantas medicinais trazidos
pelos jesuitas associados aos saberes dos povos indigenas, africanos e europeus,
auxiliaram no controle de doencas. Esse habito acabou sendo incorporado na cultura
brasileira e atualmente cerca de 80% da populagdo utilizam plantas medicinais como
recurso terapéutico (FERREIRA et al., 2021; PEREIRA et al., 2016).

Pelo fato de o Brasil dispor uma das maiores diversidades vegetais do mundo, o
pais acaba por apresentar um grande potencial para o desenvolvimento de fitoterapicos.
Segundo Oliveira et al., (2018) a fitoterapia ¢ um método de tratamento que utiliza plantas
medicinais como uma modalidade de terapia integrativa e complementar diante das
necessidades da satde. No Brasil ha duas politicas nacionais com objetivo de garantir a
integralidade a atengdo a satde, a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) e a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF).

Em 2006 a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (2006) e
a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (2006) foram criadas norteando
alguns principios para a melhoria e a aten¢do da saude (Figura 7). A PNPMF tem como
objetivo evidenciar o uso sustentavel da biodiversidade brasileira, o fortalecimento da
agricultura familiar, gerar empregos, renda e provocar o desenvolvimento industrial e
tecnoldgico. A PNPIC tem como objetivo incorporar e implementar as praticas
integrativas e complementares no SUS, contribuir no aumento da resolubilidade do
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Sistema, ampliacdo ao acesso a PNIPIC garantindo qualidade, eficiéncia e seguranga e
promover a racionalizag¢do das agdes de saude.

Além dessas duas politicas nacionais, em 2021 a Anvisa aprovou a 2? edi¢dao do
Formulario de Fitoterapicos (Figura 7). Ele ¢ composto de monografias, organizadas por
espécies vegetais, contendo oitenta e cinco monografias e oitenta e cinco espécies
medicinais, dentre essas, encontra-se V. curassavica com orientagdes para o preparo,
embalagem e armazenamento, adverténcias, indicagdes e modo de uso (ANVISA, 2021).

Figura 7. Referéncias da Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares ao
SUS, Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos e Formulario de
Fitoterapicos, respectivamente. Fonte: (ANVISA, 2021; BRASIL., 2009; BRASIL- MS,
2006).

As propriedades medicinais da V. curassavica fazem parte do conhecimento
tradicional de comunidades brasileiras e foram apropriadas pela industria farmacéutica
para a produ¢do de um fitoterapico bem promissor (HOELTGEBAUM et al., 2018a). Em
2004, saiu no Diario Oficial da Unido a aprovagao do registro do anti-inflamatorio topico
Acheflan (Figura 8), produzido pela Aché, cujo produto natural é o 6leo essencial de
erva-baleeira, descrita na época com a sinonimia C. verbenacea DC. (DANTAS et al.,
2021). De acordo com a bula do medicamento fitoterapico Acheflan, o principio ativo no
0leo essencial ¢ o alfa-humuleno que tem que estar presente na concentragdo de 0,130
mg/g de creme ou aerossol e possui como indicagdo terap€utica o tratamento local de
processos inflamatorios (Aché®, 2021).
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Figura 8. Acheflan, anti-inflamatdrio em aerossol, pomada e creme que possuem ativos
do oOleo essencial de erva Dbaleeira. Fonte: Ache. Disponivel em: <
https://www.ache.com.br/quem-somos/nossa-historia/> Acesso: 22/01/2022.

2.4 Oleo essencial.
2.4.1 Defini¢des, caracteristicas e aspectos gerais.

Por defini¢do da ISO 9235:2013, 6leo essencial é o “produto obtido a partir de
uma matéria prima natural de origem vegetal, por destilagdo a vapor, por processos
mecanicos do epicarpo de frutos citricos, ou por destilagdo seca, apds separacao da fase
aquosa (se existir) por processos fisicos”. E importante ressaltar que essas metodologias
fisicas que sdo participantes do processo (filtragdo, decantagdo e centrifugagcdo) ndo
mudam a sua composi¢ao original (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARDIZATION, 2013).

A hidrodestilacao (Figura 9) ¢ um método onde o material vegetal fica totalmente,
ou parcialmente em contato com a adgua fervente (BUSATO et al., 2014). Ainda, para a
obtencdo dos 6leos essenciais € necessario, em alguns casos, que haja a fragmentagdo do
material vegetal, para facilitar a extragdo (COSTA et al., 2005) e matérias-primas como
sementes, folhas, flores, cascas, rizomas, frutos, madeiras e caule estdo envolvidos na
producao de 6leos essenciais (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).
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Figura 9. Conjunto de hidrodestiladores do tipo Clevenger modificado. Extracdo de 6leo
essencial de folhas de erva baleeira. Fonte: Acervo pessoal (2022).

Quanto as caracteristicas fisicas, os 6leos essenciais sdo volateis, comumente
liquidos e incolores a temperatura ambiente e possuem densidade menor que a agua, com
algumas exce¢des como por exemplo os 6leos essenciais de cravo, canela, sassafras e
vetiver. Além disso, possuem atividade dptica e indice de refracao altos (DHIFI et al.,
2016).

Na perspectiva quimica, também podem ser definidos como misturas de natureza
complexa com a presenca de uma grande variedade de compostos pertencentes a
diferentes classes quimicas, entre elas dlcoois simples e terpénicos, éteres, aldeidos,
cetonas, ésteres, aminas, amidas, fenois e cumarinas (MALECK et al., 2021; MILLER,
2001).

A complexidade dos 6leos essenciais concilia a sua propriedade odorifera com
diversos aspectos, apresentam de modo geral baixa toxicidade para os mamiferos, sao
produtos biodegraddveis e por conta disso, apresentam baixa persisténcia no meio
ambiente, porém, nao se descarta a possibilidade de oferecer riscos e efeitos colaterais a
satde humana e animal, por ser um produto concentrado. Além disso sdo considerados
farmacologicamente ativos (MAES et al., 2021; MELO et al., 2019; REGNAULT et al.,
2012).

2.4.2 Metabolismo e classes quimicas.
As substancias produzidas pelo metabolismo das plantas podem ser classificadas
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de diferentes formas, entre elas se destacam as produzidas pelo metabolismo primario e
secundario (MORALIS, 2009). Os metabolitos primarios, como os agucares, aminoacidos,
acidos graxos, lipideos e nucleotideos, sdo aqueles que se destacam por fazer parte dos
processos que sao primordiais para as fungdes vitais da planta como fotossintese,
respiragdo, transporte ¢ assimilacao de nutrientes a fim de garantir o seu crescimento e
desenvolvimento celular (AMORIM; BORGES, 2020). Os metabdlitos secundérios por
sua vez, sdo substancias que apresentam diversas funcdes ecoldgicas como alelopatia,
atracdo de animais polinizadores, toxicidade contra herbivoros, agentes fitopatogénicos
como bactérias e fungos, fazendo entdo com que a planta tenha uma melhor adaptagao
pelas condi¢des impostas pelo ambiente (MALECK et al., 2021; MORALIS, 2009).

Os metabolitos secundarios sdo sintetizados em diferentes vias de biossintese e
sdo classificados de acordo com o tipo estrutural. Nos 6leos essenciais, duas classes
quimicas sdo predominantes: os terpendides e derivados de fenilpropandides (MALECK
et al., 2021). Os terpendides sdo compostos formados por duas ou mais unidades
isoprénicas, que por sua vez sdo constituidos por cinco atomos de carbono (C5). A
depender do numero de unidades isoprénicas, os terpenodides recebem diferentes
denominagdes, por exemplo, os monoterpenos, que possuem duas unidades isoprénicas
(C10) e os sesquiterpenos contendo trés unidades isoprénicas (C15), esses, sdo as
principais classes de terpendides presentes nos 6leos essenciais (AMORIM; BORGES,
2020).

Nas plantas, as unidades isoprénicas podem ser formadas por duas vias, a do acido
mevalonico (MVA) que ¢ uma rota citoplasmatica (Figura 10) e a via plastidial
denominada de via do Metileritritol-fosfato (MEP) (Figura 11). Os fenilpropanoéides sdao
sintetizados pela via do acido chiquimico (Figura 12) que ocorre nos plastideos
(OKADA, 2011; SANGWAN, et al., 2001).
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Figura 10. Representacdo resumida da via do acido mevalonico até a formagdo das
unidades biogénicas de mono e sesquiterpenos. Fonte: Modificado de SANTOS (2020).

Na via MVA os intermedidrios de biossintese sdo trés moléculas de acetato
ativadas a coenzima-A (acetil-CoA) que se condensam para formar apds varias etapas em
dimetilalil-pirofosfato (DMAP) e isopentenil-pirofosfato (IPP). Na Via MEP, por sua vez,
dois intermedidrios da via das pentoses fosfato plastidial, o piruvato e o gliceraldeido-3-
fosfato, sdo condensados para ao final da via, formar os isoprendides DMAP e IPP. Essas
unidades biogénicas se condensam através da catalise da enzima geranil difosfato sintase
formando o geranil disfosfato (GPP). O GPP, ¢ uma molécula de 10 carbonos, que sdao
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precursoras da maioria dos monoterpenos. Uma vez que o GPP se condensa a mais uma
molécula de IPP, catalisada pela enzima farnesil disfosfato sintase, forma o intermediario
farnesil disfosfato (FPP), que possui 15 carbonos, € ¢ a molécula precursora da maioria
dos sesquiterpenos (SANTOS, 2020).

Os fenilpropandides compartilham em parte a mesma via que da origem aos
aminodcidos aromaticos, a via do chiquimato ou do acido chiquimico, que tem inicio na
condensagdo dos precursores eritrose-4-fosfato e o fosfoenolpiruvato, provenientes da via
das pentoses fosfato plastidial e de uma via glicolitica ancestral que também ocorre nos
plastideos. Uma vez formado, o 4cido chiquimico passa por diversas reagoes sintetizando
os aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e triptofano). A fenilamina formada ¢
desaminada pela fenilalanina amdnia liase, originando o 4cido cinamico, o primeiro
fenilpropanoide (KLEINGESINDS, 2016; MOTA, 2019).
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Figura 11. Representacdo resumida da via do metileritritol-fosfato at¢ a formacdo das
unidades isoprenicas. Fonte: Modificado de SANTOS (2020).
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Figura 12. Resumo da Via do Acido Chiquimico até a formagdo do acido chiquimico,
precursor dos fenilpropandides. Fonte: SANTOS (2020).

Monoterpenos e sesquiterpenos e suas formas oxigenadas sdo as principais classes
quimicas encontradas nos 6leos essenciais de erva-baleeira. O sesquiterpeno a-humuleno
¢ o marcador quimico da espécie, apesar de ndo constar como uma substancia majoritaria
(Figura 13). Além deste, outros sesquiterpenos sdo comuns nos 6leos essenciais de V.
curassavica, como: o-pineno, p-felandreno, 1,8-cineol, o-tujeno, [-cariofileno,
biciclogermacreno, o6xido de cariofileno e epoxido de humuleno II (BARROSO
QUEIROZ etal.,2019; GILBERT; FAVORETO, 2013; OLIVEIRA et al., 2020; SILVA,
2006; MECCIA et al., 2009).
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Figura 13. Estruturas quimicas comumente encontradas nos 6leos essenciais de Varronia
curassavica. Fonte: Adaptado de Adams (2017).

2.4.3 Estruturas secretoras de 6leo essencial em Varronia curassavica.

As plantas sintetizam, acumulam ou eliminam substancias em células
especializadas, nos seus diferentes 6rgaos. A secre¢ao pode estar presente em uma vasta
diversidade de estruturas, como por exemplo, idioblastos (células parenquimaticas
diferenciadas) ou em estruturas multicelulares, como tricomas, bolsas, canais, cavidades
e laticiferos (FIGUEIREDO., et al 2007).

No género Varronia, em especial na espécie V. curassavica, as estruturas
relacionadas a secrecao de 6leos essenciais sao tricomas. Ventrella e Marinho (2008)
usando técnicas de microscopia de luz, fluorescéncia e eletronica de varredura nas folhas,
observaram a existéncia de tricomas glandulares do tipo globular e reniforme e nao
glandulares, curtos e longos com corpos cistolicos (Figura 14). Além disso, estudos
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fitoquimicos indicam que ha altas propor¢des de mono e sesquiterpenos nesses tricomas
(VENTRELLA; MARINHO, 2008).

Figura 14. Tricomas encontrados na Varronia curassavica. Tricomas reniformes (A-D)
e Tricomas globulares (E-F). Fonte: VENTRELLA; MARINHO, (2008).

2.4.4 Mercado de Oleo essencial.

A demanda por 6leos essenciais tem aumentado anualmente de forma consistente.
Como matéria prima, eles possuem grandes aplicagdes em diversos setores industriais
(aroma e fragrancias, farmacologia e quimica fina) e de servi¢os como: aromaterapia e
outras integradas a saude e bem estar (BIZZO et al., 2009; FACANALI et al., 2020;
REGNAULT-ROGER et al., 2012; SOUZA et al., 2010).

Em termos de valores econdmicos, os principais paises que compde o ranking do
mercado de 6leos essenciais sdo: a India, os EUA, Franga, China e Brasil, muito embora,
em termos de quantidade exportada o Brasil ocupe o primeiro lugar, devido ao grande
volume produzido e exportado de 6leo essencial de laranja e citricos (BIZZO; REZENDE,
2022).

O mercado de 6leos essenciais no Brasil € ressaltado por possuir uma vantajosa
biodiversidade de recursos naturais em relagdo a outros paises, exportando por volta de
22 O6leos essenciais. Dentre eles, alguns oOleos essenciais se destacam, o de laranja,
eucalipto e o de limao. Cerca de 154, 6 mil toneladas de OE de laranja foram produzidos,
o equivalente a 418 milhdes de dolares; em torno de 7.520 toneladas de 6leo essencial de
eucalipto foram exportadas nos ultimos 10 anos, gerando em torno de 83 milhdes de
dolares; o dleo essencial de limao, por sua vez, foi responsavel pela movimentacdo de
136 milhdes em exportagdes desde 1997 (BIESKI et al., 2022; BIZZO; REZENDE, 2022)

Quanto a importacdo de Oleos essenciais, o pais importa em torno de 32,978
toneladas, com destaque para o 0leo essencial de menta japonesa (42%); cerca de 14,180
toneladas de Mentha arvensis L. foram importados em 10 anos, representando um total
de 186 milhoes de dolares (BIESKI et al., 2022).

Em 2020, o pais teve uma exportacdo de 6leo essencial e materiais de sabor bem
expressiva, com cerca de 72.064,39 toneladas, que representa um faturamento de US$
151,99 milhdes e importou por volta de 14.277,06 toneladas, representando US$229,9
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milhdes (BUENO et al., 2021). Destes valores, 36,6 mil toneladas exclusivamente de
Oleos essenciais foram exportados, confirmando que o Brasil tem um lugar de destaque
na producdo de o6leos essenciais e ¢ um importante ator na cadeia de producdo e
comercializacdo de 6leos essenciais € com impacto na balanga comercial (BIZZO;
REZENDE, 2022; SILVA et al., 2019).

2.4.5 Atividade biologica dos 6leos essenciais.

Estudos evidenciam que os 6leos essenciais apresentam propriedades biologicas
e podem ser utilizados como uma alternativa aos produtos de base sintética. Os 6leos
essenciais sdo utilizados como conservantes naturais no controle microbiano, por
exemplo, o Oleo essencial de cravo que possui atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus, Echerichia coli, Listeria monocytogenes ¢ Salmonella
Typhimurium (RADUNZ et al., 2019), ou o dleo essencial de louro que apresenta
atividade antifungica contra Aspergillus flavus (BELASLI et al., 2020).

Também possuem atividades medicinais comprovadas como a Rosmarinus
officinalis, com propriedades analgésicas, Lavandula angustifolia que pode servir no
tratamento de depressao e ansiedade, //licium verum, no tratamento de colicas e doencas
de pele. Além disso, o uso dos 6leos essenciais podem ter atividade inseticida ou repelente
como por exemplo a espécie Cymbopogon winterianus que serve como repelente contra
mosquitos (KARADAG et al., 2019; STAUDT et al., 2021; MELO et al., 2021; MIR et
al., 2020). Segundo Brito et al. (2021) os dleos essenciais de Citrus sinensis € a Pimenta
racemosa apresentaram sinergismo quanto ao efeito inseticida contra Sithopilus zeamais.

2.5 Atividades do 6leo essencial de Varronia curassavica e seus constituintes.

Sdo os constituintes presentes no OE de V. curassavica que lhes conferem as
propriedades medicinais e biologicas. Dentre as atividades medicinais e bioldgicas se
destacam: antineopldsica, anti-inflamatéria, analgésica, antiofidica, antimicrobiana,
antifiingica, antibacteriana e repelente (GILBERT; FAVORETO, 2013; SILVEIRA, et
al., 2012).

Para atividade antineoplasica, Baveloni (2018) na busca por tratamentos
alternativos para o cancer cervical, isolou a substancia cordialina A, de V. curassavica e
observou forte atividade antineoplasica. Além disso, Parisotto (2011) avaliando o
potencial antitumoral dos extratos da mesma planta, observou inibi¢do do crescimento
tumoral em camundongos, validando a utilidade da planta como agente antitumoral.

Também foi relatado por Sertié et al. (2005) em seus estudos investigativos, a
atividade anti-inflamatoria e analgésica de V. curassavica. Eles avaliaram a inibi¢do da
inflamagao pelo extrato etandlico das folhas de V. curassavica. Propuseram a indugdo de
edemas nas patas dos ratos, com nistatina e observaram que a administracao topica do
extrato das folhas de V. curassavica havia inibido o edema e que a administragao oral tem
efeito semelhante ao da nimesulida, demonstrando efeito analgésico bem como Oliveira
(2002), que validou a atividade anti-inflamatéria de V. curassavica. Em seu experimento,
houve inibi¢do da sintese e/ou atividade dos prostanodides, uma vez que houve reducao do
edema da pata dos camundongos induzido pela fosfolipase Az do veneno da Naja Naja.

Roldao et al. (2008) avaliaram a atividade antiulcera utilizando o extrato vegetal
da V. curassavica, pelos métodos etanol/HCL, etanol e lesdes géstricas induzidas por
piroxicano e validaram que o extrato possuia uma potente atividade antitilcera. Outra
propriedade medicinal apresentada pela espécie, ¢ a antiofidica. Ticli et al. (2005) notou
uma inibi¢do significativa do uso do extrato metanolico de V. curassavica em edemas
originados a partir de picada de cobra Bothrops jararacugu.

Além das propriedades medicinais, outros estudos também constataram a
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atividade biologica que o 6leo essencial de V. curassavica apresenta. Rodrigues et al.
(2012) observaram resultados positivos relacionados a atividade antifingica contra
Candida albicans e C. krusei e atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas
e negativas utilizando uma concentragao inibitéria minima de 64 pg/mL. Outros autores
também defendem a atividade antimicrobiana do dleo essencial de V. curassavica como
Meccia et al., (2009) que ao realizarem o método de disco difusdo em agar, mostraram
que o O6leo essencial de V. curassavica foi ativo contra as bactérias gram-positivas
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis com uma concentragdo inibitdria minima
de 170 pg/mL e 200 pg/mL. Alves, Santos & Matias (2014), ao utilizarem o extrato
hexanico de V. curassavica, avaliaram o potencial antibacteriano e modulador da
resisténcia basteriana de Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa e observaram que
ao combinar os extratos com o antibiotico, hd sinergismo e potencializagdo do efeito
antibacteriano de aminoglicosideos, concluindo que esse extrato hexanico ¢ uma possivel
fonte de produto natural.

Nizio (2015) com a finalidade de avaliar o potencial antifingico da V.
curassavica contra Lasiodiplodia theobromae, testou cinco grupos de 6leos essenciais
com diferentes individuos (I, I, III, IV, V). Como resultado o individuo II, IV e V, que
continham tricicleno e canfeno; E-cariofileno e 7-ciclodecen-1-ona,7-metil-3-metileno-
10-(1-propil) e por fim shyobunona e 7-ciclodecen-1-ona,7-metil-3-metileno-10-(1-
propil) respectivamente, em uma concentragao de 3% (v/v), inibiram 75% do crescimento
micelial nos fungos apds 96 horas de incubagao.

E Oliveira et al. (2019) com intento de avaliar a sobrevivéncia da formiga,
fizeram bioensaios de toxicidade de fumigagdo e atividade locomotora contra formiga
Dorymyrmex thoracicus, espécie que pode causar danos a saide humana, utilizando o
oleo essencial de V. curassavica (6 acessos). A exposicao da formiga ao 6leo essencial a
uma concentragdo letal de 50% exibiu resposta a sobrevivéncia da formiga, afetando a
atividade locomotora e causando repeléncia. Entre outros autores que avaliaram o efeito
do ¢6leo essencial de Varronia curassavica em outro inseto, Santos et al. (2006)
constataram esse O0leo de fato, possuia potencial larvicida contra larvas de terceiro instar
do mosquito Aedes aegypti.

2.6 Abordagem agroecologica para a protecdo de sementes contra pragas.

O Brasil ¢ considerado um grande pais produtor e exportador de commodities
agropecuarias como fibras, carnes, soja, cana-de-acucar, laranja e outros. No entanto, o
setor agricola enfrenta diversas perdas econdmicas devido a a¢do dos insetos pragas,
doencgas causadas por microrganismos € plantas daninhas. Nesse contexto, ¢ necessario
investigar e monitorar quais sdo os fatores e as principais pragas que levam aos
respectivos impactos econdomicos para os produtores e para o pais (OLIVEIRA et al.,
2014). Contudo, tem se observado nas ultimas décadas, uma certa negligéncia quanto ao
uso indiscriminado dos agrotoxicos no combate as pragas, causando males ao meio
ambiente (LOGANATHAN et al., 2011; VENZON et al., 2021).

Dentre os males causados pelo uso dos agrotdxicos se destacam: o acimulo de
residuos toxicos nos alimentos, contaminacdo de recursos hidricos, intoxicacdo de
produtores rurais € o aparecimento de pragas resistentes. Diante disso, existe a
necessidade de se substituir os agrotoxicos por métodos de controle de pragas ou por
produtos seguros que apresentem menor risco a satide humana e ao ambiente (CORREA;
SALGADO, 2011; JUNIOR; et al., 2022).

Diante disso, tem sido crescente a procura de técnicas conservacionistas dentre
eles, o uso de produtos naturais para o controle de pragas. O mercado internacional de
biopesticidas por exemplo, registrou um crescimento anual de 15% e no Brasil, o
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crescimento foi acima de 70%. (VENZON et al., 2021).

Entre os produtos naturais, algumas substancias vegetais tém sido consideradas
como base para formulacdes no manejo de pragas, pois podem ter varios efeitos sobre os
insetos como efeito toxico e repelente afetando o comportamento e o desenvolvimento
deles (MOREIRA et al., 2007). Por isso, ha uma crescente exploragao pelas industrias
agricolas nos produtos vegetais, a fim de produzir novos pesticidas a base de plantas
(KEDIA et al., 2015).

2.7 Atividade de oOleos essenciais frente a pragas e doengas agricolas.

O cultivo do feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L) Walp.) se destaca nas regides
Norte e Nordeste do Brasil, pois € um alimento com um amplo significado social: ¢ um
suprimento nutricional e participa da fixacdo de mao-de-obra. Entretanto, o feijao-caupi
¢ danificado por diversos insetos pragas, entre eles, se destaca o Callosobruchus
maculatus, ou popularmente conhecido como gorgulho do feijdo-caupi. Esse inseto ¢
responsavel por provocar perdas significativas do feijdo no campo e também no
armazenamento pods-colheita, podendo chegar até 100% de perdas, isso se deve ao seu
ciclo de vida (BARBOSA et al., 2013; JUNIOR; VILARINHO, 2017).

As fémeas do besouro poem em média 80 ovos, os quais sdo depositados no
tegumento da semente e apos a eclosao, as larvas comecam a se desenvolver no interior
do grao formando galerias através da alimentacdo do conteudo interno da semente até se
transformarem em pupas. Ao final do ciclo, quando adultos, os insetos perfuram o grao e
fazem uma janela de emergéncia (Figura 15). Esses eventos fazem, com que haja redugao
do peso do grao, diminuicdo da qualidade e viabilidade das sementes (KALPNA;
HAJAM; KUMAR, 2022; MASSANGO et al., 2017).

Figura 15. Representacdo do ciclo de vida do Callosobruchus maculatus. Fonte: Acervo
pessoal (2022).
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Apesar da eficécia obtida pelo controle quimico dessa praga, o uso dos quimicos
sintéticos podem levar a residuos de inseticidas em graos, populacdes resistentes e
provocar reinfestagdes nas condi¢cdes de armazenamento (BARBOSA et al.,
2013;JUNIOR; VILARINHO, 2017). Dessa maneira percebe-se um carecimento de
estudos de métodos alternativos que sejam ecologicos e sustentdveis no controle do
gorgulho do feijao-caupi (SANON et al., 2018).

Dentre eles se destaca o emprego de 6leos essenciais (SANON et al., 2018). Alves
et al. (2019) investigaram o efeito fumigante do dleo essencial de capim limao e Citral
sobre o ciclo reprodutivo do gorgulho do feijao-caupi e observou que a exposicao do
inseto ao 6leo essencial causou uma diminuigdo na postura de ovos e emergéncia de novos
adultos e que o composto citral apresentou efeito mais forte na mortalidade e menor na
postura de ovos. Matos et al. (2020) avaliou o potencial efeito inseticida dos dleos
essenciais de Illicium verum e Eugenia caryophyllus € notou que esses 0leos essenciais
apresentaram potencial efeito fumigante sobre C. maculatus e outros dois 6leos essenciais
foram testados por Jumbo et al. (2018), de cravo e canela que apresentaram atividades
inseticida contra o gorgulho do feijao-caupi.

Além dos insetos-pragas, os alimentos também podem sofrer ataques de outros
organismos como por exemplo, fungos e bactérias. Eles podem ser agentes causadores de
doencas nas plantas. Os fungos sdo capazes de produzir metabdlitos secunddrios,
micotoxinas, que sdo contaminantes naturais e persistem em alimentos e racgdes
(ZIMMERMANN; FURUIE; KATISKI, 2019). Dentre os géneros de fungos
considerados pragas, o género Pestalotia sp., se destaca por causar doengas em diversas
espécies de plantas como coqueiro, morangueiro e cajuzeiro, (PERES, et al., 2018). Esse
fungo ¢ caracterizado como parasitas endofitos ou saprobios, possuem estruturas como,
conididforos curtos e simples e apéndices apicais alojados em acérvulos escuros
(OLIVEIRA; ANTOLIOLLI; MORAES, 1991).

Ainda ha divergéncias acerca do género a respeito de sua morfologia, pois ha
contradi¢des quanto a existéncia de separagdo ou unidade com o género Pestalotiopsis,
inclusive, ha descri¢des que indicam algumas diferencas entre os mesmos, nao se sabendo
se ha distingao entre eles (MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2011). Entretanto alguns
autores consideram que Pestalotiopsis seja sinonimia de Pestalotia (DIONIZIO
CARDOSO et al., 2003).

O Pestalotia sp. causa danos econdmicos por ocasionar lesdes nas folhas de
coloragdo castanho escura, podendo formar frutificagdo no centro da lesdo que acometem
peciolos, estolhos, sépalas, frutos e causar morte de mudas (TEIXEIRA et al., 2015).
Logo, se faz necessario o controle da sua disseminagdo e produtos naturais tais como
Oleos essenciais com compostos secunddrios ativos, também tem se tornado uma
alternativa no controle de patogenos como fungos (DE ARAUJO et al., 2019). Silva
(2019) testou alguns oOleos essenciais dentre eles o O6leo essencial de Piper
gaudichaudianun contra os fungos do género Pestalotiopsis spp. Esse 6leo essencial tinha
como compostos majoritarios o fenilpropanoide Dilapiol (66,26%), seguido pelos
sesquiterpenos, a-Cariofileno (8,131%), Biciclogermacreno (4,53%) e Isocariofileno
(3,38%) e observou a completa inibi¢ao do crescimento micelial do fungo, atestando a
atividade antifingica desse 6leo essencial.

2.8 Atividade de 6leos essenciais contra Trypanosoma cruzi.

A doenca de Chagas (DC) ¢ causada pelo parasito Trypanosoma cruzi. Essa
doenca ¢ endémica da América Latina e ¢ caracterizada por ser uma zoonose causada por
insetos da ordem Hemiptera, que afeta mais de 70 géneros de hospedeiros mamiferos
(PACHECO et al., 2021; VERMELHO; RODRIGUES; SUPURAN, 2020).
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A principal via de transmissao ¢ a vetorial, podendo ser via sanguinea (transfusao),
placentaria, oral e acidental. O ciclo evolutivo do 7. cruzi se apresenta de duas formas
principais no ser humano: a forma tripomastigota, que ¢ considerada como infectante
circulante, mas ndo replicativa e a forma amastigota, forma replicativa e intracelular
(Figura 16). Ainda ha uma terceira forma que ele pode se apresentar, a epimastigota,
forma presente no limen do intestino do inseto, onde ocorre multiplicacdo por divisdo
binaria (KAWAGUCHI et al, 2019; OLIVEIRA et al, 2008; VERMELHO;
RODRIGUES; SUPURAN, 2020).

Figura 16. As duas formas principais de Trypanosoma cruzi. Tripomastigota (forma
sanguinea, infectante) (A) e amastigota (forma replicativa intracelular) (B). Fonte:
Adaptado de Argolo et al. (2008).

O T. cruzi quando eliminado pelas fezes do barbeiro se apresenta na forma
tripomastigota. Uma vez que o inseto infectado se alimenta do sangue humano e transmite
o protozoario, ele infecta as células proximo ao local da picada e assumem a forma de
amastigota, que se multiplica rapidamente. Apds a sua multiplicagdo, ocorre o
rompimento celular e os tripanossomideos entram na corrente sanguinea € no sistema
linfatico, assumindo a forma tripomastigota sanguineo. Dessa forma, se espalham pelo
organismo infectando mais células e criando novos ciclos (Figura 17) (ARGOLO et al.,
2008).
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Figura 17. Representacdo do ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi em triatomineos e
em mamiferos. Fonte: Argolo et al. (2008).

A DC apresenta duas fases distintas: a fase aguda, que dura de 4 a 8 semanas e
incluem sintomas de febre, inflamacao no local da inoculacao, edema palpebral unilateral
e a fase cronica que pode ser classificada como indeterminada, cardiaca e digestiva. A
fase indeterminada ¢ caracterizada pela soropositividade para 7. cruzi com auséncia de
sinais e sintomas cardiacos e digestivos. O cardiaco ¢ o mais grave, porque afeta o sistema
de condugdo e o miocardio e o digestivo € 0 menos comum, com sintoma que envolvem
disfagia, odinofagia, refluxo esofagico e perda de peso (PEREZ-MOLINA; MOLINA,
2018; OLIVEIRA et al., 2008).

O tratamento antiparasitario para DC se resumia no uso de dois farmacos, o
Benzonidazol (BZN), medicamento de primeira escolha utilizado na fase aguda e o
Nirfutmox (NFX) que atua produzindo espécies reativas de oxigénio que sdo toxicos para
o parassito (PONTES et al., 2021). Entretanto, atualmente o Nirfutimox, deixou de ser
utilizado no tratamento da doenca, uma vez que comecou a apresentar problemas de
resisténcia e embora o BZN seja usado desde 1970, ele apresenta muitos efeitos adversos
devido as altas doses administradas e apesar de eficaz na fase aguda, ndo ¢ eficaz na fase
cronica (BRITO et al., 2021; DA SILVA et al., 2012).

Devido aos problemas apresentados na atual forma de tratamentos comerciais
existentes, observou-se a necessidade de se avaliar novas formulagdes farmacéuticas e
novos compostos que sejam ativos em tripanosomatideos, eficazes, ndo toxicos e de
baixo custo (AZEREDO, 2013; CUNHA-FILHO et al., 2012). Nesse contexto, dentre as
modalidades da mecidina integrativa, estudos de espécies vegetais para obten¢do de um
fitofarmaco (substincias ativas isoladas de materiais vegetais, ou a mistura de substancias
ativas, matéria prima de origem vegetal), com extratos naturais e 6leos essenciais com
atividade tripanocida tem sido empregados como uma alternativa ao tratamento da doenga
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de Chagas (ALVES; MACIEL; CAMARA, 2020; VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005).

Os 6leos essenciais atuam induzindo apoptose e danificando as mitocondrias dos
organismos (PEREIRA et al., 2021a). Silva et al. (2020) realizaram um estudo in vitro
acerca da atividade tripanocida, em formas tripomastigotas ¢ os efeitos citotoxicos em
células da linhagem LLCMK, dos oleos essenciais das folhas de Zanthoxylum
riedelianum, Zanthoxylum rhoifolium e Kilmeyera coriacea e dos frutos de Xilopia
atomatica e Zanthoxylum rhoifolium e observaram que todos os Oleos essenciais
apresentaram atividade inibitéria, causando perda de viabilidade dos tripomastigotas,
também observou que todos os Oleos essenciais tinham efeito toxico para as células
estudadas nas concentragdes de 100 uL.mL™, o que indica que todos os 6leos avaliados
teinha baixa citotoxicidade, demonstrando que esses 6leos eram excelentes canditados
para o desenvolvimento de novos farmacos. Azeredo, (2013) avaliou a atividade
tripanocida dos 6leos essenciais de canela, limdo, capim citronela, pitanga, alecrim e
pinho e observou que dentre eles, o 6leo essencial de canela ¢ ativo sobre as trés formas
evolutivas de 7. cruzi.

3. OBJETIVOS.

Como objetivo principal, buscamos avaliar a diversidade quanto ao teor e perfil
quimico do o6leo essencial de V. curassavica crescendo em seu ambiente natural,
realizando a busca por espécimes em fragmentos da Mata Atlantica (prospecg¢do), na
regido compreendida entre o litoral do Espirito Santo e o litoral Rio de Janeiro, achamos
por bem coletar plantas nesse local para realizagdo da pesquisa, uma vez que sao regioes
onde ha poucos estudos relatados na literatura e por serem regides proximas € sob
influéncia da UFRRJ. Além disso, também analisamos a atividade bioldgica dos dleos
essenciais de erva-baleeira frente a microrganismos e pragas de interesse a saude ¢ a
agricultura, a fim de explorar o potencial biotecnoldgico da planta em outros segmentos
que ndo estdo descritos na literatura.

4. MATERIAIS E METODOS.
4.1 Regularizagdo da atividade de pesquisa.

Realizou-se o cadastro eletronico no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio
Genético e Conhecimento Tradicional Associado — SisGen (certiddo de autorizagao de n°
A34C045, Anexo 1) e pedido de autorizacao para as atividades de campo e coleta junto
ao Instituto Estadual do Meio Ambiente do Estado do Rio de Janeiro — INEA (autorizagao
n°® 046/2020, SEI-070002/006020/2020, codigo verificador 8762851 e CRC 0AEOF68F,
Anexo 2), e Instituto Chico Mendes de Conserva¢dao da Biodiversidade — ICMBio
(autorizagao n°® 75906-1, 13/10/2020 cod. aut. 0759060120201013, Anexo 3).

4.2 Prospeccao, identificacdo e coleta da erva-baleeira

A primeira prospeccao foi realizada no municipio de Buzios e Cabo-Frio no dia 6
de outubro de 2017 e resultou na coleta de 16 individuos. A segunda prospec¢ao ocorreu
no litoral metropolitano do Espirito Santo no dia 23 de outubro de 2018, resultando na
coleta de 8 plantas. A ultima prospeccao foi realizada no dia 23 de outubro de 2020, no
litoral norte do Rio de Janeiro, entre os municipios de Rio das Ostras e Campos dos
Goytacazes, resultando na coleta de 12 individuos (Anexo 4), totalizando 36 individuos
coletados (Figura 18). Nao houve mistura dos individuos coletados numa mesma
localidade, ou seja, as plantas coletadas pertenciam ao mesmo arbusto e todos os materiais
coletados estavam em estagio vegetativo/reprodutivo, receberam uma sigla de acesso EB
(Erva baleeira) e os locais de coleta foram identificados com as informagdes de latitude,
longitude e descricdo resumida do ambiente (Tabela 1).
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Figura 18. Locais de coleta de Varronia curassavica entre os anos de 2017 e 2020. Visado
geral das coletas no Rio de Janeiro e Espirito Santo (A). Em detalhes, a localizagdo das
coletas dos individuos EB13 a EB24 no litoral norte do Rio de Janeiro, do municipio de
Rio das Ostras até Campos dos Goytacazes (B), Individuo EB25 a EB40 na Regiao dos
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Lagos, municipio de Cabo-Frio e Buzios (C) e individuo EB41 a EB48 no litoral
metropolitano do Espirito Santo (D). Fonte: Adaptada Google Maps.

Foram coletados materiais da parte aérea, como ramos, folhas e frutos de cada
individuo. Os ramos contendo flores e/ou frutos foram transportados por
aproximadamente 24 horas, armazenados em sacolas de papel kraft e posteriormente
levados ao herbario, para a preparacao das exsicatas. As folhas destinadas a extracdo dos
Oleos essenciais foram secas em uma estufa com circulacao e renovagao de ar (modelo
Solab/SL 102), durante dois dias dentro a 36°C (Figura 19). Os frutos foram despolpados
e as sementes utilizadas para a produgao de mudas.

Figura 19. Secagem do material vegetal em estufa com renovacao de ar a 36°C. Detalhe
dos ramos prensados para preparacdo das exsicatas e as folhas embaladas em sacos de
papel Kraft (A). Detalhe da estufa Solab, modelo SL 102 (B). Fonte: Acervo pessoal
(2020).

4.3 Confeccao e registro das exsicatas.

Para o preparo das exsicatas (exemplares das plantas coletadas), 3 ramos de erva
baleeira foram separados e previamente desidratados para serem depositados no Herbario
da UFRRJ (RBR-UFRRIJ). O preparo das exsicatas se resumiu em 2 etapas: (1)
Preenchimento da planilha eletronica disponibilizada pelo site do proprio herbario, RBR-
UFRRYJ, para identificagdo dos diferentes individuos, cujo link disponivel para o acesso:
Jabot — Ferramenta publica de Validagdo de Planilha. (jbrj.gov.br). Apds a validacao da
planilha de dados, foi gerado uma etiqueta de identificagdo com as informagdes
fornecidas pelo depositante para cada amostra com o niumero de tombamento (registro)
(Tabela 1). (2) Confeccdo das exsicatas, que consistiu na montagem da exsicata seguindo
as instrugdes e recomendagdes do instrutor do Herbario (Figura 20).
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Figura 20. Preparacdo para registro no Herbario RBR. Detalhe da exsicata montada de
Varronia curassavica (A). Detalhe da exsicata com a ficha de identificagdo (B). Exsicatas
de EB13 a EB24 no Herbario RBR, UFRRIJ (C). Fonte: Acervo pessoal (2020).
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Tabela 1. Relacdo das plantas de Varronia curassavica coletadas, identificadas e

georreferenciada.

Individuos Municipio/Estado Registro Georreferenciamento
EBI13 Rio das Ostras/RJ RBR 55425 22°31'37.75" S; 41° 55' 48.93" W
EB14 Rio das Ostras/RJ RBR 55424 22°32'3.23"S;41° 55'54.16" W
EB15 Rio das Ostras/ RJ RBR 55423 22°30'27.32"S; 41° 54' 52.90" W
EBI16 Rio das Ostras/RJ RBR 55422 22°25'1.84"S;41°49'11.80" W
EB17 Macaé/RJ RBR 55421 22°17'26.94" S; 41° 42'30.56" W
EBI18 Macaé/RJ RBR 55420 22°16'54.37"S; 41°42' 7.81" W
EB19 Carapebus/RJ RBR 55419 22°11'17.86" S; 41° 38' 59.49" W
EB20 Quissama/RJ RBR 55418 22°12'6.14" S;41°29'0.62" W
EB21 Quissama/RJ RBR 55417 22°5'27.49" S; 41° 8' 30.65" W
EB22 Campos dos Goytacazes/RJ RBR 55416 22°4'"13.44" S; 41° 6'5.92" W
EB23 Campos dos Goytacazes/RJ RBR 55415 22°3'51.67"S;41°5'27.49" W
EB24 Campos dos Goytacazes/RJ RBR 55414 22°1'32.27"S;41°0' 58.92" W
EB25 Armagdo dos Buzios/RJ RBR 44252 22°45'39"S; 41°53' 8" W
EB26 Armacao dos Buzios/RJ RBR 44251 22°45'35” S;41°53'9"W
EB27 Armagdo dos Buzios/RJ RBR 44250 22°45'8” S; 41° 52" 41" W
EB28 Armacao dos Buzios/RJ RBR 44249 22°46'31” S;41°54'33" W
EB29 Armagdo dos Buzios/RJ RBR 44248 22°45'39"S; 41° 56'47" W
EB30 Armacao dos Buzios/RJ RBR 44247 22°44'51"S; 41° 57" 11"W
EB31 Armagdo dos Buzios/RJ RBR 44246 22°43'42" S; 41° 58'40" W
EB32 Armacao dos Buzios/RJ RBR 44245 22°43'18" S;42°0'35.49" W
EB33 Cabo Frio/RJ RBR 44244 22°39'53"S;42°0'22"W
EB34 Cabo Frio/RJ RBR 44243 22°42'39" S;42°0' 55" W
EB35 Armagdo dos Buzios/RJ RBR 44242 22°46' 55" S; 41°56' 27" W
EB36 Armacao dos Buzios/RJ RBR 44241 22° 47 58" S; 41°55' 52" W
EB37 Armagdo dos Buzios/RJ RBR 44240 22° 47 18" S; 41° 55'30" W
EB38 Armacao dos Buzios/RJ RBR 44239 22°47'32"S; 41° 57" 45" W
EB39 Armagdo dos Buzios/RJ RBR 44238 22°48'46" S; 41° 57' 22" W
EB40 Armacao dos Btizios/RJ RBR 44237 22°47'49" S; 41° 58' 8" W
EB41 Vila Velha/ES RBR 44720 20°24'4.86" S; 40° 19' 29.36" W
EB42 Vila Velha/ES RBR 44714 20°27'25" S; 40° 20" 27.88" W
EB43 Guarapari/ES RBR 44716 20°37'7.4" S; 40° 25' 54.28" W
EB44 Guarapari/ES RBR 44715 20°32'8.33" S; 40° 22'40.05" W
EB45 Guarapari/ES RBR 44722 20°32'20.35" S; 40° 22' 46.75" W
EB46 Serra/ES RBR 44721 20°10'31.92"S; 40° 11' 17.28" W
EB47 Serra/ES RBR 44724 20°9'50.6" S; 40° 11'4.76" W
EB48 Fundao/ES RBR 44723 20° 0' 52.15" S;40°9'27.35" W

4.4 Obtencdo dos dleos essenciais e rendimento (%, m/m).

A extracao de oleo essencial foi realizada no Laboratério de Plantas Aromaticas e
Medicinais (LabPAM), provisoriamente, localizado no Setor de Grandes Culturas da
UFRRYJ, Seropédica, Rio de Janeiro. Para a extra¢do dos 6leos essenciais foram utilizados
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30 gramas de folhas secas, 500 mL de dgua destilada em um balao de fundo redondo de
1L e o método utilizado foi a hidrodestilacdo por duas horas com auxilio de um aparelho
do tipo Clevenger modificado. O fluxo de vapor foi padronizado para uma vazao de 3,0
mL/m (trés mililitros de destilado por minuto). Apos a destilagdo o 6leo foi separado por
diferenca de fase, a vidraria lavada com pequeno volume de diclorometano para
recuperagdo do oleo essencial, a mistura foi filtrada, seca com Na>SO4 anidro (Figura
21A) e o solvente eliminado com fluxo N> gasoso, até atingir a estabilidade de massa
(Figura 21B).

Figura 21. Separagdo do 6leo essencial. Detalhe para a filtragdo e secagem do 6leo
essencial com Na2SO4 anidro (A). Etapa de eliminacdo do solvente organico
diclorometano com gés Nitrogénio (B). Fonte: Acervo pessoal (2020).

A massa foi expressa em porcentagem (%, m/m), com auxilio da balanca analitica
(modelo Unibloccom AUW-320 Shimadzu) com precisao de 0,1 mg (0,0001g), com base
na matéria seca livre de umidade. O teor de matéria seca (MSy), que € a massa seca livre
de umidade, foi obtida da seguinte forma: primeiro, foi pesado 2 gramas de material seco
contendo umidade, em seguida este material foi submetido a estufa a 101°C até alcancar
a estabilidade de massa, que foi considerada a massa da amostra seca (mas) € que permitiu
calcular o teor de massa seca da amostra (MSy) com base na equagdo (A). Onde: MS%
= teor de matéria seca (%); mas = massa da amostra seca (g); mau = massa da amostra
contendo umidade (material utilizado no dia da extracdao do 6leo essencial).

(A) MSy, = (mAs)* 100/(mAU)

Em seguida foi possivel calcular a matéria seca da amostra (MSa) vegetal utilizada
na extra¢ao do 6leo essencial, utilizando a equagdo (B). Onde: MSa= matéria seca da
amostra utilizada na extragdo (g); maue = massa da amostra contendo a umidade utilizada
na extragao (g).

(B)  MSa= (mave*MS%) /100
Por fim, foi calculado o teor de dleo essencial com base na matéria seca (OEoms)
utilizando a equagdo (C), onde mor = massa de 6leo essencial.

(C)  OE%wms=moe*100/MSa
4.5  Analise dos 6leos essenciais por CG-DIC e CG-EM.

As amostras foram analisadas em um Cromatografo Gasoso 5890 Series Il
(Hewlett-Packard, USA), equipado com um detector de ionizacdo de chama em um
injetor no modo “split” (1:20), que separou e quantificou os constituintes presentes no
0leo essencial. As substancias encontradas, foram separadas em uma coluna capilar de
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silica fundida, fase estacionaria 5% fenil, 95% dimetilpolisiloxano (30 m x 0,25 mm x
0,25 um DI). O gés de arraste foi o Hélio, com o fluxo de 1,0 mL min'!. A programacio
da temperatura da coluna foi de 50° C por 5 min, seguido por incremento de 3 °C min’!
até 120 °C, seguido por incremento de 5° min’!' até 250° e, finalmente, seguido por
incremento de 15 °C min™!' até 290 °C, mantidos por 20 minutos. As temperaturas do
injetor e do detector foram de 250 e 290° C, respectivamente.

Um Cromatégrafo Gasosos — espectrometro de massa QP-2010 Plus (Shimadzu,
JPN) foi utilizado na separacao e identificacao das substancias que fazem parte do dleo
essencial. As temperaturas do injetor e de interface foram de 220 e 250 °C,
respectivamente. O espectro de massa foi obtido em um detector quadrupolo que operou
a 70 eV, com intervalo de massa entre 40 e 400 mz' e a razdo de 0,5 scan s-'. A coluna
e a programagao foram as mesmas utilizadas para a analise CG-EM. As temperaturas do
injetor e do detector foram de 250 e 310° C respectivamente € o volume de amostra
injetado foi de 0,5 umL, utilizando o diclorometano como solvente.

A identificacdo dos constituintes do o6leo essencial foi realizada com base na
comparagdo dos espectros de massa das substancias de interesse com aquelas dos bancos
de dados do equipamento (NIST, 2008) e da literatura (ADAMS, 2017) e ainda com o
auxilio dos indices de reten¢do linear (VAN DEN DOOL; DEC. KRATZ, 1963).

4.6 Organizagdo da matriz quantitativa.

Os dados quantitativos referentes a concentragdo de cada substancia dos 6leos
essenciais dos 36 individuos de V. curassavica foram organizados em uma matriz de
dados, permitindo entdo, realizar comparagdes entre os valores das varidveis analisadas
(REIS & REIS, 2001). A matriz foi constituida por um total de 36 individuos distintos
(linhas) e um total de 271 substancias (colunas), onde 177 destas foram identificadas e 94
se caracterizaram como nao identificadas (NI seguido do tempo de retencdo) (Anexo 5).

Para a andlise dos dados foram impostas algumas restricdes com o objetivo de
enfatizar as variaveis com maior contribui¢cao na variancia total dos dados, sendo elas: as
substancias com concentragdo igual ou superior a 5% em pelo menos um dos 6leos
essenciais e/ou com frequéncia (fr%) maior que 40%, ainda, com a retirada dos compostos
que estavam coeluidos e os ndo identificados, totalizando cerca de 52 substancias
avaliadas.

4.7  Caracterizagdo dos quimidtipos.

Considerando que nao existem regras que definem os quimiotipos, sendo por uma
analise subjetiva das substancias majoritarias, optamos por fazer a distin¢ao deles através
de critérios proprios € com base na dominancia de uma (A), duas (A-B) ou trés (A-B-C)
substancias majoritarias em relagdo as demais, de acordo com a seguinte chave:

a) Quimiodtipo Ase A>2Be A>25%;

b) Quimidtipo A-B se B> 15% e B > 2C;

¢) Quimidtipo A-B-C se C>10% e C > 2D;

d) Quimidtipo indefinido ou misto, se nenhuma das opg¢des anteriores foi
atendida.

4.8 Analises.

4.8.1 Analise descritiva.
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A verificagdao da distribuicdo da variagdo dos teores do 6leo essencial dos 36
individuos, foi realizada através do grafico de Box-plot, analisando quais eram os maiores
e menores teores de cada regido. Além disso, também foi observado como as
concentragdes dos principais sesquiterpenos, o-humuleno e [-cariofileno, se
comportaram dentro das 36 espécies coletadas. Além disso, foram elaboradas figura para
analise visual (chemoarrays — modificado de ALVES et al. (2019) e SINGH et al. (2005))
que se baseava em barras coloridas, representando as 10 substidncias com maiores
concentragdes (>15%) e barras cinzas, representando as outras substancias nos 36
diferentes acessos de V. curassavica coletados.

4.8.2 Anadlise multivariada.

Inicialmente, os 36 individuos resultantes da prospeccdo (varidveis
independentes) e 64 substancias (variaveis dependentes) foram submetidas a uma
normaliza¢do, dividindo-se o valor observado pelo desvio-padrio da wvariavel
correspondente, a fim de conduzir a um sistema de informagdo de dados com maior
qualidade, robustez e confiabilidade (CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2020).

A matriz de dados padronizados foi submetida a analise multivariada, utilizando
o método de agrupamento da distdncia média (Unweighted pair Group Method with
Arithmetic mean, UPGMA), que constroi um dendrograma que reflete a estrutura presente
em uma matriz de similaridade pareada, utilizando como base a distancia euclidiana. Para
verificar o ajuste entre a matriz de distancia (matriz fenética) e o dendrograma (matriz
cofenética), foi calculado o coeficiente de correlagdo cofenética (SOKAL; ROHLF, 1962)
e para auxiliar na descoberta do no nimero de grupos o6timos no dendrograma, foi
considerado o método utilizado por Kelley et al., (1996).

As analises estatisticas de agrupamento hierarquico descritas acima foram
realizadas no Programa R, versdo 4.0.3 (2020-10-10), Copyright © 2020, The R
Foundation for Statistical Computing. J& as analises de Componentes principais € Box-
plot foram realizadas no programa estatistico Paleontological Statistics software package
for education and data analysis— PAST, versdo 4.10 (HAMMER et al, 2001).

4.9 Atividade antifungica e inseticida do 6leo essencial de Varronia curassavica.
4.9.1 Materiais

O fungo Pestalotia sp. foi isolado do mamao (Carica papaya L.) no Laboratério
de Plantas Aromaticas e Medicinais—LabPAM (Figura 22A), propagados em meio BDA
(Batata, Dextrose e Agar) e as colonias incubadas em camara com temperatura controlada
(27°C). Os insetos adultos da espécie Callosobruchus maculatus (Fab.) foram cedidos
pelo Dr. JH.R. Santos Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Cear4,
Fortaleza, Brasil. Desde entdo a colonia vem sendo mantida no Laboratorio de Plantas
Aromaticas e Medicinais (UFRRJ) com substrato feijdo-caupi (Vigna unguiculata), em
ambiente controlado: fotoperiodo natural, temperatura de 29°C ( 1°C) e umidade relativa
de 65% (= 5%). Os oleos essenciais utilizados nos testes bioldgicos foram obtidos apds
as coletas, conforme descrito no item 4.4 e armazenados a -15°C, no Freezer.

4.9.2  Preparo das solugdes e andlises para atividade antifingica.

As solugdes foram preparadas conforme descrito a seguir. Uma solucdo estoque
foi preparada a partir de 0,050g de dleos essenciais diluidos em 2 mL de DMSO
(dimetilsulfoxido), produzindo uma solucdo a 25 mg/mL. A partir da solugdo estoque
foram preparadas outras trés solu¢des em DMSO. As concentracdes dos 6leos essenciais
nos meios de cultura foram de 0,5; 0,25; 0,125 € 0,0625 mg/mL. Uma solucao de Folicur
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diluida em DMSO foi preparada a 0,5 mg/mL como controle positivo. Para o ensaio, foi
utilizado o método da diluicdo em meio de cultura BDA, que consistiu na diluicdo das
solucdes contendo os 6leos essenciais (tratamentos), controle positivo (folicur), negativo
(DMSO) e testemunha (somente BDA) no meio de cultura fundido (Figura 22B). Foram
utilizadas 5 repeticdes para cada tratamento. Em seguida os meios de cultura foram
vertidos para placas de Petri, em seguida, discos com 0,376 cm de didmetro contendo
estruturas propagativas do fungo Pestalotia sp. foram repicados para o centro das placas
de Petri contendo os meios de cultura solidificados (Figura 22C). Depois, as placas foram
lacradas com filme plastico e incubadas por 48 horas a 27°C.

Figura 22. Preparacdo dos ensaios para atividade fungica. Separagdo do material fonte
de estruturas propagativas do fungo Pestalotia sp. (A) Preparacdo da placa petri com as
solugdes (B). Colonia de fungo inoculada no centro da placa (C). Fonte: Acervo pessoal
(2022).

Apbs o periodo de incubacao, as placas foram digitalizadas (Scanner HP ScanJet
(G2410) e as imagens obtidas foram processadas no software Image J 1.53K USA, em
seguida foram utilizadas as fungdes "set scale", "make binary", "wand (tracing) tool" e
"measure" para a aquisicao da area de crescimento do halo fingico. Para o calculo das

estatisticas, o teste Tukey a 5% foi aplicado.

4.9.3 Preparo das solugdes para atividade inseticida e analises.

Uma solugdo estoque foi preparada a partir de 10 mg de 6leos essenciais diluidos
em 1 mL de CH2Cl: (diclorometano), produzindo uma solucdo a 10 mg/mL. A partir da
solucdo estoque foram preparadas outras quatro solugdes, onde foi diluido 100 pL de cada
solucdo formada em 1 mL de diclorometano. As concentra¢des formadas foram 10; 1;
0,1;0,01 € 0,001 mg/mL. Para o ensaio também foi utilizado o controle negativo (CH>Cl,)
e testemunha (sem tratamento) (Figura 23). Ap6s o preparo das solugdes, cerca de 200
puL de cada tratamento foram vertidos em discos de papel filtro, em seguida, os vinte
insetos foram colocados no pote e eles foram vedados com papel do tipo para-filme. Apos
48 horas foi contada a mortalidade dos insetos.
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Figura 23. Teste de mortalidade por contato em papel de filtro contendo 6leo essencial
de Varronia curassavica contra insetos adultos de Callosobruchus maculatus (nao
sexados). Fonte: Acervo pessoal (2022).

4.10 Avaliagao da atividade tripanocida contra epimastigota de Trypanosoma cruzi.

Também foi realizado um teste antiparasitario. Esse teste foi realizado com o uso
do 6leo essencial da V. curassavica coletados no presente estudo, contra o protozoario 7.
cruzi. Esse experimento foi conduzido pelo Laboratério de Imunologia e Virologia
Veterinaria do Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterinaria do Instituto de
Veterinaria. Para os tratamentos com os Oleos essenciais foram utilizados um
representante de cada grupo formado e foram escolhidos aqueles com quantidades
satisfatorias para o teste, que foram: EB45 do grupo 1(G1), EB18 do grupo 2 (G2), EB38
do grupo 3 (G3), EB44 do grupo 4 (G4) e EB23 representante do grupo 5 (G5).

Para os ensaios de atividade antiparasitaria se utilizaram a cepa Tulahuen C2C4-
LacZ do parasito Trypanosoma cruzi, sendo avaliado na forma epimastigota. Os parasitos
foram cultivados em meio LIT (Liver Infusion Tryptose), suplementado com hemina (25
mg/L) + 10% SFB, sendo encubadas a 28°C, realizando passagens sucessivas a cada 6-7
dias. Em uma placa de 96 pocos transparentes, os parasitos na forma epimastigotas foram
incubados por 7 dias na concentra¢do de 1x10° parasitos/mL em meio LIT suplementado
com hemina (25 mg/L) e 10% de soro fetal bovino e volume final de 150 pL/pogo. O
tratamento foi realizado com diluigdes seriadas dos oleos essenciais (concentracoes de
19,2; 48; 120 e 300 pg/mL) e utilizando como farmaco de referéncia o Benzonidazol
(BZD), em triplicata. Triplicatas de parasitos sem tratamento (controle Vivo), tratadas
com 0,5% v/v de DMSO (veiculo) e sem parasitos (controle branco) serviram como
controle do experimento. Apds o periodo de incubagao a placa foi centrifugada (1800 rpm
por 10 min a 4 °C) e teve seu sobrenadante removido, em seguida foi adicionado aos
pocos 100 pL de solucao de PBS, seguido de 30 uL 0,5 mM do substrato vermelho de
clorofenol B-galactopiranosideo (CPRG) em PBS, com 0,9% v/v Igepal CA-630. Apos
incubagdo por 1,5 h, a absorbancia foi medida a A= 570 nm, com auxilio de um leitor de
placas.

Tratamento estatistico de dados: Os dados de absorbancia foram convertidos em
valores de viabilidade relativa a média do controle veiculo, descontados da média do
controle branco, conforme a formula abaixo. Onde V' (%) = Viabilidade em %, Abs =
Leitura de absorbancia em determinado pogo, Mz = Média da absorbancia da triplicata do
Controle Branco, Mz = Média da absorbancia da triplicata do Controle Veiculo.
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V%) Abs — Mg

0) — —————
My — Mg

Os valores de percentuais foram inseridos no software GraphPad Prism 7, onde

foram realizados os calculos estatisticos e gerados os graficos. Para os célculos da
concentragdo inibitéria do crescimento em 50% (Clso) foi utilizado o modelo padrao do
software de regressao nao linear de para valor de concentragdo de inibidor versus resposta
normalizada com inclinagdo variavel. Os resultados para os valores de Clso foram obtidos
pela média de ao menos 3 experimentos independentes. Para os testes de significancia
estatistica foi utilizada a andlise de variancia simples one-way ANOVA.

5. RESULTADOS
5.1 Teor de 6leo essencial.

Na Tabela 2 pode ser observado os teores (%, m/m) dos 6leos essenciais de
Varronia curassavica obtidos a partir de amostras de folhas de 36 individuos (plantas)
coletadas em diferentes regides do estado do Rio de Janeiro e Espirito Santo, Brasil. Os
teores dos 6leos essenciais variaram de 0,34 a 4,20%.

Tabela 2. Teor (%, m/m) de 6leo essencial obtidos das folhas de Varronia curassavica.

Individuos Municipio (%)! Individuos Municipio (%)
EB24 Campos? 4.20 EB14 Rio das Ostras 1.09
EB41 Vila Velha 3.93 EBI16 Rio das Ostras 1.08
EB43 Guarapari 2.74 EB39 Buzios 1.05
EB26 Buzios® 2.63 EB47 Serra 0.93
EB22 Campos 2.38 EB30 Buzios 0.80
EB18 Macaé 1.97 EB37 Buzios 0.80
EB48 Fundao 1.87 EB40 Buzios 0.79
EB23 Campos 1.80 EB34 Cabo Frio 0.74
EB44 Guarapari 1.73 EB42 Vila Velha 0.70
EB32 Buzios 1.69 EB35 Buzios 0.68
EB20 Quissama 1.56 EB31 Buzios 0.67
EB45 Guarapari 1.53 EB29 Buzios 0.57
EB21 Quissama 1.48 EB15 Rio das Ostras 0.53
EB38 Buzios 1.39 EB33 Cabo Frio 0.51
EB17 Macaé 1.36 EB27 Buzios 0.48
EB19 Carapebus 1.16 EB46 Serra 0.47
EB28 Buzios 1.15 EB36 Buzios 0.44
EB13 Rio das Ostras 1.10 EB25 Buzios 0.34

Teor (%, m/m) ; 2Campos dos Goytacazes; *Armacio de Buzios

Também foi investigado como se distribuiu a variagdo dos teores do 6leo essencial
ao longo dos 36 diferentes individuos (Figura 24). O maior teor de 6leo essencial foi
encontrado no individuo EB24 (4,20%) na regido de Campos dos Goytacazes, seguido do
individuo EB41 (3,93%) coletado em Vila Velha, Espirito Santo. O menor teor de 6leo
essencial, foi encontrado no individuo EB25 (0,34%), coletado em Armagao de Buzios
(Tabela 2).
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Na Figura 24 pode-se notar que a mediana e média para os teores de 6leo essencial
de V. curassavica foi de 1,09 e 1,39%, respectivamente. Pode-se observar também, que a
metade do total de individuos coletados alcangou uma concentragdo acima de 1% e que
pelo menos 25% dos individuos encontrados tinham uma concentragdo superior 1,5%,
que corresponde aos individuos EB18, EB20, EB22, EB23, EB26, EB32, EB41, EB43,
EB44 e EB45 (Tabela 2).

Figura 24. Teor de 6leo essencial (%) das 36 plantas de Varronia curassavica descritos
em box-plot.

5.2 Caracterizagao quimica do 6leo essencial.

As andlises quimicas (CG-EM) dos o6leos essenciais dos 36 individuos de V.
curassavica foram realizadas e 271 compostos foram detectados por GC-MS, das quais
cerca de 80% a 90% das substancias foram identificadas, resultando em 177 substancias
conhecidas (Anexo 5). Desse total, foram realizadas duas restrigdes para selecionar
aquelas substancias que mais representaram a variagdo total dos dados, conforme
previamente apresentado na metodologia (item 4.6). Entdo, uma nova matriz de dados foi
originada, com cerca de 64 substancias (Tabela 3).

40



Tabela 3. Principais substancias encontradas nos Oleos essenciais de Varronia
curassavica.

Conc. (%) Ni3 Fr(%)*

Substancias! min.— max.?

o-Humuleno 0,3-11,1 36 100
Oxido de cariofileno 0,2-11,8 33 92
Germacreno D 0,3-134 32 89
o-Pineno 0,8-134 28 78
S-Elemeno 0,1-6,1 28 78
S-Cariofileno 0,4-19,8 25% 69*
y-Cadineno 0,3-13,4 24 67
1,8-Cineol 0,2-3,1 23 64
[- Bisaboleno 0,4-6,3 22 61
Acetato de bornila 0,3-1,4 21 58
[-Sesquifelandreno 0,3-1,3 20 56
Epoxido de Humuleno 11 0,2-1,0 20 56
o-trans-Bergamoteno 0,1-6,2 19 53
Sabineno 0,2-2,2 19 53
o-Copaeno 0,2-4,2 18 50
(E)-Nerolidol 0,2-1,8 17 47
Mirceno 0,2-0,7 16 44
Biciclogermacreno 0,3-12,2 15 42
a-Cadinol 0,3-9,0 15 42
a-cis-Bergamoteno 0,3-3,5 15 42
a-epi-Cadinol 0,3-3,3 15 42
o-Muurolol 0,2-2,0 15 42
(Z)-p-Farneseno 0,3-1,8 15 42
1,10-di-epi-Cubenol 0,2-20,0 14 39
a-Tujeno 0,3-7,5 14 39
0-Cadineno 0,2-7.4 14 39
Germacreno D-4-ol 0,4-17,3 13 36
(Z)-a-trans-Bergamotol 0,8-7,8 13 36
(2)-epi-f-Santalol 0,6-8,7 12 33
(E)-a-Bergamotenal 2,3-8,0 12 33
o-Santaleno 13,2-22,0 11 31
(E)-a-Santalal 2,6-9,1 11 31
Carotol 0,3-9,1 11 31
Ledol 0,4-5,6 11 31
Hidrato de -trans- Sesquisabineno 0,9-6,2 10 28
Shyobunol 0,9-31,7 9 25
10-epi-Cubebol 1,6-5,3 9 25
9- epi- (E)-Cariofileno 0,8-9,6 8 22
Sesquisabineno 3,7-5,2 8 22
Dauca-5,8-Dieno 3,9-13,0 7 19
Tricicleno 1,3-8.,7 7 19
(2E,6E) -Farnesoato de Metilo 0,4-23,1 6 17
Elemol 0,2-16,7 6 17
Allo-aromadendreno 0,4-7,2 6 17
2,3-dihidro-Farnesol 0,7-23,7 5 14
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Tabela 3. Continuagao.

Cubebol

Acetato de cedrila
Farnesol <(2E,6Z) ->
Farnesol <(2Z,6E) ->
trans-f-Guaieno
trans-Calameneno
y-Eudesmol

0,8-12,3
0,2-7,5
1,5-32,9
2,0-15,5
0,3-8,2
0,6-7,0
5,6

NSRS NS I S IR SR |

1

—_ —
—_

AN D

3

'Dados apresentados considerando restrigdo de 5% em pelo menos um dos dleos essenciais e/ou com frequéncia (Fr%
>40%). Também foram omitidas desta tabela as substancias ndo identificadas e co-eluigdes. 2Minimo —-maximo em 36
acessos distintos de erva baleeira. Frequéncia absoluta e “relativa. * Dos 36 individuos coletados, o B-cariofileno

apareceu em 25 amostras, porém no individuo EB45, foi identificado coeluido com outra substancia.

Os oleos essenciais de V. curassavica estudados se mostraram ricos em
terpenodides, sendo que as substancias que apresentaram maior frequéncia (>58%) foram
os sesquiterpenos a-Humuleno (100%), Oxido de cariofileno (92%), Germacreno D
(89%), B-Elemeno (78%), B-Cariofileno (67%), y-Cadineno (67%) e B-Bisaboleno (58%)
e os monoterpenos o-Pineno (78%); 1,8 Cineol (64%) ¢ Acetato de Bornila (58%)

(Tabela 3 e Figura 25).

42



Figura 25. Concentragio de Oxido de cariofileno (A), Germacreno D (B), a-Pineno (C),
B-Elemeno (D), y-Cadineno (E), 1,8-Cineol (F), B- Bisaboleno (G), Acetato de bornila
(H), p-Cariofileno (I) e a-Humuleno (J) nos 6leos essenciais das 36 plantas de Varronia
curassavica, descritos em box-plot a partir das substancias com frequéncias >58%.

As concentragdes de a-humuleno e B-cariofileno variaram de 0,3 a 11,1% ¢ 0,4 a
19,8%, respectivamente. Os maiores teores de o-humuleno e B-cariofileno foram
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encontrados no individuo EB43, do municipio de Guarapari-ES e os menores teores no
individuo EB24, de Campos dos Goytacazes-RJ (Figura 25). Entretanto, o individuo
EB24 foi o que apresentou maior teor de 6leo essencial, enquanto o individuo EB43
maiores concentra¢des de a-humuleno e B-cariofileno.

Observou-se também, que a média das concentragdes de a-humuleno e f-
cariofileno foram de 2,7% e 9,9% respectivamente e que a mediana das concentragdes de
a-humuleno e B-cariofileno foram de 2,1% e 9,7% nesta ordem. Além disso, verificou-se
que 50% das concentra¢des de a-humuleno se encontraram acima de 2%, enquanto em
50% das concentracdes de B-cariofileno, se encontraram acima de 5% (Figura 25).

Além dos compostos encontrados com alta frequéncia, também foram observados
compostos com concentragdes >15%, como: (2E,6Z)-Farnesol (32,9%); Shyobunol
(31,7%); 2,3-dihidro-Farnesol (23,7%); (2E,6E)-Farnesoato de Metilo (23,1%); a-
Santaleno (22%); 1,10-di-epi-Cubebol (20%); Germacreno D-4-ol (17,3%); Elemol
(16,7%) e (2Z,6E)-Farnesol (15,5%).

5.3 Avaliagdo dos quimiotipos e agrupamentos.

Considerando a proposta elaborada previamente pelo grupo de pesquisa com
plantas aromdticas e medicinais (NASCIMENTO, 2021) para a classificacdo dos
quimiotipos (item 4.7), foram encontrados apenas quatro tipos quimicos diferentes entre
as 36 amostras de Oleo essencial estudada, sendo eles o Shyobunol/ Germacreno D
(EB17); Shyobunol/ Cubebol/ Germacreno D (EB21); Shyobunol/ a-Santaleno/
Germacreno D (EB16) e Shyobunol (EB18). Nos demais individuos, os quimiotipos se
caracterizaram como indefinidos ou mistos (Tabela 4).

Tabela 4. Quimiotipos de Varronia curassavica com base na dominancia entre as
substancias.

Quimiotipos™ Plantas EB
Shyobunol (31,7%) 18
Shyobunol, Germacreno D (30,9; 17,3%) 17

Shyobunol, Cubebol, Germacreno D (23,5; 12,3; 11,7%) 21

Shyobunol, a-Santaleno, Germacreno D (15; 14; 11,7 %) 16

Indefinido ou misto 13, 14, 15, 19, 20, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
41,42, 43,44, 45, 46, 47, 48.

*Critério de dominancia descrito na metodologia.

Além disso, foram construidas imagens retangulares (arranjos quimicos) baseadas
em diferentes cores, onde cada cor representa uma das 10 substancias de maior
concentracdo nos Oleos essenciais (>15%), e isso permitiu uma analise visual
discriminante quanto a qualidade do dleo essencial. A partir desta proposta foi possivel
agrupar por semelhanca visual 5 grupos (de 1 a 5) e um sexto grupo (6) com 5
representantes que ndo apresentam homologia com os demais grupos e entre si (Figura
26).
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Figura 26. Agrupamento por andlise visual dos arranjos quimicos (chemoarrays). As
cores representam as 10 substancias com maiores concentragdes (>15%).

Foi realizada uma anélise de agrupamentos hierdrquicos pelo método UPGMA,
com base na distancia euclidiana, gerando um dendrograma (Figura 27). O coeficiente
de correlacdo cofenética resultou em uma alta correlagdo com 0,89%, a 1% de
probabilidade pelo teste de Mantel.
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Figura 27. Dendograma de dissimilaridade genética (UPMGA) com base em 36
individuos de Varronia curassavica coletados na regido litoranea do Rio de Janeiro e no
Espirito Santo. A linha representa a regido de corte para formacao dos grupos (1-5)
baseados no algoritmo de Kelley-Gardner-Sutcliffe.

Também foi realizado por meio do algoritmo de Kelley-Gardner-Sutcliffe
(KELLEY et al., 1996) o nimero de grupos Otimos, para verificar quantos grupos
estaticamente distintos seriam formados. Com base nesse algoritmo, foi possivel
distinguir a formagao de cinco grupos dissemelhantes (Figura 27).

Com base na analise de agrupamentos hierarquicos observou-se a formacao de
cinco grupos que foram descritos de um a cinco: grupo 1) com apenas o EB45, individuo
proveniente de Guarapari-ES que tinha principalmente o composto (2E, 6Z)-Farnesol
(32,9%) na sua composi¢do; grupo 2) formado pelos individuos EB13, EB14, EB16,
EB17, EB18, EB21 e EB24, foram coletadas entre Rio das Ostras e Campos dos
Goytacazes-RJ e EB26, que corresponde a Armagao de Buzios, contendo Shyobunol e
Germacreno D-4-ol no 6leo essencial; grupo 3) foi formado de oito individuos, EB25,
EB29, EB32, EB34, EB35, EB36, EB37 ¢ EB38 da regido dos Lagos e continha o a-
Santaleno (EB33-22,0%) como composto majoritario; grupo 4) foi composto por apenas
sete acessos: EB22, EB41, EB42, EB44, EB46, EB47 ¢ EB48, a substancia em destaque
nesse grupo foi o B-cariofileno (EB46-19,14%), exceto o acesso EB22, que teve como
principal composto o Elemol (16,7%) e o EB44, que além do B-cariofileno, tinha o (2Z,
6E)-Farnesol em destaque (15,5%); e por fim, grupo 5) formado por 10 acessos, onde
cinco acessos, EB19, EB20, EB23, EB28 e EB31 tiveram duas substancias em destaque,
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o B-cariofileno (EB28-15,8%) e o 1,10-di-epi-Cubenol (EB28-20%). Os outros cinco
acessos, EB15, EB27, EB30, EB40 e EB43, tinham como principal substancia o -

cariofileno, porém o EB40 tinha o 2,3-dihidro-Farnesol como destaque (23,7%) (Figura
27).

5.4 Atividade biologica do 6leo essencial de Varronia curassavica.
5.4.1 Atividade fungicida contra Pestalotia sp.

O dleo essencial de V. curassavica EB45, foi testado em cinco concentragdes
diferentes contra o fungo Pestalotia sp, pelo método da diluicdo em meio nutritivo solido
BDA. Foi observada diferenca significativa entre o Controle positivo (Folicur) e os
demais tratamentos. Nao houve diferenga significativa entre a testemunha (BDA) e o
Controle negativo (DMSO), porém constatou-se diferenca significativa entre a
testemunha e os tratamentos de 0,25 e 0,125 mg/mL. Além disso, houve diferenca
significativa entre outros tratamentos, o tratamento de 0,06 mg/mL diferiu
significativamente dos tratamentos de 0,25 ¢ 0,125 mg/mL (Figura 28 e 29). Entretanto,
apesar dos tratamentos terem resultados significativos, apresentaram uma atividade toxica
muito pequena.

Figura 28. Crescimento do fungo Pestalotia sp. sob efeito de diferentes tratamentos.
Testemunha (A); controle negativo (-) (B); Controle positivo (+) (C); Tratamento nas
concentragdes 0,06; 0,13; 0,25 e 0,50 mg/mL de 6leo essencial de Varronia curassavica
(respectivamente D-G).
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Figura 29. Crescimento fungico (cm2) sob efeito do oleo essencial de Varronia
curassavica.

5.4.2 Atividade inseticida contra o Callosobruchus maculatus.

Os oleos essenciais utilizados nesse experimento foram o EB18 ¢ EB45, que so
representantes do estado do Rio de Janeiro e do Espirito Santo respectivamente. Os
compostos majoritarios presentes nesses acessos foram o Shyobunol (EB18) e (2E, 67)-
Farnesol (EB45) e ap6s as 48 horas de contato dos insetos com os tratamentos foi possivel
observar, que todos os insetos estavam vivos, ou seja, o 6leo essencial de V. curassavica
ndo provocou mortalidade nos insetos, logo, ndo observamos atividade bioldgica nas
concentragoes testadas.

5.4.3 Atividade tripanocida contra Trypanosoma cruzi.

Neste estudo foi realizada apenas uma etapa, a de triagem inicial, com os 6leos
essenciais representantes de cada grupo. Foi avaliado se os 6leos essenciais de V.
curassavica possuiam atividade tripanocida em diferentes concentracdes (19,2; 48; 120 e
300 pg/mL) sobre a forma epimastigota de 7. cruzi. Nesse sentido, estimou-se a Clsoo
para verificar se o 6leo essencial testado possuia a capacidade de inibir o processo
biologico da forma epimastigota de 7. cruzi em 50% da quantidade inicial nas
concentragdes testadas. Observou-se que dentre os 5 representantes de o0leos essenciais
(OEs) testados, os mais eficazes, ou seja, aqueles com concentracdes abaixo de 300
png/mL, foram o EB45 (grupo 1), EB18 (grupo 2) e EB44 (grupo 3) com valores de Clso,
de 74,58; 101,4 e 129,6 ng/mL respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5. Atividade tripanocida dos oOleos essenciais de Varronia curassavica e
substancias majoritarias presente em cada representante.

Amostras Grupo Substancias Clso,  Desvio
Testadas (ug/mL) padrio
EB45 1 (2E,6Z)-Farnesol, (2E,6E)-Farnesoato de Metila, o- 74,58 4,78

Santaleno+p-Cariofileno*

EB18 2 Shyobunol, Germacreno D-4-ol, Biciclogermacreno, [3- 101,4 12,01
Cariofileno e a-cadinol
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EB38 3 a-Santaleno, a-Pineno, 1,10-di-epi-cubenol e y-Cadineno >300 -

EB44 4 (2Z,6E)-Farnesol, Dauca-5,8-dieno, Carotol, B- 129,6 2,96
Santaleno+Cadina*e B-Humuleno+6,9-Guaiadieno*

EB23 5 1,10-di-epi-cubenol, B-cariofileno, y-Cadineno e a-Tujeno >300 -

BZND - Controle positivo 6,375 uM 0,34

* coeluicdo de substancias na coluna cromatografica.

Também foi calculada a viabilidade relativa dos representantes que apresentaram
Cls0v abaixo de 300 pg/mL e notou-se que em G1-EB45, na concentragdo de 300 pg/mL,
as formas epimastigotas se mostraram invidveis, uma vez que a taxa de viabilidade foi
igual a zero. Também foi observado que uma concentragao de 118,56 ng/mL provocaria
cerca de 80% de inibicdo dessas formas epimastigotas (Figura 30). J4 em G2-EBI18 e
G4-EB44, ainda foi observado a possibilidade da viabilidade para as formas
epimastigotas nas concentragdes acima de 300 ug/mL, o que indica que nesses dois outros
representantes, nao houve a inibigao total dos protozoarios na maior concentracao testada
(Figura 30).
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Figura 30. Atividade e viabilidade das formas epimastigotas de 7. cruzi testadas com os
oOleos essenciais de Varronia curassavica, onde foram testados um representante de cada
grupo. O Grupo 1 teve como representante apenas o individuo presente no grupo, o EB45
(A), o Grupo 2 o 6leo essencial do individuo EB18 (B), o Grupo 3 foi representado pelo
EB38 (C), o Grupo 4, com o 6leo essencial do EB44 (D) e por fim o Grupo 5, teve como
representante o EB23 (E).

6. DISCUSSAO.

Realizamos no presente estudo a caracterizacdo quimica de 36 acessos de V.
curassavica coletados nas regides do litoral do Rio de Janeiro e Espirito Santo,
objetivando compreender a diversidade quimica da espécie em seu ambiente natural. Os
resultados encontrados, apontaram uma ampla variacdo no teor de dleo essencial dentro
de uma mesma espécie, indicando possivelmente qual o potencial de producao do teor de
0leo essencial de um individuo em sua respectiva regido. Isso ja era o esperado,
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considerando que sao individuos diferentes crescendo em ambientes diferentes. Essa
faixa de variacdo pode ser possivelmente explicada pela interagdo entre o genotipo € o
ambiente, uma vez que essa interacao ¢ capaz de modular as composi¢des do rendimento
do 6leo essencial (YAMAMOTO, 2006).

Resultados semelhantes foram encontrados por Marques et al., (2019), que
constataram uma variacao de 0,44 a 2,74% de tecores de trés diferentes acessos do 6leo
essencial de erva baleeira de. Queiroz et al. (2019) com objetivo de estudar a diversidade
quimica de 10 acessos de V. curassavica, notaram que os rendimentos dos Oleos
essenciais variaram de 0,1 a 1,22% e Nascimento (2021) objetivando analisar a
diversidade quimica dos 6leos essenciais de 11 acessos de erva baleeira coletadas em
diferentes localidades da regido dos Lagos (RJ), observou uma variagdo de 0,4 a 4,2% de
rendimento de 6leo essencial.

Em outras regides do Brasil também foram observados uma grande variagcdo nos
teores de 6leo essencial de erva baleeira. Santos et al. (2006) encontraram um rendimento
de 0,13% do 6leo essencial de erva baleeira na regido Nordeste (Ceard). Também no
Nordeste, em Sergipe, Nascimento et al. (2018) encontraram um teor de 3,20% de 6leo
essencial de erva baleeira. J4 em Sdo Paulo, regido Sudeste do Brasil, Vaz et al. (2006)
observou uma variacdo no teor de oleo essencial de 0,10 a 0,20%. Gilbert ¢ Favoreto
(2012) encontraram um teor de oleo essencial de 0,23% na cidade de Montes Claros,
Minas Gerais, bem como Queiroz et al. (2016) que presenciaram rendimentos de 6leo
essencial variando de 1,13 a 1,36%, também com plantas coletadas em Minas Gerais.
Portanto, os resultados do presente estudo apontam para uma grande amplitude no teor
de odleo essencial para as plantas estudadas e essa observacdo estd de acordo com a
literatura consultada para plantas de erva baleeira cultivadas ou coletadas em diferentes
regides do Brasil.

Também foi observado uma grande diversidade para o perfil quimico com base
em 36 amostras de Oleo essencial de erva baleeira analisadas neste estudo. Foram
detectadas 271 substancias diferentes, 177 foram devidamente identificadas (Anexo 5) e
cerca 64 substidncias que mais contribuiram com a variancia total dos dados foram
utilizadas para as andlises descritivas e multivariadas. As principais substancias
encontradas nos oleos essenciais de V. curassavica no presente estudo também foram
relatadas em outros trabalhos (NASCIMENTO, 2021; PRADO, 2020; QUEIROZ et al.,
2016). Por exemplo, os compostos a-Pineno, Alloaromadendreno, B-Cariofileno e
Biciclogermacreno (GOMES, 2010) e Germacreno D-4-ol, a-Santaleno, Shyobunol
(NASCIMENTO et al., 2018; OLIVEIRA, 2019).

A substancia a-humuleno € considerada o marcador quimico do 6leo essencial de
erva-baleeira (BRANDAO et al., 2017) também o principio ativo relacionado como
responsavel pela atividade anti-inflamatoria do 6leo essencial (EL TOGHLOBI et al.,
2022). Mais recentemente [B-cariofileno também foi relatado como substancia com
propriedades anti-inflamatéria e antialérgica (PASSOS et al.,, 2007). Devido a
importancia dessas duas substancias, foi realizado o estudo descritivo e as concentragdes
de a-humuleno e B-cariofileno variaram bastante no presente trabalho. Do mesmo modo,
outros autores relataram essa amplitude. Por exemplo, Fernandes et al. (2022)
encontraram teores de a-humuleno variando de 1,0 a 3,8% e B-cariofileno de 8,9 a 37,3%;
Tonial et al. (2020) relatou variagdo de a-humuleno de 3,0 a 3,37% e B-cariofileno de
19,4 a 22,1%.

No presente trabalho, a planta que apresentou maior concentragao de a-humuleno
e P-cariofileno foi EB43, coletado em Guarapari-ES, enquanto o maior teor de 6leo
essencial foi o obtido da planta EB24, coletado em Campos dos Goytacazes-RJ. Neste
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caso, estas sao plantas interessantes para serem incluidas em uma colegao ex situ com a
finalidade de se obter informagdes sobre teor e producio de 6leo essencial, assim como
as concentragdes o-humuleno e B-cariofileno.

Existe na literatura a definicdo dos oOleos essenciais com referéncia a
espécie/variedade de origem e ao tipo quimico, ou mais comumente denominado de
quimidtipo e isto pode ser observado nas normas ISO (Organizag¢do Internacional de
Normatizagdes). Os quimiotipos descriminam plantas que apresentam variagdes
pronunciadas no perfil quimico dos 6leos essenciais dentro de uma mesma espécie
(variagdo quimica intraespecifica). Entretanto, ndo existe uma norma especifica para a
classificagdo de quimidtipos.

Por este motivo, classificamos os quimiotipos de erva-baleeira com base na
dominancia entre as substincias quimicas das amostras analisadas (NASCIMENTO,
2021). Observamos a presenca dos seguintes quimiotipos que igualmente foram relatados
em outros trabalhos ou ndo (Tabela 4). Também com o objetivo de entender a diversidade
no perfil quimico dos 6leos essenciais propusemos a analise de imagens e agrupamentos
hierarquicos que reuniu por similaridade cinco grupos (Figura 27). Por outro lado, anélise
das imagens como proposta na Figura 26 permitiu a distincdo de 6 grupos diferentes.
Apesar de haver semelhanga entre a analise visual das imagens e a de agrupamentos, esta
ultima foi baseada em 64 substancias enquanto a primeira somente em 10 substancias,
isso se refletiu em um melhor agrupamento.

Branddo et al. (2015) verificaram por meio de andlise de agrupamentos
hierarquicos a formagao de 3 grupos principais em uma amostra com 10 acessos de erva
baleeira, revelando também a diversidade quimica na composi¢do desse 6leo. Além da
ampla diversidade no perfil quimico, Oliveira (2019) relatou a formagao de cinco grupos,
entre os quais quatro deles contendo majoritariamente as substancias Shyobunol e
Germacreno D-4-0l. O composto Shyobunol também se destacou neste trabalho e com
presenca majoritaria em todos os quimidtipos que se apresentaram como definidos. Nizio
(2015) analisou cinco populagdes e encontrou diversas outras substancias majoritarias,
incluindo o quimiotipo Shyobunol (24%).

Observamos que apesar do composto a-humuleno ser considerado um marcador
quimico da espécie (EL TOGHLOBI et al., 2022c), ele ndo foi relatado em nenhum
trabalho, incluindo este trabalho, como uma substincia majoritdria. O mesmo foi
observado para a substancia -cariofileno.

O oleo essencial da planta EB45, cuja substancia majoritaria € a (2E, 6Z)-Farnesol,
foi utilizado para avaliar a atividade toxica frente ao fungo Pestalotia sp. e ao inseto
Callosobruchus maculatus. Os resultados apresentaram baixa ou nenhuma toxicidade.
Apesar disto, estudos recentes demonstraram que a molécula Farnesol, ¢ um composto
que tem um potente efeito antifungico, sozinho, ou em combinacdo com outros
antifungicos, pois causa estresse oxidativo, reduz a sobrevivéncia fungica e esta
envolvida na inibi¢ao da formacao de hifas (JAKAB et al., 2021).

Entretanto, testamos um 6leo essencial representante de cada grupo (Figura 30)
contra a forma epimastigota do agente etioldgico 7. cruzi e a resposta foi satisfatoria para
trés Oleos essenciais. Na triagem inicial, verificamos que apenas os grupos G1, G2 e G4,
apresentaram Clsoo, clinicamente relevantes uma vez que as concentragdes apresentadas
foram abaixo de 300 pg/mL (AZEREDO, 2013; PEREIRA et al., 2021).

A concentracdo inibitdria mais eficaz foi o do 6leo essencial da planta EB45
(grupo 1), com 74,58 pg/mL. Sao achados valores semelhantes ou até menores em outros
oleos essenciais de outras espécies testadas contra a forma epimastigota. Santoro et al.
(2007) testaram a eficiéncia dos Oleos essenciais de cravo-da-india, manjericdo e
milef6lio contra as formas epimastigotas de 7. cruzi e o 6leo mais eficaz foi o do cravo-
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da-India com Clsov, de 99,5 pg/mL. Moreno et al. (2018) verificaram Clsov, de 13,6 pg/mL
de 6leo essencial de Lippia alba (quimiotipo Citral e Oxido de cariofileno) contra as
formas epimastigotas de 7. cruzi.

As substancias majoritarias encontradas nos 0leos essenciais que apresentaram
menores Clsoy, foram (2E,6Z)-Farnesol, (2E,6E)-Farnesoato de Metila, a-Santaleno + 3-
Cariofileno (coelui¢cdo) e a-Pineno no o6leo essencial EB45 (grupo 1); Shyobunol,
Germacreno D-4-ol, Biciclogermacreno, B-Cariofileno e a-cadinol no 6leo essencial
EB18 (grupo 2) e (2Z,6E)-Farnesol, Dauca-5,8-dieno, Carotol, B-Santaleno+Cadina
(coelui¢do) e B-Humuleno + 6,9-Guaiadieno (coelui¢do) no 6leo essencial EB44 (grupo
4).

Os 6leos essenciais em geral, podem causar danos as mitocondrias dos organismos
e induzir apoptose em parasitos e alguns estudos apontam a atividade de alguns
compostos que estdo presentes nos Oleos essenciais testados, como o-Pineno e B-
Cariofileno, com acdo tripanocida contra 7. cruzi (SOBRAL-SOUZA et al., 2014;
PEREIRA et al., 2021). Silva et al. (2013) investigaram a acdo tripanocida dos dleos
essenciais das folhas de Xylopia frutescens ¢ de dois exemplares de Xylopia laevigata e
observaram ag¢do tripanocida e relacionaram a atividade aos compostos majoritarios B-
Cariofileno, Germacreno D e Biciclogermacreno. Santoro et al. (2007) investigaram o
efeito do dleo essencial de Origanum vulgare L. (orégano) e Thymus vulgaris L. (tomilho)
e observaram que o Oleo essencial de orégano inibiu o crescimento das formas
epimastigotas na concentragdo de 175 ug/mL, semelhantes ao do presente estudo, e
indugdo de lise tripomastigota. Também observaram que o6leo essencial de tomilho
apresentou valores de 77 ug/mL para as formas epimastigotas e 38 pg/mL para as
tripomastigotas. Os compostos majoritarios encontrados por esse autor foram o timol
(tomilho) e o 3-ciclohen-1-ol (orégano).

Apenas um trabalho, além do nosso, investigando o efeito tripanocida do dleo
essencial de erva baleeira foi encontrado na literatura. Pereira et al. (2021), com objetivo
de verificar a citotoxicidade do 6leo essencial, o potencial leishmanicida e tripanocida de
de Varronia curassavica in vitro, observou que o 6leo essencial tinha como compostos
majoritarios o a-pineno e B-cariofileno, além disso, o 6leo essencial teve uma potente
atividade antitripanossoma em concentracoes a partir de 62,5 pg/mL, semelhantes ao do
presente estudo, onde foram consideradas clinicamente relevantes, uma vez que a
letalidade parasitaria ocorreu em baixas concentracoes.

7. CONCLUSAO.

A partir do presente estudo, com base nas 36 amostras de folhas de V. curassavica
coletados in situ, pode-se concluir que, o teor (%) médio de 6leo essencial na populagdao
foi de 1,39% e que a concentragdo média de a-humuleno e B-cariofileno foram 2,7 € 9,9%
respectivamente, sendo o individuo EB24, aquele que apresentou maior teor de dleo
essencial (4,2%), entretanto, apresentou menor teor de o-humuleno (0,3 %) e P-
cariofileno (0,4%).

O o-humuleno foi a tnica substancia presente em 100% dos 6leos essenciais
estudados, sendo que o individuo que apresentou maior teor de a-humuleno (11,1%) foi
0 EB43, 0 mesmo individuo que apresentou o maior teor de B-cariofileno (19,8%).

A andlise de agrupamentos hierarquicos distinguiu cinco grupos € a observagao
por imagem permitiu distinguir seis grupos. No dendrograma de dissimilaridade gerado,
comparado a andlise visual em barras (Figura 27), pode se observar associagdo da
composi¢do quimica e a regido em que os individuos se encontravam. No grupo dois por
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exemplo, foi destacado que, todos os quimiotipos classificados estavam presentes nesse
grupo com compostos ricos em Shyobunol. Além disso, no grupo trés foi possivel
observar que houve o agrupamento de apenas individuos da regidao dos Lagos, com a
presenca do composto majoritario a-Santalol, indicando uma possivel caracteristica do
perfil quimico das plantas daquela localidade.

Por fim, identificamos que a nossa pesquisa ¢ bastante importante quanto a
exploracdo do potencial biotecnoldgico do 6leo essencial de Varronia curassavica,
quando se trata dos testes deles contra o agente etioldgico 7. cruzi, uma vez que nosso
0leo essencial também teve atividade tripanocida com possiveis substdncias majoritarias
de erva baleeira envolvidas nessa acao e que nao estdo presentes na literatura.

8. CONSIDERACOES FINAIS.

Recomenda-se a construcdo de uma colecdo de germoplasma na UFRRIJ a fim de
se fazer estudo ex situ a partir de sementes das plantas de V. curassavica para obtengao
de mais informagdes a respeito da espécie, visando selegdo das espécies com maior
rendimento e producdo de dleos essenciais, teores de alfa-humuleno e beta-cariofileno
elevados e estabilidade na produgdo e qualidade quimica. Além disso, explorar o
potencial dos 6leos essenciais com potencial tripanocida, e dar sequéncia nos estudos nas
outras formas de 7. cruzi, forma amastigota e tripomastigota que estdo associadas com
mamiferos.
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ANEXOS

Anexo 1. Certidao de Autorizagdo do SisGen.
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Anexo 2. Autorizagdo de pesquisa cientifica em Unidade de Conservagdao — INEA.
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Anexo 3. Autorizacdo de pesquisa com finalidade de atividades cientificas- ICMBio
(pagina 1).
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Anexo 4. Localizagdes dos 36 individuos (EB13 a EB48) com as suas marcagdes (em
vermelho) com auxilio do Google Earth.
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Anexo 5. Caracterizagdo quimica dos 6leos essenciais de erva baleeira.

Tabela 6. Caracterizagcdo quimica dos 6leos essenciais dos individuos EB13 a GEB24.

N° Substincia Ca TR 1IRc IRt G13 Gl14 G15 G16 G17 GI8 G19 G20 G21 G22 G23 G24
1 Tricicleno HM 9,558 920 921 8.7

2 o-Tujeno HM 9,748 924 924 0.5 53 75
3 a-Pineno HM 10,098 931 932 13.0 0.8 20 10.7 1.8 53
4  Canfeno HM 10,878 947 946 2.5

5  Sabineno HM 12,045 971 969 0.9 0.9 1.1 22
6  PB-Pineno HM 12,264 976 974 0.3 2.8

7  Mirceno HM 12,917 989 988 0.5 0.6 0.6 0.7
8 p-Cimeno HM 14,689 1024 1022 34
9 NI-14,825 14,825 1027 0.4
10 Limoneno HM 14,916 1028 1024 0.5 06 03 2.3
11 B- Felandreno HM 14,986 1030 1025 0.8 0.2

12 1,8-Cineol MO 15,074 1032 1026 3.1 06 1.5 1.0 13
13 (E)-B-Ocimeno HM 15,851 1047 1044 03 1.7

14 y-Terpineno HM 16,423 1058 1054 0.2 0.1 43
15 Menta-2,4(8)-dieno HM 17,788 1085 1085 0.3
16 Linalool MO 18,619 1101 1095 0.6
17 Nonanal <n> 18,886 1106 1100 0.3

18 trans-Pinocarveol MO 20,650 1142 1135

19 4-Terpineol MO 22,618 1181 1174 0.4 04 05
20 Exo- Acetato de Fenchila MO 24341 1217 1229

21 Endo-Acetato de Fenchila MO 24,352 1217 1218 0.3

22 Acetato de 6xido trans-linalol MO 27,302 1280 1287

23 Acetato de bornila MO 27,509 1285 1284 0.9 06 038 0.6
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SO

SO
SO

SO

SO
SO

SO

SO

SO

SO

SO

SO

39,125
39,194
39,220
39,231
39,268
39,278
39,289
39,325
39,333
39,415
39,450
39,481
39,554
39,586
39,589
39,612
39,631
39,653
39,667
39,678
39,782
39,798
39,873
39,891
39,917
39,930
39,996

1645
1648
1649
1650
1651
1652
1652
1654
1654
1657
1659
1660
1663
1664
1664
1665
1666
1667
1668
1668
1672
1673
1676
1677
1678
1678
1681

1636
1645
1638

1640

33

1640 +1644 7.3

1644

1652
1652

1654

1665

1668

1680

1671
1668

1676

9.0

2.0

2.4

1.1

0.2

5.7

0.6

0.5

0.6

0.9

1.4

2.7

0.7

5.5

0.3

1.3

1.2

2.1

0.9

4.2

1.9

2.9

1.2

6.1

0.2

0.6
03 04 13 03 0.6
2.1
0.6 0.8
0.9
1.0 0.3 0.5
0.1
06 09 4.0 1.8
113
0.7
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213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239

NI-40,041
(Z)-a-Santalol (1674) + contaminado
(Z)-0-Santalol
NI-40,104
(E)-a-Santalal
2,3-dihidro-Farnesol
NI-40,249

a-Bisabolol

(Z)-a- trans-Bergamotol
o-epi- Bisabolol

Cis 14- Nor muurol-5-En-4-ona
NI-40,317

NI-40,383

NI-40,433

NI-40,463

NI-40,531
(2)-epi-p-Santalol
Shyobunol

NI-40,575

NI-40,650

Farnesal <(2E,6Z)->
NI-40,759

NI-40,830

Farnesol <(2E,6Z)->
Farnesol <(2Z,6E)->
NI-40,900
(Z)-p-Santalol

SO
SO

SO
SO

SO

SO

SO
SO

SO
SO

SO

SO

SO

SO

40,041
40,078
40,099
40,104
40,127
40,205
40,249
40,275
40,287
40,292
40,303
40,317
40,383
40,433
40,463
40,531
40,543
40,554
40,575
40,650
40,739
40,759
40,830
40,856
40,864
40,900
41,086

1683
1685
1685
1686
1687
1690
1692
1693
1693
1693
1693
1694
1697
1699
1700
1703
1704
1704
1705
1709
1713
1708
1717
1718
1718
1715
1723

1674+
1674

1680
1688

1685

1690

1683
1688

1702
1688

1713

1714

1722

1715

6.2

173

0.8
1.4
0.4 0.5
3.5
1.3
0.5
0.7 02 04
0.9
15.6 309 31.7 0.9 235 22.9
0.8
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240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266

NI-41,148

NI-41,192

Farnesal <(2E,6E)->
NI-41,732

NI-41,767
7,14-Anidro-Amorfa-4,9-Dieno
12-0l-B-(Z)-Curcumeno
(Z)-Lanceol

NI-42,050

NI-42,175

Acetato de cedrila

Acetato de (Z)-a- Santalol
(2E,6E)-Farnesoato de Metilo
NI-42,317

NI-42,623

NI-42,718

NI-42,785

NI-42,883

Calamenene 5-hydroxi-cis
Acetato de Khusinol
NI-42,985

(Z2)-B-Acetato de Santalol
Iso- Longifolol Acetato
NI-43,291

(2Z,6E)-Acetato de Farnesilo
NI-43,572

NI-43,777

SO

SO
SO
SO

SO
SO
SO

SO
SO

SO
SO

SO

41,148
41,192
41,361
41,732
41,767
41,807
41,959
41,961
42,050
42,175
42215
42,238
42,259
42317
42,623
42,718
42,785
42,883
42,898
42,907
42,985
43,116
43,207
43,291
43391
43,572
43,777

1731
1733
1740
1757
1759
1760
1765
1767
1771
1777
1779
1778
1781
1783
1797
1801
1804
1809
1810
1810
1814
1820
1824
1828
1833
1842
1851

1740

1755
1754
1760

1767
1777
1783

1713
1823

1818
1819

1821

7.5

0.6

3.5

0.3

0.2

0.2

0.9

0.4

83

0.4



267
268
269
270
271

NI-43,812
NI-44,016
NI-44,212
(5E,9Z)-Farnesilacetona
NI-44,608

43,812
44,016
44212
SO 44,602
44,608

1853
1863
1872
1891
1891

1886

Hidrocarbonetos de monoterpenos
Monoterpenos oxigenados

Total monoterpenos
Hidrocarbonetos de sesquiterpenos
Sesquiterpenos oxigenados

Total de sesquiterpenos
Fenilpropanos (derivados)

Outros

Nao identificados

TOTAL

0.0
0.0
0.0
42.0
57.5
99.5
0.0
0.0
0.5
100

0.3
0.0
0.3
439
50.5
94.4
0.0
0.0
3.0
100

18.4
5.6
24.1
64.2
8.9
73.1
0.0
0.3
2.6
100

0.8
0.0
0.8
48.3
48.2
96.4
0.0
0.0
2.7
100

0.0
0.0
0.0
232
67.4
90.6
0.0
0.0
9.5
100

0.0
0.0
0.0
28.8
61.8
90.6
0.0
0.0
9.4
100

14.5
1.8
16.3
52.6
20.7
733
0.0
0.0
5.1
100

15.5
2.5
18.0
50.0
23.0
73.0
0.0
0.0

0.0
0.0
0.0
28.1
61.1
89.2
0.0
0.0

83
1.4
9.7
37.0
32.6
69.6
0.0
0.0

57 108 154

101

100

100

259 0.0
42 0.0
30.1 0.0
42.6 41.0
20.0 48.1
62.6 89.1
0.0 0.0
0.0 0.0
2.7 10.5
100 100

A composi¢do quimica foi analisada por CG-EM e organizada na tabela por ordem de elui¢do (OE) na coluna cromatografica. A concentragdo (%) foi calculada com base na area total do pico do

cromatograma de ions totais (TIC). N° — niimero de substancias nos 6leos essenciais dos individuos G13 a G24. TR — Tempo de retencao para cada substancia. Cl — diferentes classes de substancias.

IRc — indice de retengdo calculado. IRt — indice de retengdo tabelado. HM—Hidrocarbonetos de monoterpenos. MO—Monoterpenos oxigenados. HS—Hidrocarbonetos de sesquiterpenos. SO—

Sesquiterpenos oxigenados. F —Fenilpropanos. NI-Nao identificado. G—Individuo.
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Tabela 7. Caracterizagdo quimica dos 6leos essenciais dos individuos G25 a G36.

N° Substincia Cl TR IRc IRt G25 G26 G27 G28 G29 G30 G31 G32 G33 G34 G35 G36
1 Tricicleno HM 9,558 920 921 6.4 55 13 6.7
2 a-Tujeno HM 9,748 924 924 1.3 1.2 13 1.5 09 1.1
3 a-Pineno HM 10,098 931 932 94 13 29 11.7 102 112 96 12 82 1.6
4  Canfeno HM 10,878 947 946 1.6 1.5 04 20
5  Sabineno HM 12,045 971 969 05 04 0.6 1.0 0.8 0.7 09 03
6 B-Pineno HM 12,264 976 974 1.8 08 0.8 14 18 1.1 0.3
7  Mirceno HM 12,917 989 988 0.2 0.4 03 04 02 03 0.4
8 p-Cimeno HM 14,689 1024 1022
9 NI-14,825 14,825 1027
10 Limoneno HM 14,916 1028 1024 0.4 03 0.2 09 03 05
11 - Felandreno HM 14,986 1030 1025 03 03
12 1,8-Cineol MO 15,074 1032 1026 2.8 02 21 09 18 19 09 24 15
13 (E)-B-Ocimeno HM 15,851 1047 1044
14 y-Terpineno HM 16,423 1058 1054
15 Menta-2,4(8)-dieno HM 17,788 1085 1085
16 Linalool MO 18,619 1101 1095 0.5
17 Nonanal <n> 18,886 1106 1100 0.3 0.2
18 trans-Pinocarveol MO 20,650 1142 1135 0.3 0.3
19  4-Terpineol MO 22,618 1181 1174 02 05 02 0.2 0.4

20 Exo- Acetato de Fenchila MO 24,341 1217 1229 0.3
21 Endo-Acetato de Fenchila MO 24,352 1217 1218

22 Acetato de 6xido trans-linalol MO 27,302 1280 1287

23 Acetato de bornila MO 27,509 1285 1284 14 06 04 07 07 08 05 03 04 05
24 NI-29,537 29,537 1333 0.6
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25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51

8-Elemeno
a-Cubebeno
Acetato de a-Terpinila
Acetato de Citronelila
Eugenol
a-Ylangeno
NI-31,069
Isodoleno
NI-31,228
a-Copaeno
NI-31,335
Dauceno
NI-31,400

B- Bourboneno
7-epi-Sesquitujeno
p-Cubebeno

p- Elemeno
Sesquitujeno
Sibirene

a- Gurjuneno
NI-32,591
a-cis-Bergamoteno

NI-32,678

a-Santaleno (1416) + B-Cariofileno (1417)

o-Santaleno
B-Cariofileno

v-Elemeno

HS
HS
MO
MO
FP
HS

HS

HS

HS

HS
HS
HS
HS
HS
HS
HS

HS

HS
HS
HS
HS

29,683
30,142
30,200
30,309
30,476
31,017
31,069
31,120
31,228
31,264
31,335
31,358
31,400
31,557
31,658
31,705
31,774
32,211
32,380
32,395
32,591
32,595
32,678
32,792
32,804
32,839
33,135

1337
1349
1350
1353
1357
1371
1372
1373
1376
1377
1379
1380
1381
1385
1387
1388
1390
1401
1407
1407
1414
1414
1416
1420
1420
1421
1431

1335
1348
1346
1350
1356
1373

1374

1374

1380

1387
1390
1387
1389
1405 24
1400
1409

1411 1.9

1416+1417

1416 13.2
1417

1434

0.5

2.1

1.2
1.0

1.0

23

4.6

0.3

0.8

4.2

0.8

6.1

15.1

0.4
0.5

0.9

0.5

0.3

15.8

0.4
2.4

1.4

14.7

0.4
2.2

0.7

1.4

0.4

0.9
1.3

0.7

9.2

0.4

0.5

0.9

0.3

2.0

14.9
0.2

34

0.2
03 05 04 02

0.3

02 05 0.7
35 25 27 32

32 22 22 22

0.6

0.4

0.6
33

33

20.0 22.0 155 174 194
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52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78

B-Copaeno

NI-33,167

B-Gurjuneno

a-trans-Bergamoteno

6,9 Guaiadieno

a-Guaieno

B-Humuleno (1436) + 6,9 Guaiadieno (1442)
Aromadendreno

(Z2)-p-Farneseno

NI-33,526

Acora-2,4(15)-dieno

cis-Muurola-3,5-dieno

Neril acetona

NI-33,758

trans-Muurola-3,5-dieno

epi- Cedrane (1447) + cis-Muurola-3,5-dieno (1448)
Sesquisabineno

(E)-p-Farneseno

a-Humuleno

B-Santaleno

Allo-aromadendreno

- Santaleno (1457) + cis-Cadina-1(6), 4-dieno (1461)
9- epi- (E)-Cariofileno

cis-Cadina-1(6),4-dieno
cis-Muurola-4(14),5-dieno

NI-34,291

Dauca-5,8-dieno (1471) + Germacreno D (1480)

HS

HS
HS
HS
HS
HS
HS
HS

HS
HS
MO

HS
HS
HS
HS
HS
HS
HS
HS
HS
HS
HS

HS

33,162
33,167
33,181
33,241
33311
33,317
33,342
33,441
33,490
33,526
33,621
33,674
33,720
33,758
33,787
33,893
33,902
33,904
34,004
34,093
34,133
34,137
34,147
34,190
34,200
34,291
34,509

1432
1432
1432
1434
1436
1437
1437
1441
1442
1443
1446
1448
1449
1451
1452
1455
1455
1455
1458
1461
1463
1463
1463
1464
1465
1468
1475

1430

1431

1432 3.7
1442

1437

1436+1442 5.5

1439

1440 0.5

1444 0.8
1448
1434

1451
1447+1448

1457 3.7

1454 1.6
1452 1.9 06
1457 1.5

1458

1457+1461 8.6

1464

1461

1465

1471+1480 7.4

0.2

0.3

52

0.5

1.4

33

23

0.6

0.2

0.5

3.7

1.4

1.1
0.4

0.9

1.6
0.4

4.1

2.6

0.3

1.3

2.8

0.8
2.6

0.4

0.7

0.2

5.2

2.8
2.0

0.3

0.7

3.9

53
1.5

0.3

0.5

0.4

4.0

1.1
1.4

1.0

87

0.3

0.6

4.6

2.1
1.6

0.4

0.6

4.6

2.8
2.2



79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105

Cadina 1(6), 4-dieno trans
Dauca-5,8-dieno
y-Muuroleno

NI-34,615

v-Gurjuneno
cis-4,10-Epoxi-Amorfeno
NI-34,689
Ar-Curcumeno
Germacreno D
NI-34,856
Amorpha-4,7(11)-dieno
5-Selineno

NI-35,033

B- Selineno

Viridifloreno

NI-35,117

Muurola-4(14),5-dieno trans

a-Zingibereno

epi-Cubebol (1493) + Viridifloreno (1496)

NI-35,240
Epizonareno
a-Selineno
epi-Cubebol
Biciclogermacreno
o~ Muuroleno
Isodauceno

d-Amorfeno

HS
HS
HS

HS
SO

HS
HS

HS
HS

HS
HS

HS
HS
SO +HS

HS
HS
SO
HS
HS
HS
HS

34,509
34,517
34,604
34,615
34,671
34,688
34,689
34,737
34,799
34,856
34915
34,960
35,033
35,037
35,101
35,117
35,130
35,148
35231
35,240
35,241
35,243
35,243
35,247
35322
35,397
35,441

1475
1475
1478
1478
1480
1480
1480
1482
1484
1486
1487
1489
1491
1491
1493
1497
1494
1495
1497
1498
1498
1498
1498
1498
1500
1503
1505

1475
1471
1478

1475
1481

1479
1480

1479
1492

1489
1496

1493
1493
1493+1496

1501
1498
1493
1500
1500
1500
1511

1.0
1.5

2.8

1.5

3.7

0.4

1.0

1.5

1.2

3.9

2.0

0.4

2.5

23
1.2

0.6

4.5

0.4

3.6

1.5

0.6

7.5 0.6

0.4

0.5

34

0.4

1.6

3.5
1.1

0.3

3.0
1.3

0.6

88

3.1
1.5

33
1.5



106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132

trans-B-Guaieno (1502) + a-Cupreneno (1505)
trans-p-Guaieno

- Bisaboleno
Germacreno A
NI-35,620
(Z)-a-Bisabolene
NI-35,642
NI-35,742
v-Cadineno

Acetato de Eugenila
Cubebol

NI-35,870

6-Cadineno (1522) + (E)-iso-y-Bisaboleno (1528)

NI-35,894
§-Cadineno
NI-35,930
Hedicariol
trans-Calameneno
cis-Calameneno
B-Sesquifelandreno
NI-36,085

(E)-y- Bisaboleno
NI-36,178
NI-36,233
10-epi-Cubebol
trans-Cadina-1,4-dieno

NI-36,399

HS
HS
HS
HS

HS

HS

FP

SO

HS

HS

SO

HS

HS

HS

HS

HS
HS

35,449
35,482
35,556
35,588
35,620
35,633
35,642
35,742
35,748
35,825
35,837
35,870
35,877
35,894
35,896
35,930
35,942
35,983
35,992
36,012
36,085
36,087
36,178
36,233
36,257
36,294
36,399

1505
1506
1509
1510
1511
1502
1512
1516
1516
1519
1519
1521
1521
1522
1522
1523
1523
1525
1525
1526
1529
1529
1532
1534
1535
1536
1540

1502+1505
1502
1505
1508

1506

1513

1521

1514

1522+1528

1522

1546

1521

1528

1521

1529

1533
1533

4.6

0.4

0.8

2.9

1.1

1.4

1.4

1.6

1.9
1.5

0.4
8.2
4.5
0.9
134 5.6
22 173 35
0.8
0.6 7.0
1.0
1.3
0.3
23
4.5

1.5

6.3

0.4

0.2

1.2

04 13

2.7

0.3
46 51 59
0.3 0.3
0.3
6.4
05 15 138
09 11 11
1.5 19 1.8
2.6

&9

5.8

0.5

0.9

1.1

23



133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159

a-Cadineno

NI-36,458

NI-36,587

NI-36,702
cis-Muurol-5-en-4-$-ol
Elemol

NI-36,801

Hidrato de cis-Sesquisabineno
Nerolidol (E)

NI-37,029

Germacreno B

NI-37,110

NI-37,366

Palustrol

NI-37,500

Espathulenol

Germacreno D-4-ol

Oxido de cariofileno

Hidrato de 7-epi-cis-Sesquisabineno
NI-37,845

Hidrato de -trans- Sesquisabineno (IPP vs. OH)
NI-37,994

Viridiflorol

Globulol

NI-38,063

Carotol

Epoxido de Farneseno

HS

SO
SO

SO
SO

HS

SO

SO
SO
SO
SO

SO

SO
SO

SO
SO

36,410
36,458
36,587
36,702
36,750
36,783
36,801
36,881
37,022
37,029
37,047
37,110
37,366
37372
37,500
37,560
37,563
37,717
37,835
37,845
37,851
37,994
38,032
38,051
38,063
38,236
38,275

1541
1542
1547
1551
1553
1554
1555
1558
1563
1563
1564
1566
1576
1576
1581
1583
1583
1589
1592
1594
1594
1599
1601
1601
1602
1609
1611

1537

1550
1548

1542
1561

1559

1567

1577
1574
1582
1573

1577

1592
1590

1594
1624

0.6

2.8

1.3

0.3

0.6

53

6.2

0.5
0.1
0.5
0.2 0.3
0.3
0.2
0.8
1.2 05
0.9
5.6

08 35 86 1.7

3.7

1.3

1.3 05

06 08 03

84 03

0.7

0.5

32

1.2

0.6

1.6

0.6

23

0.8

0.5

0.3
0.3

2.0

0.6

0.2

0.6

1.2

0.6

0.5
1.5

0.6

0.3

0.3
0.5

3.0

90

0.3

0.3
0.7

0.3

5.7

1.6
0.2



160 NI-38,289 38,289 1611 0.4

161 Ledol SO 38,309 1612 1602 1.9 0.8

162 NI-38,389 38,389 1615

163 Epodxido de Humuleno II SO 38,408 1616 1608 05 07 09 10 03 03 03 03 03 04
164 NI-38,508 38,508 1620 0.4

165 Cadin-4-en-7-ol SO 38,532 1621 1635

166 1,10-di-epi-Cubenol SO 38,546 1622 1618 200 8.7 144 10.1
167 NI-38,571 38,571 1623

168 Helifolen-12-al C <anti-syn-syn-> SO 38,631 1625 1619

169 NI-38,687 38,687 1627 0.5

170 NI-38,715 38,715 1629 07 1.1 06 1.2

171 Muurola-4,10(14)-dien-1-p-ol SO 38,790 1632 1630

172 Gymnomitrona SO 38,841 1634 1632

173 NI-38,851 38,851 1634

174 1-epi-Cubenol SO 38,861 1635 1627

175 Muurola-4,10(14)-dien-1-B-0l(1630)+Epo6xidode alo-aromadendreno(1639) SO 38,882 1635 1630+1639 7.3

176 1-epi-Cubenol (1628)+ Muurola-4,10(14)-dien-1-B-ol (1630) SO 38,885 1636 1628+1630 14.5 1.1 4.7

177 NI-38,900 38,900 1636

178 Epoxido de Alo-Aromadendreno SO 38,908 1637 1639 0.2

179 NI-38,966 38,966 1639

180 y-Eudesmol SO 38,974 1639 1630

181 a-Acorenol SO 38,986 1640 1632 0.2
182 NI-39,001 39,001 1640

183 NI-39,049 39,049 1642

184 Gossonorol SO 39,089 1644 1636 0.5

185 Cariofila-4(12),8(13)-dien-53-ol* SO 39,125 1645 1639

186 NI-39,125 39,125 1645
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187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213

B-Acorenol
Cubenol
a-epi-Cadinol
NI-39,268

a~epi-Muurolol

epi-a-Muurolol (1640) + a-Muurolol (1644)

NI-39,325

a-Muurolol

NI-39,415

NI-39,450

NI-39,481

a-Eudesmol

a- Cadinol

NI-39,589
Bergamotol, Z-a-trans,
NI-39,631

Intermedeol
NI-39,667
Ar-Turmerona
NI-39,782

Turmerone -
NI-39,873
(E)-0-Bergamotenal
14- Hidroxi-9-Epi-(E)-Cariofileno
NI-39,930

Occidenol

NI-40,041

SO
SO
SO

SO
SO

SO

SO
SO

SO

SO

SO

SO

SO
SO

SO

39,194
39,220
39,231
39,268
39,278
39,289
39,325
39,333
39,415
39,450
39,481
39,554
39,586
39,589
39,612
39,631
39,653
39,667
39,678
39,782
39,798
39,873
39,891
39,917
39,930
39,996
40,041

1648
1649
1650
1651
1652
1652
1654
1654
1657
1659
1660
1663
1664
1664
1665
1666
1667
1668
1668
1672
1673
1676
1677
1678
1678
1681
1683

1636
1645
1638

1640
1640 +1644

1644

1652
1652

1654

1665

1668

1680

1671
1668

1676

0.4

3.5

0.6

8.0

0.6

0.8

0.6

1.5

0.8

2.0

0.2
0.9

1.5

0.6

0.8

23
0.6 0.3
0.9
1.1
0.7 0.5
0.3
03 0.8 0.7
1.4
0.9
0.8
0.2
23 75 69

1.5

34

0.3

0.3
2.4

0.7

7.8
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0.3

2.0
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214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240

(Z)-0-Santalol (1674) + contaminado

(Z)-a-Santalol
NI-40,104
(E)-a-Santalal
2,3-dihidro-Farnesol
NI-40,249

o-Bisabolol

(Z)-a- trans-Bergamotol

o-epi- Bisabolol

Cis 14- Nor muurol-5-En-4-ona

NI-40,317
NI-40,383
NI-40,433
NI-40,463
NI-40,531
(2)-epi-p-Santalol
Shyobunol
NI-40,575
NI-40,650

Farnesal <(2E,6Z)->
NI-40,759
NI-40,830

Farnesol <(2E,6Z)->
Farnesol <(2Z,6E)->
NI-40,900
(Z)-B-Santalol
NI-41,148

SO
SO

SO
SO

SO

SO

SO
SO

SO
SO

SO

SO

SO

SO

40,078
40,099
40,104
40,127
40,205
40,249
40,275
40,287
40,292
40,303
40,317
40,383
40,433
40,463
40,531
40,543
40,554
40,575
40,650
40,739
40,759
40,830
40,856
40,864
40,900
41,086
41,148

1685
1685
1686
1687
1690
1692
1693
1693
1693
1693
1694
1697
1699
1700
1703
1704
1704
1705
1709
1713
1708
1717
1718
1718
1715
1723
1731

1674+
1674

1680
1688

1685

1690

1683
1688

1702
1688

1713

1714

1722

1715

3.0

9.1

6.5

3.7

0.6

0.4
1.4

1.1

17.2

1.4

32

7.8

8.7

0.2

0.5

7.6

1.9

0.4

1.2

0.7

04 07 1.7

69 38 89

0.7
56 3.0

3.6 2.0

0.7 03 09

93

0.9

54

2.9

0.5

1.4

0.5



241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267

NI-41,192

Farnesal <(2E,6E)->
NI-41,732

NI-41,767
7,14-Anidro-Amorfa-4,9-Dieno
12-0l-B-(Z)-Curcumeno
(Z)-Lanceol

NI-42,050

NI-42,175

Acetato de cedrila

Acetato de (Z)-a- Santalol
(2E,6E)-Farnesoato de Metilo
NI-42,317

NI-42,623

NI-42,718

NI-42,785

NI-42,883

Calamenene 5-hydroxi-cis
Acetato de Khusinol
NI-42,985

(Z)-B-Acetato de Santalol
Iso- Longifolol Acetato
NI-43,291

(2Z,6E)-Acetato de Farnesilo
NI-43,572

NI-43,777

NI-43,812

SO

SO
SO
SO

SO
SO
SO

SO
SO

SO
SO

SO

41,192
41,361
41,732
41,767
41,807
41,959
41,961
42,050
42,175
42215
42,238
42,259
42317
42,623
42,718
42,785
42,883
42,898
42,907
42,985
43,116
43,207
43,291
43,391
43,572
43,777
43,812

1733
1740
1757
1759
1760
1765
1767
1771
1777
1779
1778
1781
1783
1797
1801
1804
1809
1810
1810
1814
1820
1824
1828
1833
1842
1851
1853

1740

1755
1754
1760

1767
1777
1783

1713
1823

1818
1819

1821

06 03
2.8
23
0.3
0.9
0.3
0.4
3.5
0.3
1.4

1.9
0.1

1.9

0.1

0.5
0.3

0.5

1.7 15 09

1.3 1.1 07

0.5
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0.6

1.1

0.7



268 NI-44,016 44,016 1863

269 NI-44,212 44,212 1872

270 (5E,9Z)-Farnesilacetona SO 44,602 1891 1886

271 NI-44,608 44,608 1891
Hidrocarbonetos de monoterpenos 00 0.0 12,0 3.8 3.7 223 147 16.1 124 93 125 115
Monoterpenos oxigenados 00 00 51 11 07 38 23 30 35 1.7 37 29
Total monoterpenos 0.0 0.0 17.1 49 43 262 169 19.1 159 11.0 162 145
Hidrocarbonetos de sesquiterpenos 33.1 43.8 47.6 48.1 43.6 563 56.6 489 53.8 48.0 449 50.3
Sesquiterpenos oxigenados 542 503 262 39.6 41.8 168 194 27.0 26.6 34.0 344 31.1
Total de sesquiterpenos 873 94.1 73.8 87.7 853 732 76.0 759 804 819 793 814
Fenilpropanos (derivados) 08 00 00 04 00 00 00 00 00 0.0 0.0 00
Outros 00 00 03 00 00 00 00 00 02 00 00 00
Nao identificados 119 60 89 70 80 07 25 50 35 45 45 45
TOTAL 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

A composi¢do quimica foi analisada por CG-EM e organizada na tabela por ordem de elui¢do (OE) na coluna cromatografica. A concentragdo (%) foi calculada com base na area total do pico do
cromatograma de ions totais (TIC). N° — niimero de substancias nos 6leos essenciais dos individuos G25 a G36. TR — Tempo de retengdo para cada substancia. Cl — diferentes classes de substancias.
IRc — indice de retengdo calculado. IRt — indice de retengdo tabelado. HM—Hidrocarbonetos de monoterpenos. MO—-Monoterpenos oxigenados. HS—Hidrocarbonetos de sesquiterpenos. SO—

Sesquiterpenos oxigenados. F —Fenilpropanos. NI-Nao identificado. G—Individuo.
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Tabela 8.Caracterizagdo quimica dos 6leos essenciais dos individuos G37 a G48.

N° Substincia Cl TRA IRLe IRLt G37 G38 G39 G40 G41 G42 G43 G44 G45 G46 G47 G48
1 Tricicleno HM 9,558 920 921 8.7 8.6

2 o-Tujeno HM 9,748 924 924 2.0 4.0 0.3 1.5 4.4
3 o-Pineno HM 10,098 931 932 25 102 7.1 21 9.7 23 134 14 84 3.0 67 1.7
4  Canfeno HM 10,878 947 946 3.0 2.6

5  Sabineno HM 12,045 971 969 05 1.1 1.2 05 02 0.7 0.9
6  pB-Pineno HM 12,264 976 974 05 39 44 03 0.9

7  Mirceno HM 12,917 989 988 0.7 0.6 05 04 0.5

8 p-Cimeno HM 14,689 1024 1022

9 NI-14,825 14,825 1027

10 Limoneno HM 14,916 1028 1024 0.8 0.5 0.3

11  B- Felandreno HM 14,986 1030 1025 0.5

12 1,8-Cineol MO 15,074 1032 1026 2.6 1.6 09 29 05 0.9 0.7 1.0 03
13 (E)-p-Ocimeno HM 15,851 1047 1044

14 y-Terpineno HM 16,423 1058 1054

15 Menta-2,4(8)-dieno HM 17,788 1085 1085

16 Linalool MO 18,619 1101 1095 0.2 0.3 0.8

17 Nonanal <n> 18,886 1106 1100 0.2 0.2 0.4

18 trans-Pinocarveol MO 20,650 1142 1135

19  4-Terpineol MO 22,618 1181 1174 0.4 0.4

20  Exo- Acetato de Fenchila MO 24,341 1217 1229

21 Endo-Acetato de Fenchila MO 24,352 1217 1218 0.3 0.4
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22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

Acetato de 0xido frans-linalol
Acetato de bornila
NI-29,537

d-Elemeno
a-Cubebeno

Acetato de a-Terpinila
Acetato de Citronelila
Eugenol

a-Ylangeno
NI-31,069

Isodoleno

NI-31,228

a-Copaeno

NI-31,335

Dauceno

NI-31,400

- Bourboneno
7-epi-Sesquitujeno
-Cubebeno

B- Elemeno
Sesquitujeno

Sibirene

a- Gurjuneno
NI-32,591
a-cis-Bergamoteno

NI-32,678

a-Santaleno (1416) + p-Cariofileno (1417)

MO
MO

HS
HS
MO
MO
FP
HS

HS

HS

HS

HS

HS

HS

HS

HS

HS

HS

HS

HS

27,302
27,509
29,537
29,683
30,142
30,200
30,309
30,476
31,017
31,069
31,120
31,228
31,264
31,335
31,358
31,400
31,557
31,658
31,705
31,774
32,211
32,380
32,395
32,591
32,595
32,678
32,792

1280
1285
1333
1337
1349
1350
1353
1357
1371
1372
1373
1376
1377
1379
1380
1381
1385
1387
1388
1390
1401
1407
1407
1414
1414
1416
1420

1287
1284 0.7

1335
1348
1346 0.3
1350
1356
1373

1374

1374 0.2

1380

1387

1390

1387

1389 0.7

1405 3.5

1400

1409

1411 34

1416+1417

1.1

0.3

0.5
2.2

1.6

1.0

0.3

0.3

0.3
32

3.5

0.7 03

0.8

0.5

0.5
0.3

3.8

2.5

0.3
2.2
12.0

3.6

0.7

0.6

2.8

2.1

1.3

0.3

0.7

0.3

2.2

2.7

0.6

1.9
35

1.7

0.4
0.3

0.4

0.4

0.5

1.4

0.3
1.4

2.1
1.1

0.7

2.1

3.1
0.4

0.6
1.5

0.4
0.4

1.9
2.6

0.4
0.8

1.4

97



49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75

a-Santaleno

B-Cariofileno

v-Elemeno

B-Copaeno

NI-33,167

B-Gurjuneno

a-trans-Bergamoteno

6,9 Guaiadieno

a-Guaieno

B-Humuleno (1436) + 6,9 Guaiadieno (1442)
Aromadendreno

(Z)-B-Farneseno

NI-33,526

Acora-2,4(15)-dieno

cis-Muurola-3,5-dieno

Neril acetona

NI-33,758

trans-Muurola-3,5-dieno

epi- Cedrane (1447) + cis-Muurola-3,5-dieno (1448)
Sesquisabineno

(E)-B-Farneseno

a-Humuleno

B-Santaleno

Allo-aromadendreno

- Santaleno (1457) + cis-Cadina-1(6), 4-dieno (1461)
9- epi- (E)-Cariofileno
cis-Cadina-1(6),4-dieno

HS
HS
HS
HS

HS
HS
HS
HS
HS
HS
HS

HS
HS
MO

HS
HS
HS
HS
HS
HS
HS
HS
HS
HS

32,804
32,839
33,135
33,162
33,167
33,181
33,241
33311
33317
33,342
33,441
33,490
33,526
33,621
33,674
33,720
33,758
33,787
33,893
33,902
33,904
34,004
34,093
34,133
34,137
34,147
34,190

1420
1421
1431
1432
1432
1432
1434
1436
1437
1437
1441
1442
1443
1446
1448
1449
1451
1452
1455
1455
1455
1458
1461
1463
1463
1463
1464

1416 132
1417
1434
1430

1431
1432 04
1442
1437
1436+1442
1439
1440 0.7

1444
1448
1434

1451
1447+1448
1457
1454 45
1452 1.7
1457 1.9
1458
1457+1461
1464
1461

14.7 16.4
149 7.6 103 19.8 3.7 19.1
2.5
0.3 0.4 6.2 52 4.4 2.6
63 1.0 5.1 35 1.6 6.0
0.4 0.6 0.5
1.4 1.1 1.1 0.4
0.5
4.5
2.8 2.9 2.5 21 1.0 44
1.5 1.6 43 20 63 11.1 09 12 25
1.1 1.7
0.5 0.7 7.2
8.1 7.8 42 28 75
1.2

13.5

1.3

0.7

4.9
1.6

7.0

4.6

1.5
1.0

0.8

23
2.1
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76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
&9
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102

cis-Muurola-4(14),5-dieno
NI-34,291

Dauca-5,8-dieno (1471) + Germacreno D (1480)
Cadina 1(6), 4-dieno trans
Dauca-5,8-dieno
y-Muuroleno

NI-34,615

v-Gurjuneno
cis-4,10-Epoxi-Amorfeno
NI-34,689

Ar-Curcumeno

Germacreno D

NI-34,856
Amorpha-4,7(11)-dieno
8-Selineno

NI-35,033

B- Selineno

Viridifloreno

NI-35,117
Muurola-4(14),5-dieno trans
a-Zingibereno

epi-Cubebol (1493) + Viridifloreno (1496)
NI-35,240

Epizonareno

a-Selineno

epi-Cubebol

Biciclogermacreno

HS

HS
HS
HS
HS

HS
SO

HS
HS

HS
HS

HS
HS

HS
HS
SO+HS

HS
HS
SO
HS

34,200
34,291
34,509
34,509
34,517
34,604
34,615
34,671
34,688
34,689
34,737
34,799
34,856
34915
34,960
35,033
35,037
35,101
35,117
35,130
35,148
35231
35,240
35,241
35,243
35,243
35,247

1465
1468
1475
1475
1475
1478
1478
1480
1480
1480
1482
1484
1486
1487
1489
1491
1491
1493
1497
1494
1495
1497
1498
1498
1498
1498
1498

1465

1471+1480
1475
1471
1478

1475
1481

1479

1480 1.8
1.6

1479

1492

1489
1496

1493
1493
1493+1496

1501
1498
1493
1500

24
1.1

0.9

2.0

2.0
1.5

13.0

0.3

05 1.1

0.4

0.5

0.5

10.6 9.9
0.7
0.3
0.7
12 93
0.4
1.8
09 24

1.1

0.8

0.9

3.9

1.8
1.2

9.9

1.8

99



103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129

a- Muuroleno
Isodauceno
d-Amorfeno
trans-B-Guaieno (1502) + a-Cupreneno (1505)
trans-p-Guaieno

- Bisaboleno
Germacreno A
NI-35,620
(Z)-a-Bisabolene
NI-35,642
NI-35,742
v-Cadineno

Acetato de Eugenila
Cubebol

NI-35,870

d-Cadineno (1522) + (E)-iso-y-Bisaboleno (1528)

NI-35,894
d-Cadineno
NI-35,930
Hedicariol
trans-Calameneno
cis-Calameneno
B-Sesquifelandreno
NI-36,085

(E)-y- Bisaboleno
NI-36,178
NI-36,233

HS
HS
HS
HS
HS
HS
HS

HS

HS

FP

SO

HS

HS

SO

HS

HS

HS

HS

35322
35,397
35441
35,449
35,482
35,556
35,588
35,620
35,633
35,642
35,742
35,748
35,825
35,837
35,870
35,877
35,894
35,896
35,930
35,942
35,983
35,992
36,012
36,085
36,087
36,178
36,233

1500
1503
1505
1505
1506
1509
1510
1511
1502
1512
1516
1516
1519
1519
1521
1521
1522
1522
1523
1523
1525
1525
1526
1529
1529
1532
1534

1500
1500
1511
1502+1505
1502
1505 5.7
1508

2.6
1506 0.2

1513
1521
1514

1522+1528

1522

1546

1521

1528

1521 1.1

1529 2.0

13

3.8

6.1

0.9

1.3

5.1

0.4

2.6

1.1

2.1

0.2

4.4

2.4

1.6

0.2

0.8

0.2

3.7

2.1

1.4

0.8

0.4

0.8

0.4

05 35 2.0
6.4
06 11 43
0.8
1.1 0.6
1.0
54
0.8 0.6

0.9

4.9

0.4

1.1

0.8

1.4

33
0.4

1.5

1.2

0.6

0.7
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130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156

10-epi-Cubebol
trans-Cadina-1,4-dieno
NI-36,399

a-Cadineno

NI-36,458

NI-36,587

NI-36,702
cis-Muurol-5-en-4-3-ol
Elemol

NI-36,801

Hidrato de cis-Sesquisabineno
Nerolidol (E)

NI-37,029

Germacreno B

NI-37,110

NI-37,366

Palustrol

NI-37,500

Espathulenol

Germacreno D-4-ol

Oxido de cariofileno

Hidrato de 7-epi-cis-Sesquisabineno
NI-37,845

Hidrato de -trans- Sesquisabineno (IPP vs. OH)
NI-37,994

Viridiflorol

Globulol

HS
HS

HS

SO
SO

SO
SO

HS

SO

SO
SO
SO
SO

SO

SO
SO

36,257
36,294
36,399
36,410
36,458
36,587
36,702
36,750
36,783
36,801
36,881
37,022
37,029
37,047
37,110
37,366
37372
37,500
37,560
37,563
37,717
37,835
37,845
37,851
37,994
38,032
38,051

1535
1536
1540
1541
1542
1547
1551
1553
1554
1555
1558
1563
1563
1564
1566
1576
1576
1581
1583
1583
1589
1592
1594
1594
1599
1601
1601

1533
1533

1537

1550
1548

1542
1561

1559

1567

1577
1574
1582
1573

1577

1592
1590

0.4
0.5

0.4

34
3.6

1.9

1.6
0.4
0.4 0.3

0.3

0.4
0.9 1.8
0.8 0.4 1.6 1.8 1.3

0.8

1.1 0.6
0.4 1.1 05
2.0 36 11.8 0.8 1.5 10 04 13
24

4.1 0.9

1.0
1.2

0.5

6.0

0.4
0.9

0.3

1.1

1.4
4.0

1.7

0.6

0.6

1.1
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157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183

NI-38,063

Carotol

Epodxido de Farneseno
NI-38,289

Ledol

NI-38,389

Epoéxido de Humuleno II
NI-38,508

Cadin-4-en-7-ol
1,10-di-epi-Cubenol
NI-38,571

Helifolen-12-al C <anti-syn-syn->
NI-38,687

NI-38,715
Muurola-4,10(14)-dien-1-B-ol
Gymnomitrona

NI-38,851

1-epi-Cubenol

Muurola-4,10(14)-dien-1-B-o0l (1630)+ Epoxidode alo-aromadendreno(1639)
1-epi-Cubenol (1628) + Muurola-4,10(14)-dien-1-f-ol (1630)

NI-38,900

Epoéxido de Alo-Aromadendreno
NI-38,966

y-Eudesmol

a-Acorenol

NI-39,001

NI-39,049

SO
SO

SO

SO

SO
SO

SO

SO

SO

SO

SO

SO

SO
SO

38,063
38,236
38,275
38,289
38,309
38,389
38,408
38,508
38,532
38,546
38,571
38,631
38,687
38,715
38,790
38,841
38,851
38,861
38,882
38,885
38,900
38,908
38,966
38,974
38,986
39,001
39,049

1602
1609
1611
1611
1612
1615
1616
1620
1621
1622
1623
1625
1627
1629
1632
1634
1634
1635
1635
1636
1636
1637
1639
1639
1640
1640
1642

1594
1624

1602

1608

1635
1618

1619

1630

1632

1627

1639

1630
1632

0.2

0.3

8.5

0.2

6.2

0.3

9.1

0.6

0.2

0.8

0.3

7.9

0.8

1.1

1.3

0.4

0.3

0.4

0.6

8.1

0.7

1.0

0.4

0.9

59 40 72
05 03
0.8
1.5
0.5
0.3

102



184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210

Gossonorol

Cariofila-4(12),8(13)-dien-53-ol*

NI-39,125
B-Acorenol
Cubenol
a-epi-Cadinol
NI-39,268

a~epi-Muurolol

epi-a-Muurolol (1640) + a-Muurolol (1644)

NI-39,325
a-Muurolol
NI-39,415
NI-39,450
NI-39,481
a-Eudesmol
a- Cadinol
NI-39,589
Bergamotol, Z-a-trans,
NI-39,631
Intermedeol
NI-39,667
Ar-Turmerona
NI-39,782
Turmerona
NI-39,873

(E)-a-Bergamotenal

14- Hidroxi-9-Epi-(E)-Cariofileno

SO
SO

SO

SO

SO

SO
SO

SO

SO
SO
SO

SO

SO

SO

SO
SO

39,089
39,125
39,125
39,194
39,220
39,231
39,268
39,278
39,289
39,325
39,333
39,415
39,450
39,481
39,554
39,586
39,589
39,612
39,631
39,653
39,667
39,678
39,782
39,798
39,873
39,891
39,917

1644
1645
1645
1648
1649
1650
1651
1652
1652
1654
1654
1657
1659
1660
1663
1664
1664
1665
1666
1667
1668
1668
1672
1673
1676
1677
1678

1636
1639

1636

1645

1638

1640

1644

1652
1652

1654

1665

1668

1680

1671
1668

2.2

4.3

0.2

0.6

1.1

2.6

2.0

6.4

0.4

0.6

0.8
0.3
0.5
1.2
0.7
1.6
4.6
23

2.0

44
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211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237

NI-39,930
Occidenol

NI-40,041

1675 (Z)-a-Santalol + contaminante

(Z)-a-Santalol
NI-40,104
(E)-a-Santalal
2,3-dihidro-Farnesol
NI-40,249
a-Bisabolol

(Z)-a- trans-Bergamotol
o-epi- Bisabolol

Cis 14- Nor muurol-5-En-4-ona
NI-40,317
NI-40,383
NI-40,433
NI-40,463
NI-40,531
(Z)-epi-p-Santalol
Shyobunol
NI-40,575
NI-40,650

Farnesal <(2E,6Z)->
NI-40,759
NI-40,830

Farnesol <(2E,6Z2)->
Farnesol <(2Z,6E)->

SO

SO
SO

SO
SO

SO
SO
SO

SO

SO

SO
SO

39,930
39,996
40,041
40,078
40,099
40,104
40,127
40,205
40,249
40,275
40,287
40,292
40,303
40,317
40,383
40,433
40,463
40,531
40,543
40,554
40,575
40,650
40,739
40,759
40,830
40,856
40,864

1678
1681
1683
1685
1685
1686
1687
1690
1692
1693
1693
1693
1693
1694
1697
1699
1700
1703
1704
1704
1705
1709
1713
1708
1717
1718
1718

1676

1674+

1674

1680
1688

1685
1690
1683
1688

1702
1688

1713

1714
1722

1.2

33

5.6

4.5

0.7

2.6

43

3.7

0.8

5.9

3.0

1.7

1.0

0.4

23.7 09

3.2
1.2

2.0

0.5

0.3

1.0

0.4

0.7
0.6

1.1

0.4

0.3

1.5

1.0 0.9 0.8
0.5 2.7 0.5
1.5
45
07 08
35
08 47 62
06 08
0.6 0.5
06 3.7 43
1.6 0.3
03 24
329
15.5
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238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264

NI-40,900

(Z)-B-Santalol

NI-41,148

NI-41,192

Farnesal <(2E,6E)->
NI-41,732

NI-41,767
7,14-Anidro-Amorfa-4,9-Dieno
12-0l-B-(Z)-Curcumeno
(Z)-Lanceol

NI-42,050

NI-42,175

Acetato de cedrila

Acetato de (Z)-a- Santalol
(2E,6E)-Farnesoato de Metilo
NI-42,317

NI-42,623

NI-42,718

NI-42,785

NI-42,883

Calamenene 5-hydroxi-cis
Acetato de Khusinol
NI-42,985

(Z)-B-Acetato de Santalol
Iso- Longifolol Acetato
NI-43,291

(2Z,6E)-Acetato de Farnesilo

SO

SO

SO

SO

SO

SO
SO

SO
SO

SO
SO

SO

40,900
41,086
41,148
41,192
41,361
41,732
41,767
41,807
41,959
41,961
42,050
42,175
42215
42,238
42,259
42317
42,623
42,718
42,785
42,883
42,898
42,907
42,985
43,116
43,207
43,291
43391

1715
1723
1731
1733
1740
1757
1759
1760
1765
1767
1771
1777
1779
1778
1781
1783
1797
1801
1804
1809
1810
1810
1814
1820
1824
1828
1833

1715

1740

1755
1754
1760

1767
1777
1783

1713
1823

1818
1819

1821

0.3

1.0

0.5

0.8

0.4

0.6

1.1

0.8

0.7

1.8

0.4

1.7

0.5

0.3

1.0

0.4

0.6

0.3

46 1.0

0.5

0.3
0.7

2.8

0.9

0.3
23.1 0.5

0.6
3.8

0.5

0.7
0.5

0.6

0.9
0.4

0.5
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265 NI-43,572 43,572 1842

266 NI-43,777 43,777 1851

267 NI-43,812 43,812 1853 03 03 0.3

268 NI-44,016 44,016 1863 0.4

269 NI-44,212 44,212 1872 0.4

270 (5E,9Z)-Farnesilacetona SO 44,602 1891 1886 0.5

271 NI-44,608 44,608 1891 6.3
Hidrocarbonetos de monoterpenos 16.7 17.8 172 149 103 23 177 14 84 3.0 6.7 13.0
Monoterpenos oxigenados 40 33 24 56 08 00 1.8 00 1.8 00 17 03
Total monoterpenos 20.7 21.1 19.6 205 11.0 23 195 14 102 3.0 84 134
Hidrocarbonetos de sesquiterpenos 41.1 439 43.1 21.1 656 67.0 69.1 489 17.3 557 479 61.9
Sesquiterpenos oxigenados 335 299 326 449 146 174 108 37.8 66.2 32.0 382 129
Total de sesquiterpenos 74.6 73.7 75.6 66.0 802 844 799 86.7 83.5 87.7 86.0 74.8
Fenilpropanos (derivados) 0.0 00 0.0 0.0 00 00 00 00 00 0.0 00 0.0
Outros 02 00 00 02 00 00 00 00 00 04 00 00
Naio identificados 42 35 48 133 88 130 06 119 63 89 55 118
TOTAL 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

A composi¢do quimica foi analisada por CG-EM e organizada na tabela por ordem de elui¢do (OE) na coluna cromatografica. A concentragdo (%) foi calculada com base na area total do pico do

cromatograma de ions totais (TIC). N° — niimero de substancias nos 6leos essenciais dos individuos G36 a G48. TR — Tempo de retencdo para cada substancia. Cl — diferentes classes de substancias.

IRc — indice de retengdo calculado. IRt — indice de retengdo tabelado. HM—Hidrocarbonetos de monoterpenos. MO—Monoterpenos oxigenados. HS—Hidrocarbonetos de sesquiterpenos. SO—

Sesquiterpenos oxigenados. F —Fenilpropanos. NI-Nao identificado. G—Individuo.
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