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RESUMO

A perda de produtos agricolas devido a fungos fitopatogénicos é uma questdo de
grande impacto no mundo. Os fungicidas sintéticos tém sido amplamente utilizados
no controle de doencas fangicas. A aplicacdo de 6leos essenciais € um método
alternativo de controle de infec¢des fungicas, justificado pela toxicidade e resisténcia
dos fungos patogénicos aos fungicidas sintéticos. O objetivo deste estudo foi
encontrar novos agentes antifingicos entre quatorze espécies de plantas da Mata
Atlantica Capixaba. As espécies foram hidrodestiladas, e seus respectivos
rendimentos foram calculados, e a andlise para caracterizacdo quimica de seus
componentes foi examinada por CG-EM. As composicdes dos 6leos essenciais foram
caracterizadas pela presengca predominante de maiores quantidades de
sesquiterpenos, seguido de monoterpenos, indicados como 0s responsaveis pelo
efeito inibitério mais efetivo dos 6leos volateis. Em seguida, as propriedades
antifingicas destes 6leos foram determinadas pelo método de microdiluicdo contra
Fusarium solani f.sp. piperis e Thielaviopsis paradoxa. Todos os 6leos essenciais
apresentaram alguma inibicdo contra os fungos testados. Ensaios in vitro mostraram
que as espécies de Siparuna brasiliensis, Campomanesia macrobracteolata (folhas e
frutos), Piper miquelianum C. DC., Peperomia alata, Baccharis platypoda DC., e
Lantana lundiana Schauer foram as melhores para o controle do crescimento de
Fusarium solani f.sp. piperis, apresentando concentragdées de inibi¢ao de 800 ug mL"
1. Para os ensaios contra Thielaviopsis paradoxa, os 6leos volateis de Protium sp. e
Etlingera elatior mostraram baixas concentracdes de inibic&do, considerados fungicidas
na concentracdo de 200 ug mL1. Em relagédo aos ensaios de citotoxicidade realizados
com macrofagos murinos (Raw 264.7) pelo método de reducdo do MTT, os Oleos
essenciais ndo apresentaram citotoxicidade nas concentragdes as quais foram
considerados fungicidas e inibitorios frente ao T. paradoxa e F. solani f. sp. piperis,
respectivamente. Estes resultados sugerem que os 6leos estudados neste trabalho
tém potencial para serem utilizados no controle de infec¢Bes fungicas causadas por
estes fitopatdgenos.

Palavras-chave: Oleos essenciais. Atividade fungicida. Citotoxicidade. Fusarium
solani f.sp. piperis. Thielaviopsis paradoxa.



ABSTRACT

The loss of agricultural products due to phytopathogenic fungi is a matter of great
impact in the world. Synthetic fungicides have been widely used in the control of fungal
diseases. The application of essential oils is an alternative method of controlling fungal
infections, justified by the toxicity and resistance of pathogenic fungi to synthetic
fungicides. The aim of this study was to find new antifungal agents among fourteen
species of plants of the Brazilian Atlantic Forest. The species were hydrodistilled, and
their respective yields were calculated, and the analysis for chemical characterization
of their components was examined by GC-MS. The compositions of the essential oils
were characterized by the predominant presence of larger amounts of sesquiterpenes,
followed by hydrocarbon monoterpenes, indicated as responsible for the more effective
inhibitory effect of volatile oils. Next, the antifungal properties determined by the
microdilution method against Fusarium solanif.sp. piperis and Thielaviopsis paradoxa.
All essential oils showed some inhibition against fungi tested. In vitro assays showed
that the species of Siparuna brasiliensis, Campomanesia macrobracteolata (leaves
and fruits), Pipermiquelianum C.DC., Peperomiaalata, Baccharis platypoda DC., And
Lantana lundiana Schauer were the best for growth control of Fusarium solani f.sp.
piperis, exhibiting inhibition concentrations of 800 pug mLl. For the tests against
Thielaviopsis paradoxa, the volatiles of Protium sp. and Etlingera elatior showed low
inhibition concentrations, considered as fungicides at the concentration of 200 ug mL
-1 In relation to the cytotoxicity assays performed with murine macrophages (Raw
264.7) by the MTT reduction method, the essential oils did not present cytotoxicity at
the concentrations which were considered fungicidal and inhibitory against T. paradoxa
and F. solani f. sp. piperis, respectively. These results suggest that the oils studied in
this work have the potential to be used in the control of fungal infections caused by
these phytopathogens.

Keywords: Essential oils. Fungicidal activity. Cytotoxicity. Fusarium solani f.sp.
piperis. Thielaviopsis paradoxa.
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1. INTRODUCAO

1.1 Oleos essenciais

A fascinacdo da humanidade por substancias aromaticas e por odores
agradaveis remonta ha milhares de anos. No antigo Egito, ha relatos da utilizacao de
plantas na mumificacdo de corpos e ha Roma antiga, eram bastante conhecidas as
casas de banho, locais em que a higiene ficava a cargo de extratos e esséncias
vegetais que perfumavam as pessoas. Na Biblia, a mirra, uma goma resinosa e
odorifera, é tratada como um produto muito importante e até hoje é utilizada em
cerimbnias religiosas por todo o mundo (EDRIS, 2007).

A histéria dos 0Oleos essenciais (OES) inicia-se antes de 3.500 a.C., data da
mais antiga destilaria conhecida utilizada para extracdo de 6leos essenciais (BASER
e BUCHBAUER, 2010). Percebe-se, portanto, que, apesar de ndo possuir nenhum
conhecimento de quimica ou biologia, o0 homem, desde a antiguidade, ja buscava
formas de utilizar substancias aromaticas. Com o passar do tempo e a sistematizacéo
do conhecimento nas mais diversas areas, percebeu-se que os odores e as
fragrancias, tdo apreciados, eram resultado de metabdlitos secundarios produzidos
por determinadas plantas. A partir destas caracteristicas, convencionou-se, entdo, o
termo Oleo essencial. Hoje os O6leos essenciais, também conhecidos como 6leos
volateis ou etéreos, possuem atuacdo significativa nos ramos de alimentacao,
perfumaria e medicamentos, porém, sua utilizacdo pode ser bem diversificada,
sobretudo em razéo de sua composicéo quimica ser complexa (SIMOES et al., 2010).

Ao contrario do que se acreditava no inicio dos estudos dos metabdlitos
secundarios, 0s Oleos essenciais ndo se caracterizavam por um desperdicio
fisiolégico, mas sim, apresentavam uma grande variedade de fun¢des biologicas na
planta que os produziam. Essas fungdes envolvem desde a atracdo de polinizadores
até a regulacdo hormonal. Entretanto, a principal fungéo, esta ligada a protecédo do
vegetal contra a ataques externos de herbivoros ou de micro-organismos
fitopatogénicos. A capacidade dos Oleos essenciais de repelir e até eliminar os
predadores naturais da planta suscitou a hipotese de que tais substancias presentes

nesta mistura pudessem possuir atividades biolégicas. Efetivamente muitos estudos
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ja comprovaram as diversas atividades dos 6leos volateis contra fungos (SIMOES et
al., 2010).

Entretanto, o uso disseminado de pesticidas levou a ocorréncia frequente de
residuos de compostos quimicos em alimentos, além de causarem poluicdo ao meio
ambiente. Diante da atual tendéncia de mercado em utilizar produtos naturais, o
estudo da aplicacdo de éleos essenciais como fungicidas naturais tem atraido novos
olhares para essa classe de compostos, mitigando os problemas causados por
fungicidas sintéticos (VILLAVERDE et al., 2016).

Recentemente, estudos utilizando 6leos essenciais tém mostrado o potencial
destes compostos no que diz respeito as suas funcbes bioldgicas, especialmente sua
acao no controle de fungos fitopatogénicos (JING et al., 2018). Na década atual, foi
dada particular énfase as suas atividades antibacterianas, antifingicas, inseticidas e
antioxidantes. Uma gama de 6leos essenciais como 0s extraidos de Origanum
vulgare, Cymbopogon citratus, Thymus vulgaris, Pelargonium graveolens,
Cinnamomum zeylanicum, Eugenia caryophyllata, Rosmarinus officinalis, Melaleuca
leucadendron, Ocimum canum, Citrus Medica, Cymbopogon citrates, Caesulia
axillaris, Mentha arvensis, Chenopodium ambrosioides, Adenocalymma alliaceum,
Lippia alba, Cymbopogon flexuosus, Ocimum sanctum, Lantana indica, Citrus
maxima, Citrus sinensis, Zanthoxylum alatum, Anethum graveolens, Trachyspermum
ammi, Foeniculum vulgare e Mentha spicata, Melissa officinalis, entre outros, foram
relatados como agentes antifingicos contra inUmeras espécies de fungos. A atividade
antimicrobiana dos OEs € atribuida principalmente devido ao principal composto ou
ao efeito sinérgico de todos os compostos que estdo presentes em maiores e menores
quantidades no 0leo essencial (MISHRA et al., 2013; XIE et al., 2017; OUADI et al.,
2017).

Como destacado, é possivel verificar a potencialidade dos 6leos essenciais
frente a micro-organismos fitopatogénicos. Em decorréncia da relevancia da busca
por tratamentos das infecgbes fungicas que afetam cultivares de grande interesse
econdbmico no pais e a capacidade de contaminacdo desses patdgenos, objetiva-se
determinar o potencial inibitério de 6leos essenciais de Baccharis platypoda DC.
(folhas), Baccharis trinervis Pers. (folhas), Campomanesia macrobracteolata (folhas),
Campomanesia macrobracteolata (frutos), Campomanesia schelechtendaliana
(folhas), Costus spicatus (folhas), Etlingera elatior (folhas), Lantana lundiana Schauer

(folhas), Peperomiaalata (folhas), Petiveriatetrandra (folhas), Piperaduncum (folhas),
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Piper miquelianum C.DC. (folhas), Protium sp. (folhas e caules com botbes), Siparuna
brasiliensis (frutos) e Solanum cinnamomeum (folhas), frente aos fungos Fusarium

solanif.sp. piperis e Thielaviopsis paradoxa.

1.2 Metabolismo vegetal

O metabolismo € o conjunto de transformacdes e reacbes quimicas que
ocorrem nas células, proporcionadas por acdo enzimatica. Estas reacfes visam,
inicialmente, sintetizar compostos como acgucares, aminoacidos, nucleotideos, alguns
polimeros, dentre outros compostos. As plantas possuem duas rotas metabdlicas
extremamente Uteis para a sua sobrevivéncia e adaptacédo, sendo elas caracterizadas
como metabolismo primario, que possui funcbes vitais bem definidas; e metabolismo
secundario, produzidos a partir dos metabdlitos primarios, por rotas biossintéticas
diversas. A principio, os metabdlitos primarios referem-se aos produtos dos processos
fotossintéticos, implicando na producéo de recursos considerados vitais a planta como
divisdo e crescimento celular, respiracdo, estocagem e reproducdo. Ja os metabdlitos
secundarios, como sdo chamados os produtos derivados do metabolismo secundario,
nao estao diretamente ligados a manutencdo da vida do vegetal, porém, aumentam a
probabilidade de sobrevivéncia de uma determinada espécie, permitindo melhor
adaptacdo. A complexidade da composi¢cdo dos Oleos essenciais e a concentracdo
dos seus constituintes sdo o resultado dos diferentes processos metabdlicos que
ocorrem no interior das células, cuja biossintese é afetada por fatores como variacdes
ambientais, acdo de fatores como micro-organismos, insetos, plantas, luz,
temperatura e estresse hidrico, entre outros que séo capazes de gerar situacdes de
estresse a planta, modificando sua composic¢ao quimica (GROS et al., 1985).

Durante muito tempo, a comunidade cientifica acreditou que os metabdlitos
secundarios produzidos pelas plantas ndo tinham funcdo especifica, mas
simplesmente considerados como produtos finais das reacfes. Muitos estudos,
entretanto, demonstraram que essas substancias nao sé tém uma fungcdo como sua
presenca € muitas vezes fundamental para o desenvolvimento e adaptacdo da
espécie vegetal (SIMOES et al., 2010). Os metabdlitos secundarios sdo essenciais
para a defesa e protecdo das plantas, por isso, esses compostos atuam como

auxiliares na protecdo contra herbivoros, insetos e infecgdo microbiana, além de
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possuirem fungdo na atracédo de polinizadores e atuarem como agentes alelopaticos.
Vale ressaltar que as rotas metabdlicas que os originam, provavelmente, sé sao
ativadas durante alguns estagios particulares de crescimento e desenvolvimento
(GARCIA e CARRIL, 2009). Em se tratando de 6leos essenciais, estes podem atuar
COmMoO: mensageiros internos para comunicacdo; substancias defensivas contra
herbivoros; substancias volateis direcionando ndo apenas inimigos naturais a
herbivoros e hospedeiros como também atrair insetos polinizadores. (HARREWIIN et
al., 2001; CSEKE et al., 2006).

Dos metabolitos secundarios produzidos pelas plantas, os 6leos essenciais se
destacam, representando a segunda classe de compostos naturais, com maior
nimero de constituintes ativos (SIMOES et al., 2010). Os OEs, s&o misturas
complexas de constituintes volateis, lipofilicos, odoriferos e liquidos. Sé&o
biossintetizados, armazenados e liberados por meio de estruturas do mesdéfilo ou da
epiderme da planta. S8&o comumente extraidos de folhas, galhos, flores, frutos ou
tecido de casca de plantas superiores. Assim, nas coniferas, como o pinheiro, por
exemplo, o 6leo volatil é encontrado na maioria das partes da arvore. Por outro lado,
na rosa, o Oleo € confinado a flor; e, no caso da canela, as cascas e as folhas, com
pequena presenca na parte da raiz desta planta. Ainda que todos os 6rgaos de um
vegetal possam conter 6leos essenciais, a composi¢ao quimica destes pode variar de
acordo com a sua localizacdo. Assim, uma esséncia obtida das flores pode ser
diferente daquela obtida dos galhos, ainda que seja proveniente de uma mesma planta
(PARRY, 1992; SOUZA et al., 2009; SIMOES et al., 2010; SADGROVE e JONES,
2015).

Segundo Simdes et al., (2010), quimicamente, os constituintes dos OEs das
plantas incluem principalmente, duas classes quimicas: o0s terpenoides e
fenilpropanoides, sendo que o primeiro, prepondera. Geralmente, quando presentes
nos Oleos essenciais, os fenilpropanoides, ocorrem em quantidades significativas e
tendem a ser os compostos majoritarios. Os fenilpropanoides se formam a partir do
acido chiquimico, e estes compostos possuem em suas estruturas um anel benzénico
com uma cadeia lateral composta de trés carbonos, que apresentam uma dupla
ligacéo e podem ter um grupo funcional com oxigénio, como representado na figura 1
(TAIZ e ZEIGER, 2004).
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Figura 1. Origem de um fenilpropanoide

Os terpenos sdo extremamente variaveis, mostrando diferentes esqueletos de
carbono com uma grande diversidade estrutural de compostos como hidrocarbonetos
(1) e derivados oxigenados, incluindo alcoois (2), ésteres (3), fendis (4), aldeidos (5),
cetonas (6), éteres (7) e epdxidos (8) como exemplificados na figura 2. Os compostos
terpénicos mais frequentes nos 6leos essenciais sdo 0s monoterpenos (90% dos
6leos volateis) e os sesquiterpenos. (SIMOES et al., 2010; ZUZARTE e SALGUEIRO,
2015).

OH
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5 Citronelal 6 Germacrona 7 Eucaliptol 8 Oxido de cariofileno

Figura 2. Hidrocarboneto terpénico e terpenos oxigenados. Fonte: SIMOES et al., 2010; ZUZARTE;
SALGUEIRO, 2015.

Por sua vez, os terpenodides, sdo biossintetizados pela condensacdao de
unidades isoprénicas (9), o difosfato de isopentenila (IPP) (10) e seu isdbmero difosfato
de dimetilalila (DMAPP) (11) que estao ilustrados na figura 3 (DEWICK, 2002).
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Figura 3. Estrutura quimica do isopreno, difosfato de isopentenila e do difosfato de dimetilalila.

O IPP pode ser sintetizado pelas plantas por, no minimo, duas rotas
biossintéticas: a rota classica ou também conhecida como rota do mevalonato (MVA),
responsavel pela formacdo dos sesquiterpenos e triterpenos, que ocorre
preferencialmente no citosol, cujos precursores s&o piruvato e acetilcoenzima A; e a
rota alternativa ou rota do metileritritol fosfato (MEP), onde sdo biossintetizados os
monoterpenos, diterpenos e tetraterpenos, ocorrendo preferencialmente nos
plastideos e tem como precursores piruvato e gliceraldeido-3-fosfato. A reacéo entre
uma molécula de IPP e uma molécula de DMAPP tem como produto o difosfato de
geranila (GPP), precursor dos monoterpenos (C1o). A medida que sdo adicionadas
unidades de IPP contendo cinco carbonos, serdo formados o difosfato de farnesila
(FPP), precursor dos sesquiterpenos (Cis), e o difosfato de geranil geranila (GGPP),
precursor dos diterpenos (Cz0), exemplificadas na figura 4. Uma vez biossintetizados,
os terpenos sao diversificados através de variadas reacdes enziméticas, como por
exemplo, isomerizacéo e oxidacao, dando origem aos 6leos essenciais, terebentinas
e resinas (DEWICK, 2002).
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Figura 4. Formagdo dos produtos metabodlicos advindos das rotas biossintéticas do MVA e MEP. Fonte:
Adaptado de Dewick, 2002

Bakkali e colaboradores (2008) definem os monoterpenos a partir do
acoplamento de duas unidades de isopreno (dez carbonos), sendo esta a menor
unidade dos terpenos. Sd&o consideradas as moléculas mais representativas, que
constituem 90% dos Oleos essenciais, além de permitir uma grande variedade de
estruturas quimicas. Alguns monoterpenos estdo exemplificados na figura 5, séo eles:
citronelol (12), linalol (13), mentol (14), mentona (15), a-pineno (16) e B-pineno (17),
carvona (18) e o limoneno (19). Estes monoterpenos podem ser encontrados em
espécies da familia Lamiaceae, por exemplo. Alguns desses compostos possuem
atividade biolégica como o timol (20) e o carvacrol (21), monoterpenos isdmeros, que
possuem acdo antioxidante, atividade antimicrobiana e inseticida. Além desses, 0
citronelal (22) e o citral (23) também sdo monoterpenos que podem se encontrados
em espécies do género Eucalyptus, pertencentes a familia Myrtaceae (LIMA e
CARDOSO, 2007; BlzZzO, HOVELL e REZENDE, 2009).
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Figura 5. Estruturas quimicas de monoterpenos. Fonte: Bakkali et al., 2008.

J& os sesquiterpenos possuem quinze carbonos em sua estrutura, formada a
partir de trés unidades isoprénicas. Proporcionalmente, com a condensacao dessas
unidades de isopreno ha um aumento das reacdes de ciclizagdo, permitindo uma
maior diversificacdo de estruturas para essa classe de compostos. A fungdo e o
esqueleto dos sesquiterpenos sdo similares a dos monoterpenos (BAKKALI et al.,
2008). Em espécies do género Piper, da familia Piperaceae, podem ser encontrados
alguns sesquiterpenos ilustrados na figura 6, como o B-cariofileno (24), germacreno D
(25) e o espatulenol (26) (POTZERNHEIM, BIZZO e VIEIRA, 2006).

24 25 26

Figura 6. Estruturas quimicas de sesquiterpenos. Fonte: BAKKALI et al., 2008.
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S&o também abundantes em espécies do género Baccharis (SALAZAR, SOUSA
e LIMA, 2018), apresentando alguns sesquiterpenos oxigenados em sua COmposicao
quimica como o Oxido de cariofileno (8), a-cadinol (27) e o veridiflorol (28)

representados na figura 7.

27 28

Figura 7. Estruturas quimicas de sesquiterpenos oxigenados. Fonte: LAGO, et al., 2008.

Gragas a composicao quimica complexa e caracteristicas fisico-quimicas
interessantes, os OEs sdo metabolitos secundarios bastante estudados e vem
ganhando relevancia, principalmente nas industrias de agricultura, onde séo utilizados
como pesticidas naturais para controle de micro-organismos fitopatogénicos que
afetam cultivares de grande interesse econdomico (BAKKALI et al., 2008).

A producdo de Oleos essenciais € limitada a alguns vegetais, sendo raramente
encontrados em gimnospermas - com excecao das coniferas — e em angiospermas
monocotiledéneas - exceto em espécies do género Cymbopogon, Vetiveria, Alpinia,
Curcuma, entre outras. Por outro lado, em angiospermas dicotiledéneas, ocorre um
grande numero de familias com espécies produtoras de 6leo essencial,
principalmente: Asteraceae, Apiaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myristicaceae,
Myrtaceae, Piperaceae, Rutaceae, entre outras (SIMOES et al., 2010). Os OEs
extraidos de espécies das familias Apiaceae e Myrtaceae, por exemplo, séo
conhecidos por apresentarem diferentes atividades, como: antifingicas (SINGH et al.,
2004; ZABKA, PAVELA e SLEZAKOVA, 2009); antibacterianas (TINOCO, MARTINS
e CRUZ-MORAIS, 2007; SALVAGNINI et al., 2008); antitumorais (MADHULIKA et al,
2008; CALCABRINI et al, 2004); anticancerigenas (CABRAL, et al., 2007; BONG e
RYONG, 2010) e antivirais (SNENE et al., 2017; SRIWILAUJAROEN etal., 2012).

As atividades bioldgicas dos 6leos essenciais estdo relacionadas a sua
composicdo, que pode variar de acordo com fatores como: variabilidade genética,
luminosidade, temperatura, pluviosidade, nutricdo, época e horario de coleta, bem

como técnicas de colheita e pds—colheita, aplicacdo de fertilizantes, localizagéao
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geografica, clima, variagdes sazonais e estresse durante o crescimento ou maturidade
da planta. Além disso, o tipo de material vegetal utilizado e o método de extracédo
determinam o rendimento e podem alterar a composicdo de um OE, conferindo
diferentes atividades bioldégicas (GOBBO-NETO e LOPES, 2007; HUSSAIN et al.,
2008; MORAIS, 2009).

1.3 Atividade antifingica de 6leos essenciais

A utilizagdo de fungicidas sintéticos € um dos principais métodos de controle
de doencas de plantas, pragas agricolas, porém, vem sendo questionado pela
sociedade, em consequéncia dos diversos problemas gerados para a saude humana
e ao meio ambiente, em virtude do uso de excessivas doses ou da utlizacdo
inadequada dos produtos quimicos, sem contar que seu uso constante pode propiciar
a selecao de fungos fitopatogénicos resistentes, tornando esse controle ineficaz
(GURJAR etal., 2012).

Devido a imensa variedade de compostos, 0s 6leos essenciais, assim como 0s
metabdlitos secundarios como um todo, tém uma extensa gama de efeitos e
atividades tanto para as plantas que 0s originam como para 0S animais e seres
humanos que entram em contato com essas substancias. O controle desses
fitopatdbgenos empregando produtos naturais ainda € muito incipiente esbarrando,
sobretudo, na falta de estudos a respeito da viabilidade econdmica. Observa-se,
porém, que a literatura tem registrado em trabalhos a eficiéncia e potencialidade dos
Oleos essenciais de uma vasta variedade de espécies botanicas em promover a
inibicdo de fitopatdgenos de natureza flngica, e existem alguns resultados com essa
classe de compostos que podem ser considerados promissores (SANTOS, 2015).

A acéo fungitoxica dos produtos naturais tanto atuam diretamente no patégeno,
desacelerando o crescimento micelial, reduzindo a esporulacdo e a germinacao de
esporos, quanto pela ativacdo dos mecanismos de defesa do vegetal que é um
processo iniciado com a percepc¢do do estimulo agressor do patégeno indicando a
presenca de compostos de caracteristicas elicitoras (GARCIA et al., 2012). Umas das
vantagens de se utilizar os produtos naturais na agricultura é o motivo da rapida
degradacédo no ambiente e da sua baixa toxicidade, em contrapartida, os fungicidas

sintéticos podem ocasionar problemas como desequilibrio biolégico, alteracdo da
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ciclagem dos nutrientes, contaminacdo dos solos e da agua, intoxicagcdo aos
produtores rurais, resisténcia de patdgenos, eliminacdo de organismos benéficos e a
reducdo da biodiversidade (GHINI, NAKAMURA, e SHAWT, 2001).

Conforme Amorim et al, (2011), devido & multiplicidade de componentes
quimicos que 0s extratos vegetais e 0s Oleos essenciais possuem, estes podem
minimizar o surgimento de micro-organismos resistentes. As plantas séo consideradas
fontes inesgotaveis de moléculas, muitas delas desconhecidas, que em muitos casos
podem servir de modelo para sintese quimica, com geracdo de produtos de baixo
custo, de facil aquisicdo e uma alternativa menos custosa, em paises onde o0s
fungicidas sintéticos sdo escassos e representam um alto custo aos agricultores
(BETTIOL e GHINI, 2009).

Como definido por Bakkali et al. (2008), os Oleos essenciais sdo misturas
complexas de compostos organicos, lipofilicos, odoriferos e s&do formados,
principalmente, por monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides, com baixo
peso molecular. Os terpendides e compostos fendlicos sdo os principais constituintes
de Oleos essenciais e, consequentemente, exibem propriedades lipofilicas. A natureza
lipofilica dos Oleos essenciais desempenha um papel importante na atividade
antimicrobiana; visto que, na maioria dos casos, 0s 6leos volateis com atividade
antimicrobiana causam danos estruturais e funcionais nas células flngicas
patogénicas.

De acordo com Walker (2012), as paredes celulares dos fungos séao
principalmente compostas por diferentes polissacarideos, podendo variar de acordo
com o grupo taxondémico (quitina, glucanos, manoproteinas, quitosana, celulose), com
gquantidades menores de proteinas e glicoproteinas.

Devido a lipofilicidade dos 6leos essenciais, estes se deslocam com facilidade
através da membrana plasmatica, causando particdo nos lipidios presentes na
membrana dos fungos, ocasionando vazamento do conteddo da célula, ou seja,
devido ao potencial de seus componentes romperem a membrana celular destes
micro-organismos, os compostos lipofilicos deixam o conteddo celular desprotegido e
mais suscetivel a acdo dos 6leos essenciais. Além disso, os OEs tém a capacidade
de afetar a biossintese do esterol fungico, reduzindo significativamente a quantidade
de ergosterol (PINTO et al., 2009). Tian e colaboradores (2012), também analisaram
o0 modo de acao antifingico dos oOleos essenciais, quantificando a producéo total de

ergosterol nas células fungicas, adicionando concentragdes crescentes de OE. A
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diminuicdo da taxa de ergosterol com o aumento da concentracdo de OE aponta que
a membrana plasmatica € um alvo importante para futuras pesquisas envolvendo o
mecanismo antifungico de OEs.

Vérios fungos fitopatogénicos, sdo susceptiveis a OEs. A eficiéncia
da inibicdo varia de acordo com o organismo alvo e o 6leo essencial testado.

Sharma e colaboradores (2017) avaliaram a atividade antifangica dos 6leos
essenciais de cravo (Syzygium aromaticum), capim limdo (Cymbopogon citratus),
menta (Mentha piperita) e eucalipto (Eucalyptus globulus) contra Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici 1322. Dentre o0s 6leos essenciais testados, 0 que se apresentou mais
ativo foi o 6leo de cravo, exibindo uma inibicdo completa do crescimento micelial e
germinacdo de esporos a uma concentracdo de 125 ppm, com Clso de 18,2 € 0,3 ppm,
respectivamente. A concentracdo inibitéria minima (CIM) do 6leo de cravo foi de 31,25
ppm pelo método de microdiluicdo de caldo. A composicdo quimica do 6leo essencial
de cravo foi determinada por cromatografia gasosa, acoplada ao espectrémetro de
massas, e foram identificados como componentes majoritarios eugenol 75,41% (29),
E-cariofileno 15,11% (30), a-humuleno 3,78% (31) e 6xido de cariofileno 1,13% (8)
sinalizados na figura 8. As CIMs obtidas para os 6leos essenciais de capim limao,
hortela e eucalipto foram consideradas altas. Com isso, 0s autores puderam concluir
gue OE de cravo tem uma potente atividade antifingica, podendo ser utilizado como

biofungicida para controle do fungo em questao.

29 30 31

Figura 8. Estruturas quimicas de trés compostos majoritarios do 6éleo essencial de cravo (Syzygium
aromaticum).

Zhao et al. (2013) também avaliaram a atividade do 6leo essencial das flores
de Inula britannica contra fungos patogénicos de plantas para sua potencial aplicacao
como fungicida botanico. A obtencdo do 6leo essencial foi realizada por metodologia
que utiliza dioxido de carbono sulfidico supercritico (SF-CO2). Segundo os autores é

uma técnica inovadora para a extracdo de sabores, fragrancias e flavorizantes de
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fontes vegetais. Os estudiosos afirmam que o CO2 comprimido pode solubilizar os
principais constituintes do 6leo essencial, consistindo em hidrocarbonetos,
monoterpenos oxigenados e sesquiterpenos. O OE foi examinado através de testes
in vitro e in vivo contra Alternaria alternata, A. solani, A. brassicae, A. mali, Botrytis
cinerea, Cercosporium personata, Colletotrichum dematium, C. Orbiculare, Fusarium
graminearum, F. monilifome, F. f. sp.vasinfectum, Gaeumannomyces graminis var.
tritici, Gibberella zeae, Gloeosporium fructigenum, Phytophthora capsici, Pyricularia
grisea, Rhizoctonia cerealis, R. Solani, Sclerotinia sclerotiorum, Verticillium dahliae.
Os resultados mostraram a inibicdo completa do crescimento micelial de
Gaeumannomycesgraminisvar. Tritici. Constatou-se também que o 6leo essencial foi
capaz de inibir 83,76 e 64,69% do crescimento radial de Phytophthora capsici e
Fusarium monilifome, respectivamente. Houve inibicdo da germinacdo de esporos de
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, Phytophthora capsici, Colletotrichum
orbiculare e Pyricularia grisea, exibindo taxas de inibicdo de 98,26; 96,54; 87,89 e
87,35%, respectivamente. O presente estudo demonstrou que o Oleo essencial das
flores de I. britannica extraidas através da técnica de SF-COz pode ser um agente
antimicotico potencial e promissor para ser usado como fungicida botéanico.

Em um estudo realizado por Stevi¢ e colaboradores (2014) foram avaliados os
efeitos inibitdrios in vitro de uma série de 6leos essenciais, com composi¢ao quimica
variada, contra Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Alternaria alternata, Fusarium
solani, Fusarium tricinctum, Fusarium sporotrichioides, Fusarium verticillioides,
Fusarium oxysporum, Fusarium semitectum, Fusarium subclutinans, Fusarium
equiseti, Penicillium sp., Chaetomium sp., Gliocladium roseum, Curvularia lunata,
Verticillium dahliae, Trichoderma viride, Trichotechium roseum, Phomopsis sp.,
Phomasp. e Myrothechium verrucaria. Todos o0s 6leos testados apresentaram alguma
atividade antifungica contra os fungos utilizados. Contudo, os autores puderam
concluir que os 6leos essenciais de Satureja hortensis, Origanum vulgare, Thymus
vulgaris e Rosa damascena apresentam potencial para serem utilizados como
antifingicos naturais, demonstrando que todos os fungos testados foram mais
suscetiveis aos quatro Oleos. Além disso, a combinacao de 6leos especificos mostrou
reducdo dos valores das concentracdes inibitorias minimas.

Davari e Ezazi (2017), analisaram a composi¢ao quimica das plantas Zhumeria
majdae, Heracleum persicum (plantas endémicas iranianas) e Eucalyptus sp. quanto

a concentracdo de OEs, juntamente com sua atividade contra alguns fungos
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fitopatogénicos importantes, como: Fusarium graminearum, Fusarium asiaticum,
Fusarium redolens f. sp. dianthus, Fusarium verticillioides, Fusarium oxysporum f.sp.
lentis, Sclerotinia sclerotiorum, Aspergillus flavus, Aspergillus tubingensis, Botrytis
cinerea e Cladosporium cladosporioides. O 6leo essencial de Z. majdae, foi
identificado por CG-EM e apresentou a melhor atividade antifingica dentre os OEs
testados, inibindo 100% do crescimento dos fungos F. graminearum, F. asiaticum, F.
redolens f. sp. dianthus, S.sclerotiorum e B. cinerea, numa concentracdo de 1500 L
L-1, diferente das outras espécies; embora a Eucalyptus sp tenha mostrado uma
inibicdo de 100% para a S. sclerotiorum, na mesma concentracdo, somente. A figura
9 mostra a estrutura quimica da canfora (32), que juntamente com o linalol (13),
representam 0s componentes principais de Z. majdae, num total de 80,6%. De tal
modo, o monoterpeno oxigenado eucaliptol (7) representa o constituinte mojoritario
presente no OE de Eucalyptus sp. e H. persicum. Tal atividade de Z. majdae é
correlacionada pelos autores quanto a sua composicdo quimica, que similarmente
também é relatado por Imani e cooperantes (2015) e por Rustaiyan e colaboradores
(1992).
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Figura 9. Estrutura quimica da canfora, terpenoide presente no 6leo essencial de Zhumeria majdae.

Boukaew e colaboradores (2017) verificaram que os Oleos essenciais de cravo
(Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L. M. Perry) e vatica (Vatica diospyroides
Symington) inibiram fortemente o crescimento de nove entre 10 cepas de Aspergillus
flavus. Identificaram 14 compostos no Oleo de cravo, sendo 62,4% eugenol (29) como
principal componente; e 24 compostos no 6leo de vatica, e 48,8% de acetato de
benzila (33) como principal componente ilustrado na figura 10. A atividade antifingica
foi atribuida aos componentes majoritarios presentes nos 6leos. A Unica cepa que
apresentou resisténcia foi selecionada para estudos adicionais, e 0 Oleo de cravo
causou 84,7% de inibicdo na germinacdo conidial, na concentracdo de 100 uL L1,
enquanto a inibicdo completa da infeccdo em sementes de milho ocorreu a 10 yL L.
O 6leo de vatica a 50 uL L apresentou forte atividade antifingica, pois inibiu

completamente o crescimento, a esporulacdo, a germinacéo conidial e a infeccéo da
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doenca, tanto in vitro como em sementes de milho; porém, apresentou maior atividade

fitotdxica que o 6leo de cravo.

O

B
S8

Figura 10. Estrutura quimica do componente majoritario presente no 6leo essencial de Vatica
diospyroides Symington.

Investigando as propriedades antifungicas do 6leo essencial de acafrao
(Curcuma longa L.) contra Aspergillus flavus Yichen, Hu e colaboradores (2017)
observaram significativa atividade antifingica no crescimento micelial, germinacédo de
esporos e producdo de aflatoxinas. Encontraram uma elevada taxa de inibicdo do
peso de micélio de A. flavus, onde concentragbes de 1, 2, 3, 4 e 8 yL mL-! inibiram
63,31%, 71,15%, 78,99%, 91,03% e 93,41%, respectivamente. Da mesma forma,
houve a reducdo na porcentagem de germinacdo de esporos com o aumento da
concentracdo. Os efeitos inibitérios na germinacao de esporos nas concentracdes de
1 a8 uL mL1 variaram de 17,01 a 85,47%. Os autores relacionam o efeito antifungico
com a capacidade de perturbar a integridade da membrana plasmética e a disfuncao
mitocondrial, induzindo estagnacdo metabdlica no fungo.

Além dos fungos mencionados acima, durante o armazenamento, as frutas e
vegetais estdo frequentemente sujeitos a varias contaminacfes microbianas,
principalmente devido a fungos patogénicos que infectam o hospedeiro durante a
colheita, como também podem infectar a fruta no meio do plantio, durante o manuseio,
processamento e armazenamento (EL-GHAOUTH et al., 2002). Visto isso, em um
teste antifingico in vitro, Falasca e colaboradores (2016) avaliaram o efeito do 6leo
essencial de bagas verdes e maduras de Juniperus communis L. como inibidor do
fungo fitopatogénico Sclerotium rolfsii, causador de inimeras doencas poés-colheita
em muitas frutas e vegetais. Os resultados do ensaio antifingico mostraram que o
Oleo essencial de frutos verdes e maduros inibe o crescimento de Sclerotium rolfsii.

Avanco e colaboradores (2016) investigaram a composicdo e acdo antifungica
do 6leo essencial de Curcumalonga L. O mesmo demonstrou atividade contra o fungo

Fusarium verticillioides, diminuindo seu desenvolvimento. Esses dados indicam que
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este Oleo pode ser utilizado como conservante de alimentos, pois sua agao antifingica
aumentaria a vida util dos produtos agricolas.

Recentemente, Ouadi e colaboradores (2017) discutiram a atividade contra
fungos da pos-colheita em macas, a partir do 6leo essencial extraido, caracterizado
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) de Melissa
officinalis. Os componentes ilustrados na figura 11 como p-menta-1,2,3-triol 13,1%
(34), p-menta-3-en-8-ol 8,8% (35), pulegona 8,8% (36) e 6xido de piperitona 8,4% (37)
foram considerados os quatro principais contidos neste 6leo, sendo que, todos estes
compostos apresentaram atividade significativa (p<0,05) e inibiram o crescimento
micelial dos trés patdgenos utilizados: Botrytis cinerea, Penicillium expansum e
Rhizopus stolonifer. Em valores, a taxa de inibicdo para P. expansum, numa
concentragcdo de 0,25 uL mL, foi de 73,2%, e de 100% numa concentracdo de 1L
mL-; enquanto a inibicdo para R. stolonifer foi de 16,27%, numa concentracéo de 0,25
uL mL?1 e de 100%, a 2 uL mL! - Para B. cinerea mostrou uma maior resisténcia,
atingindo um valor maximo de 76,81%, a 2 uyL mL!, constatando, assim, a potente
atividade antifingica do Oleo essencial extraido de M. officinalis. A atividade
antifangica também foi avaliada por Munhuweyi e colaboradores (2017), in vitro e in
vivo, contra os fitopatdbgenos Botrytis cinerea, Penicillium expansum e Pilidiella
granati, a partir da quitosana, combinada com O6leos essenciais (canela, limédo e
orégano). Com base na investigacao in vitro, a combina¢cdo de quitosana-orégano ou
canela, de seus 6leos essenciais, numa concentracdo de 10 g L%, apresentou efeito
inibitério completo contra os trés patdégenos. A combinacdo de quitosana com o Oleo
essencial da canela obteve efeitos inibitdrios maximos, dependentes da concentracao
do OE, inibindo em concentragGes de 10, 50 e 50 g L1 os patégenos P. granati, B.
cinerea e P. expansum, respectivamente. O estudo antifingico in vivo foi realizado em
frutas de roma, artificialmente inoculadas com Botrytis sp., e tratadas com a
combinacdo de quitosana-orégano, em concentracdes variaveis de 2,5, 5,0 e 10,0 g
L-1, resultando em 33,69 + 8,15%, 46,64 + 7,21% e 100% de inibicdo do patégeno.
Dessa forma, observa-se a atividade fungicida de um 6leo essencial simples, como

também a partir de combinacdes.
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Figura 11. Estruturas quimicas dos principais compostos encontrados no 6leo essencial de Melissa
officinalis.

Estudos de Bravo e colaboradores (2017) avaliaram os efeitos, identificando e
guantificando os OEs de espécies da planta chilena Cryptocarya alba utilizada contra
Nosema ceranae (doenga das abelhas do tipo C), bem como o seu uso para o controle
da Nosemose. Os monoterpenos como a-terpineol (38) e B-felandreno (39), estdo
ilustrados na figura 12, e juntamente com o eucaliptol (7) constituem o0s principais
compostos encontrados no OE de C. alba e mostraram efeitos significativos contra N.
ceranae. Porém, o efeito antifiingico do 6éleo essencial completo (4ug abelhat) em N.
ceranae foi maior do que o efeito dos monoterpenos, separadamente, mostrando que
0 6leo de C. alba € um forte candidato para o tratamento dessa doenca. Diferente de
Bravo e seu grupo de pesquisa, Jing e colaboradores (2018) observaram uma
concentracdo minima maior para a inibicdo de um fitopatégeno. A pesquisa abrangeu
o teste do 6leo essencial retirado do broto da Syringa oblata Lindl para o combate a
Alternaria alternata, um patégeno que origina uma doenca caracterizada por uma
mancha marrom no tabaco. Doze compostos foram identificados por CG-EM, sendo
0s principais o eugenol 40,426% (29), B-cariofileno 21,989% (24) e a-cariofileno
3,456% (40), também retratado na figura 12. O eugenol (29) exibiu inibicdo completa
do crescimento micelial, sendo considerado o componente antifingico mais ativo,
mostrando uma concentracdo inibitéria minima de 150 mg mL! e a concentracdo
fungicida minima de 250 mg mL-1. Um ensaio in vivo mostrou que a emulsdo do
eugenol (39) foi eficaz na protecéo do tabaco, a partir da infeccdo da mancha marrom,

indicando que este OE é um potente fungicida controlador desta doenca.
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Figura 12. Estruturas quimicas de monoterpenos encontrados no 6leo essencial de C. albae S. oblata.

Também foi investigada a composic¢ao quimica e a atividade antifingica do 6leo
essencial das espécies de Ocimum basilicum, Origanum vulgare, Rosmarinus
officinalis, Rosmarinus officinalis ‘Prostrates, Salvia officinalis, plantas medicinais da
familia Laminaceae. O estudo concluiu que os constituintes predominantes: carvacrol
(21), timol (20) e linalol (13), encontrados nas espécies, atuam no biocontrole contra
o fitopatdgeno Pilidiella granati, que age no periodo pés-colheita dos frutos de Punica
granatum (THOMIDIS e FILOTHEOU, 2016).

A biodegradacdo de madeira por algumas espécies de fungos € um dos
problemas mais sérios que comprometem a estrutura da madeira e inviabilizam o
manejo florestal. Como é sabido, os Oleos essenciais tém uma significativa
capacidade em exibir atividades antifingicas contra uma grande diversidade de
fungos de degradagcao da madeira (HO et al., 2010; CHENG et al., 2012). Essas
atividades podem ser atribuidas ao sinergismo dos compostos presentes em 0Oleos
essenciais ou devido a potencialidade dos seus compostos majoritarios individuais
(TASCIOGLU et al., 2013). Esses compostos ativos, extraidos do 6leo essencial de
varias espécies de plantas aromaticas, tais como carvacrol (21), citral (23), citronelol
(12), cinamaldeido (41) (figura 13), eugenol (29), e timol (20), contribuiram
significativamente para as atividades antifingicas testadas contra fungos causadores
do apodrecimento da madeira como, por exemplo, Trametes hirsuta, Laetiporus
sulphureus, Gloeophyllum trabeum, Trametes versicolor, Schizphylhls commune,

Pycnoporus sanguineus e Coniophora puteana (XIE et al. 2017; ZHANG et al., 2016;

VODA et al., 2003).
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Figura 13. Estrutura quimica do cinamaldeido, composto ativo extraido de diversas partes e espécies
de plantas aromaticas.
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1.4 Fungos Fitopatogénicos

Os micro-organismos fitopatogénicos sdo aqueles que habitam o interior dos
tecidos vegetais. Estes, por sua vez, diante de estresses bibticos e abioticos, tornam -
se patdgenos e causam doencas nas plantas por meio de distirbios em seu
metabolismo celular (BOMFIM et al., 2013).

Doengas em plantas causadas por fungos fitopatogénicos sdo responsaveis por
uma parcela de 10% de perda na producdo agricola mundial, o que causa grande
impacto na economia. Atualmente, sdo conhecidas 800 espécies de fungos que séo
patdogenos de vegetais, principalmente em cultivares importantes do nosso pais
(BOMFIM et al.,, 2013). Dentre os fungos de grande importancia para a agricultura
mundial encontra-se o género Fusarium, ndo s por causar patologias em plantas,
mas também, pelo fato de algumas espécies serem capazes de produzir toxinas
especificas como por exemplo o acido fuséarico (TINOCO, 2010). O mecanismo de
acdo dos fungos fitopatogénicos ira depender exclusivamente do estado fisiolégico da
planta. Geralmente, traumatismos causados porinsetos sao responsaveis pela origem
da infeccdo e desenvolvimento fungico (CALIGIORNE et al., 2010).

Durante o seu desenvolvimento em tecidos hospedeiros ou em cultura, 0s
fungos fitopatogénicos podem produzir uma vasta gama de compostos toxicos e uma
variedade de estruturas bioguimicas com diferentes modos de acédo para a retirada de
nutrientes da célula para seu proprio consumo e crescimento. A retirada desses
nutrientes, que seriam aproveitados pelo préprio hospedeiro, podem ser o suficiente
para levar a planta a exibir sintomas tipicos de colonizacéo flungica. Contudo, existem
evidéncias consideraveis de que certos fungos produzem toxinas seletivas para 0s
organismos invasores (KONO et al., 1981).

O conhecimento da fisiologia do patdégeno, bem como suas condi¢cdes 6timas
de desenvolvimento, que compreendem pH, umidade, temperatura do solo e do ar,
sdo imprescindiveis para adotar praticas e medidas de controle adequadas para a
patologia (DUARTE et al., 2005).
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1.4.1 Fusarium solani f.sp. piperis

Por volta de 1959, Albuquerque observou alguns sintomas da doenca que se
estabeleceu nas plantacbes de Piper nigrum L. (pimenta-do-reino), e seu agente
etiolégico, o fungo Fusarium solani f.sp. piperis. Este fungo foi isolado pelo
pesquisador e identificado por uma nova forma de Fusarium com alto grau de
patogenicidade e rapida propagacéao, destruindo, em curto prazo de tempo, grandes
areas do cultivo da pimenta-do-reino, acarretando em prejuizos imensuraveis aos
pipericultores (ALBUQUERQUE, 1961).

A fusariose, foi constatada ha mais de 50 anos no Brasil, e vem sendo um
problema desde a década de 1960 com a disseminagdo do F. solani f. sp. piperis,
doenca pela qual, é conhecida também por podriddo do pé, podriddo das raizes ou
mal de mariquita, considerada a doenca mais devastadora e problematica deste
cultivo (NAIR, 2004).

A infestacdo normalmente inicia-se em pequenas reboleiras e o ataque pelo F.
solani f. sp. piperis pode originar-se tanto pelas raizes como também ramos ainda
jovens, ambos levam a secagem e morte das pimenteiras. Os sintomas notados na
planta quando atacada por este fungo é a descoloracéo e queda prematura das folhas
e em periodos de frutificacdo acarreta na perda dos frutos, o que leva auma produgéo
reduzida. Além disso, um dos grandes problemas em detectar o ataque por este fungo
€ que as toxinas liberadas por ele, contaminam a pimenteira através do sistema
radicular acarretando no apodrecimento das raizes e radicelas, e posteriormente,
guando a doenca atinge maiores proporgdes, nota-se graves lesdes a regido nodal,
ocasionando o secamento dos ramos, tais fatos podem ser observados na figura 14.
Ao entrar em contato com outra pimenteira pode ocorrer o alastramento da doenca,
pois o patdgeno produz conidiéforos que originam os microconidios, macroconidios e
peritécios vermelhos, contendo em seu interior 0s ascOsporos, e em substrato nascem
novas hifas e novos ascos (DUARTE et al., 2005). Neste estagio da doenca, o
alastramento se da pelo vento ou pela percolacao da chuva, atingindo plantas sadias
e disseminando a patologia na plantacdo, tornando o controle deste patégeno ainda
mais dificultoso (ALBUQUERQUE e DUARTE, 1991).
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Figura 14. Pimenta do reino (P. nigrum) com sintomas avangados de fusariose. Necrose das folhas
(A) Necrose das raizes (B). Fonte: TREMACOLDI, 2010.

Trabalhos sobre contaminacéo de plantas por fungos do género Fusarium tem
mostrado que sua permanéncia no solo afetado é em decorréncia da grande producao
de estruturas reprodutivas do patdgeno, principalmente os clamidésporos, que € um
estagio do ciclo de vida dos fungos que os garante sobrevivéncia em condi¢des
adversas como, por exemplo, variacdo de umidade e temperatura, fazendo com que
prolifere nos pimentais, permanecendo viaveis por muitos anos, sem apresentarem
alteracdes morfolégicas. A umidade é um fator que favorece a multiplicacdo do
patdégeno e o avanco da enfermidade nos tecidos das raizes da planta, assim como a
propagacdo da doenca entre pimenteiras vizinhas. Os fungos utilizam uma
diversidade de substratos como fontes de carbono, entretanto, alguns grupos se
especializaram em degradar substratos particulares, tornando-se mais competitivos
perante outros micro-organismos. Por esse motivo os fungos sdo encontrados em
praticamente todos os ambientes no planeta (DUARTE et al., 2005).

Neste cenario, os métodos que sao utilizados séo pouco eficientes, utilizando-
se fungicidas sintéticos tais como, benomyl, cabendazin, tebuconazol e tiabendazol.
Contudo, ndo ha nenhum registro de fungicida recomendado para a fusariose em
pimenta-do-reino no sistema de agrotoxicos fitossanitarios. No entanto, nenhuma das
cultivares de pimenta-do-reino existentes até 0 momento sdo resistentes ou tolerantes
ao Fusarium solani f. sp. piperis. Segundo Rocha Neto (2013), por esse motivo, torna-
se necessario adotar medidas preventivas e praticas de manejo que possam reduzir
a taxa de progresso da doencga.

De acordo com dados obtidos na literatura, 0leos essenciais surgem como uma
fonte interessante de compostos ativos contra o fungo fitopatogénico F. solani f. sp.
piperis (BENCHIMOL, SUTTON, e BASTOS, 2017).
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1.4.2 Thielaviopsis paradoxa

O fungo Thielaviopsis paradoxa € um patdégeno vegetal, e na natureza causa
doencas em cultivos agrondmicos, arvores frutiferas e madeireiras, como também em
plantas de folhagens ornamentais. A variedade de hospedeiros de T. paradoxa inclui
cultivos economicamente importantes, como abacaxi, coco, cana-de-acgucar,
tamareiras, banana, sorgo, cacau, batata-doce e milho (PLOETZ et al., 2003).

Os primeiros relatos de T. paradoxa sao datados de 1886 na Franca, onde foi
estudado por ser o agente causador de doenca em frutos de abacaxi. Ja em 1893,
Went verificou a podriddo na cana-de-acUcar e classificou o fungo causador dessa
doenca Thielaviopsis ethaceticus Went. Como, nos primeiros estagios da doenca, a
cana-de-acuUcar liberava um odor semelhante ao odor de abacaxi, notou que se tratava
do mesmo fungo identificado em 1886 no abacaxi, e assim, 0 pesquisador nomeou a
doenga como “podriddo abacaxi”, e desde entéo, o fungo tem sido relatado a partir de
uma variedade de culturas. No Brasil, os primeiros relatos de sua ocorréncia em
coqueiros surgiram em 2004 e desde entdo, a doenca tem se disseminado
gradualmente aumentando o nuimero de propriedades com infestacdo a cada ano
(HEWAJULIGE e WIJESUNDERA, 2014).

O género Thielaviopsis abrange fungos saprofitas causadores de podridao
preta de raizes em diversas espécies como mencionado anteriormente. A porta de
entrada para o T. paradoxa ocorre atraves de cortes ou ferimentos existentes nas
mudas. Esta observacdo € particularmente importante em cana-de-agUcar, uma vez
gue os colmos sao seccionados por ocasiao do plantio, propiciando a entrada para o
patogeno (WISMER, 1961).

Segundo Hewajulige e Wijesundera (2014), somente no abacaxizeiro (Ananas
comosus L. Merr.), o T. paradoxa causa trés doencas distintas, a mancha foliar, a
podriddo basal e podriddo dos frutos. A podriddo das frutas (figura 15-A), também
conhecida como podriddo negra, causa sérios danos econdmicos a cultura, quando
compado com as manchas foliares. Ja nas espécies de coco (Cocos nucifera), o
fitopatdbgeno é responsavel por causar a doenca hemorragica do caule (figura 15-B).
O fungo provoca ndo apenas doenca hemorragica no caule, mas uma variedade de
outras doengas, incluindo podriddo das raizes e dos botdes, mancha foliar, entre

outras.



35

Figura 15. Sintomas da doenca da podriddo negra em frutos de abacaxi (A) e hemorragia do caule no
coco (B). Fonte: HEWAJULIGE; WIJESUNDERA, 2014.

Quando se trata da cana-de-acUcar (Saccharum officinarum), a doenca
economicamente mais importante € a do abacaxi da cana-de-agucar. O nome se da
desta forma, pois os sintomas causados pela doenca sdo semelhantes aos sintomas
da doenca da podriddo negra do abacaxi. Visto que a podriddo abacaxi afeta,
principalmente, o desenvolvimento de tecidos jovens (brotacdo das gemas), causando
falhas na brotacdo, e, consequentemente, afeta o processo de absorcédo de agua e
elementos minerais, podendo retardar ou inibir o desenvolvimento das raizes. Neste
contexto, também pode-se citar a doenga causada na espécie Phoenix dactylifera,
também chamada de queima negra. Esta € a doenca economicamente mais
importante da tamareira, sendo relatada em todas as areas de plantio do mundo, de
igual modo, causada pelo T. paradoxa. Os sintomas da queima negra incluem
podriddo na polpa do fruto, que se liquefaz rapidamente a temperatura ambiente e
emite um odor caracteristico, adocicado e etéreo. Apos este estagio, a medida que o
fungo se desenvolve, formando conidios na superficie ferida, o tecido doente vai
escurecendo, devido a cor preta do micélio fungico (HEWAJULIGE; WIJESUNDERA,
2014).

Diante do exposto, ndo se pode deixar de mencionar a potencialidade que tem
0s 6leos essenciais em suprimir, ou amenizar os danos causados por esse patdgeno,
como descreve Cruz e colaboradores (2018), utilizando o 6leo essencial de gendtipos
de Lippia gracilis contra T. paradoxa, obtendo portanto, uma boa alternativa para o
controle eficiente de T. paradoxa em coqueiros. Em contraste a esses grandes

problemas mencionados até aqui, nota-se uma grande caréncia na pesquisa voltada
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aos Oleos contra essa espécie de fungo em questdo. Levando em consideracéo a
capacidade que essa classe de compostos possui, em detrimento com 0s prejuizos
que este patdgeno pode causar, torna-se extremamente importante a pesquisa

voltada para os OEs, com atividade antifangica frente ao T. paradoxa.

1.5 Cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas

Como mencionado, 0s Oleos essenciais sdo misturas complexas e para
caracterizacdo dos compostos presentes nessas amostras, 0s métodos
cromatograficos sdo o0s procedimentos de separacdo e isolamento mais
abrangentemente utilizados na atualidade, principalmente na identificacdo e andlise
de misturas, como ocorre em amostras de 6leos essenciais. A Cromatografia Gasosa
(CG), por exemplo, tem como objetivo separar componentes a partir de misturas de
compostos volateis com eficiéncia, reprodutibilidade e sobretudo em um tempo de
andlise relativamente curto. Aliado a esses beneficios, também pode-se incluir a alta
seletividade e a possibilidade de utilizacdo de uma quantidade reduzida de amostra.
Nas aplicacbes analiticas, €é possivel o acoplamento com um sistema de
espectrometria de massas (CG-EM), que é extremamente vantajoso na separacao e
identificacdo de estruturas quimicas (SIMOES et al., 2010; BASER e BUCHBAUER,
2010).

A introducdo da cromatografia gasosa, em 1952, por James e Martin, foi um
importante marco na quimica analitica, que mais tarde contribuiu para que importantes
estudos envolvendo esta técnica tivessem éxito (JAMES e MARTIN, 1952). A
cromatografia pode ser combinada a diferentes sistemas de deteccgéo, tratando-se de
uma das técnicas analiticas de melhor desempenho. A cromatografia gasosa é
considerada um método dinamico de separacdo de misturas de compostos volateis,
gue podem se distribuir entre duas fases, mével e estacionaria. O método baseia-se
no movimento da fase gasosa movel quimicamente inerte através da fase estacionaria
e numa distribuicdo diferente dos componentes da mistura entre as duas fases. A
interacdo do analito com a fase estacionaria pode ocorrer em diferentes graus de
afinidade dependendo da diferenca de polaridade ou da massa molecular dos
componentes presentes na mistura (AQUINO NETO e NUNES, 2003).
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No acoplamento com o espectrometro de massas, a amostra a ser analisada
inicialmente é injetada e movida ao longo da coluna cromatografica pelo gas de
arraste, em seguida separada, ocasionando em um tempo de retencdo especifico para
cada composto. Apos serem separados na coluna cromatogréafica, chegam até a fonte
de ions. A ionizagdo por impacto de elétrons (“electron ionization”) — IE, é um dos
métodos de ionizagdo mais empregados em CG-EM, onde 0s compostos sao
bombardeados por um feixe de elétrons de alta energia, geralmente 70 eV. A colisdo
entre os elétrons e as moléculas do analito, podem desencadear Varios processos,
dentre eles, o mais simples é aquele em que o analito absorve esta energia, e é
ionizado pela remoc¢do de um unico elétron (M*). Este processo requer tipicamente
10 eV, e o restante da energia gera a fragmentacdo dos compostos, que a partir das
informacdes dos valores de massa molecular de cada um dos fragmentos, é possivel
descrever a estrutura da molécula (ARDREY, 2003).

Apés a ionizacdo dos componentes, 0s ions gerados sdo acelerados em
direcdo ao analisador de massas que tem fungdo de separar tais ions de acordo com
a razdo de massal/carga (m/z). Os ions separados sao entdo detectados e o sinal da
corrente de ions que vem do analisador é amplificado e em seguida, esses sinais sdo
transferidos para sistema de processamentos de dados, onde serdo gerados os
cromatogramas (DABROWSKI, 2018).

Neste caso, o cromatograma consiste em varias bandas, onde em um caso
ideal, cada uma delas corresponde a exclusivamente um componente da amostra
(KOLOMNIKOV et al., 2018).

O tempo de retencdo — tempo decorrido entre a injecdo de uma amostra e o
apice da banda cromatografica — é relativo as substancias polares e apolares com a
mudanca na polaridade da fase estacionaria. Os compostos eluidos de uma fase
estacionaria apolar se encontram em ordem crescente do ponto de ebulicdo. Quanto
mais fortemente polar for a fase estacionaria, mais fortemente a coluna ira reter as
substancias polares (HARRIS, 2001).

Em alguns casos, o fato de as bibliotecas ndo serem suficientemente capazes
de identificar completamente determinados compostos devido a complexidade de
algumas matrizes, é possivel utilizar o célculo do indice de reten¢cdo em relacdo a uma
substancia padrdo como uma ferramenta valiosa no auxilio da identificacdo (VIEGAS
e BASSOLI, 2007).
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Embora muito util, a CG-EM nao é suficiente para identificar inequivocamente
0S componentes de uma amostra, pois existem moléculas distintas com padrdes de
fragmentacdo semelhantes. Considerando que os Oleos essenciais sdo constituidos
de muitos isbmeros, identificagdes inadequadas podem ser comuns. Desde o principio
da utilizacdo da técnica de cromatografia gasosa, os dados de retengcdo publicados
ndo apresentavam padronizagdo, desta maneira, sua utilizagdo em diferentes
laboratérios era limitada, uma vez que, variacbes instrumentais impediam uma
reprodutibilidade confiavel dos tempos de retencdo de um mesmo composto, ou seja,
dois laboratorios com cromatégrafos idénticos, utilizando a mesma metodologia e 0s
mesmos reagentes obteriam tempos de retencédo distintos. Isso se deve ao fato de
gue o tempo de retencdo varia com o comprimento da coluna, a composi¢ao quimica
e a espessura da fase estacionaria, bem como as temperaturas de operacao, o fluxo
e o tipo de géas carreador (KOVATS, 1958).

Entdo, para contornar esse problema, vislumbrou-se a possibilidade de se
medir o tempo de retengdo de um composto em relacdo a uma substancia padrao. Foi
quando em 1958, Kovats introduziu o conceito de indice de retencdo e com esse
advento, padronizou-se as informagdes a respeito da retencdo de compostos com a
elaboracdo do conceito de indice de retencdo de Kovats. O valor de um indice de
retencdo denota a posi¢cao de um composto desconhecido em relagédo a um conjunto
de n-alcanos, os quais séo injetados utilizando o mesmo método dos compostos. Eles
sdo usados em comparacdes de andlises feitas em um mesmo laboratério ou entre
laboratérios diferentes, em condi¢cfes idénticas, com o objetivo de identificar bandas
cromatogréficas, com uniformidade dos dados de retengdo (MUHLEN e MARRIOTT,
2011).

Vale ressaltar que os indices estdo fortemente ligados a polaridade da coluna,
desta maneira, um composto eluido em uma coluna do tipo DB-5 necessariamente
apresentara um indice de retencdo diferente se eluido em uma coluna DB-Wax
(BIANCHI et al., 2007).

Diante do exposto, é notavel que o acoplamento do cromatdgrafo gasoso com
0 espectrdmetro de massas combina vantagens da alta seletividade e eficiéncia de
separacdo da cromatografia com a obtencdo de informagdo estrutural, massa
molecular e aumento adicional da seletividade da espectrometria de massas
(CHIARADIA et al., 2008).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Obtencdo de dleos essenciais de plantas aromaticas encontradas na Mata
Atlantica Capixaba, para estudo da sua composicdo quimica e avaliacdo das
atividades fungicida e citotéxica.

2.2 Especificos

» Detectar e identificar, os compostos quimicos no 6leo essencial das plantas
coletadas empregando-se o método de cromatografia gasosa acoplado ao
espectrometro de massas (CG-EM) e comparar 0s espectros de massas com 0s
existentes na biblioteca NIST, com a literatura e pelo indice de Kovat's.

» Estimar o rendimento dos 6leos essenciais em cada espécie;

» Verificar atraves do teste de susceptibilidade antifingica contra Fusarium
solani f.sp. piperis e Thielaviopsis paradoxa o potencial de inibicdo dos Oleos
essenciais testados.

» Verificar atravées do teste de citotoxicidade basal frente a células de

macréfagos murinos (Raw 264.7) a citotoxicidade dos Oleos essenciais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta das amostras

A coleta das amostras foi efetuada sempre no periodo matutino em Parques
Estaduais e Reservas Bioldgicas no estado do Espirito Santo. Os locais de coleta
tratam-se do bioma de Mata Atlantica, como o Parque Serra do Valentim localizado
em lina; Parque Estadual Paulo César Vinha localizado em Guarapari; Parque
Estadual de Forno Grande em Castelo; area de Mata Atlantica em Coqueiral de
Aracruz e na Reserva Bioldgica de Duas Bocas em Cariacica. As espécies B.
platypoda, C. spicatus, L. lundiana, P. alata, P. tetrandra e P. miquelianum foram
coletadas no outono; assim como as espécies B. trinervis, C. macrobracteolata, C.
schelechtendaliana, E. elatior, P. aduncum, S. brasiliensise S. cinnamomeum foram
coletadas no inverno e a espécie de Protium sp. foi coletada na primavera.

Apos coletado, o material foi devidamente herborizado para a confeccao das
exsicatas, as quais foram depositadas no Herbario da Universidade Federal do
Espirito Santo. A identificagdo taxondmica foi realizada com a colaboracdo de Luana
S. B. Calazans, técnica do Herbario VIES, DCBIO/UFES; M. Sc. Jaquelini Luber,
doutoranda da Escola Nacional de Botanica Tropical do Rio de Janeiro; M. Sc. Joao
Paulo Fernandes Zorzanelli, doutorando em Botanica da Universidade Federal do
Espirito Santo, Campus Alegre; e a Dra. Luciana Dias Thomaz, professora do curso
de poOs-graduacdo em Botanica do Campus Goiabeiras da Universidade Federal do

Espirito Santo.

3.2 Extracdo do Oleo essencial e célculo do rendimento

Para a obtencdo dos Oleos volateis foram utilizadas plantas aromaticas
coletadas na mata atlantica. Os OEs foram obtidos a partir do material vegetal fresco.
As partes do material foram coletadas separadamente, pesadas para obtencéo de seu
peso fresco, fragmentadas em um liquidificador e submetidas a extracdo do Oleo
essencial por hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger durante duas a trés horas. O
Oleo extraido foi armazenado a uma temperatura menor que 0 °C para remocao da

agua, devido ao fato de a mesma solidificar-se, proporcionando a separac¢ao do 6leo.
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ApoOs a remocao da agua, acondicionou-se as amostras em frascos de vidro ambar
com peso conhecido e pesou-se posteriormente em balanca analitica para obtengéo
do rendimento do 6leo. Estas solu¢cdes foram homogeneizadas e mantidas em frascos
ambar, para protecdo da luminosidade, e armazenou-se em geladeiraa 4 °C.

O calculo do rendimento foi realizado através da equacao:

R (%) = 8o % 100

Mplanta

Onde:
R (%) = rendimento da producéo de 6leo essencial;
Meleo = Massa de Oleo obtida (em gramas);

Mplanta = Massa das partes aéreas, flores e folhas (em gramas)

3.3 Caracterizacdo do oleo essencial

Parte do Oleo essencial extraido foi submetido a andlise para caracterizagdo
dos seus compostos, utilizando-se cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM), modelo QP5050 (SHIMADZU). A coluna
cromatografica utilizada € do tipo capilar de silica fundida com fase estacionaria DB-
5, de 30m de comprimento e 0,25mm de diametro interno, utilizando-se hélio como
gas de arraste. Ajustou-se as temperaturas de 220 °C no injetor e 300 °C no detector.
A temperatura inicial da coluna foi de 60 °C, sendo programada para ter acréscimos
de 3°C a cada minuto, até atingir a temperatura maxima de 240°C. Injetou-se uma
mistura de alcanos de cadeia linear (Cs-Czs), utilizando-se nas mesmas condi¢cdes as
quais foram injetados os 6leos essenciais. Para calculo dos indices de retencao,
utilizou-se os tempos de retencdo dos compostos em questdo e dos alcanos eluidos
antes e depois do respectivo componente a ser determinado. A identificacdo dos
compostos foi realizada por comparacdes dos espectros de massas com 0s existentes
na biblioteca NIST, com a literatura e pelo indice de Kovat's. A concentracdo dos
constituintes foi calculada através da area integral de suas respectivas bandas,
relacionada com a area total de todos os constituintes da amostra, obtida pela analise

utilizando o cromatégrafo gasoso.



42

3.4 Teste de susceptibilidade antifungico contra Fusarium solani f.sp.
piperis e Thielaviopsis paradoxa

3.4.1 Preparo do meio

Preparou-se 0s meios deste ensaio utilizando-se caldo de batata dextrose

(CBD) e agar dextrose batata (ABD) de acordo com o fabricante.

3.4.2 Culturas de micro-organismos

As cepas de F. solanif sp. piperis (E053) e Thielaviopsis paradoxa (E748) foram
doadas pelo professor José Aires Ventura do Instituto Capixaba de Pesquisa
Assisténcia Técnica e Extencdo Rural (INCAPER) e colaborador do programa de pos-
graduacao em Biotecnologia da Ufes.

Para a realizacdo dos testes, uma aliquota de cada suspenséo foi coletada e
inoculada com agar batata dextrose e incubada em estufa bacterioldgica, variando-se
a temperatura de 35 a 25 °C por 8 a 10 dias.

3.4.3 Preparo do inéculo

Inicialmente cobriu-se as colénias em ABD com aproximadamente 1mL de
solucdo salina estéril a 0,85% e preparou-se uma suspensdo mexendo-se
delicadamente as colbnias com a ponta de uma pipeta de transferéncia. Retirou-se a
mistura resultante contendo conidios ou esporangiosporos e fragmentos de hifas e
transferiu-se para um tubo de ensaio estéril. Apés 3 a 5 minutos, quando as particulas
mais pesadas se depositaram no fundo do tubo de ensaio, transferiu-se a suspensao
homogénea para um tubo de ensaio estéril, fechando-se a tampa firmemente, e em
seguida, homogeneizou-se em um agitador de tubos durante 15 segundos. Leram-se
as densidades das suspensdes de conidios ou esporangiosporos e ajustou-se para
uma densidade optica (DO) variando-se entre 0,15-0,17. A diluicdo do in6culo foi feita
ajustando-se em salina na proporcao 1:50 em CBD, que correspondem a duas vezes

a densidade necessaria de 0,4x104 a 5x10* UFC mL"%, aproximadamente. O in6culo
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do teste foi reproduzido em quantidades suficientes para inocular diretamente cada

poco com 0,1mL da correspondente suspensao de inéculo diluido.

3.4.4 Teste de microdiluicéo

O teste foi realizado utilizando-se microplacas estéreis, descartaveis, com
multiplos pocos (96 pocos em formato de U), de acordo com o documento M-38A
(2002), publicado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), antigo
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Realizou-se o
procedimento experimental em cabine de seguranca biolégica classe lIA.

Em uma microplaca, inoculou-se 100 pL da suspensao de micro-organismo (2x
concentrado) e 100 pL das amostras a serem testadas. Paralelamente, efetuaram-se
controles positivos de crescimento, onde na mesma microplaca inoculou-se 100 pL da
suspensdao sem adicdo de amostra, completando-se o volume final do poco para
200uL com meio. Realizou-se o controle negativo adicionando-se 100 pL de amostra
e 100 pL de meio. Realizou-se também o controle de esterilidade, que consistiu em
adicionar meio CBD aos pocos da microplaca, evidenciando-se a eficacia do sistema
e auséncia de contaminacdo no meio puro. Para os padrdes as concentracfes 2X da
amostra séo dispensadas nos pocos das fileiras 1 a 10 das placas de microdiluicéo,
em volumes de 100 pL. Deve-se conter na fileira 1 a maior concentracdo da droga (64
ou 16 pg mL1) e na fileira 10 a menor concentragdo da droga (0,12 ou 0,03 pug mL-1).
Em seguida, incubaram-se as placas a 28 °C e analisou-se o resultado em 48 horas,
por inspecdo visual de turvacdo. Utilizou-se como padrdo antifingico o fungicida
sistémico, tebuconazol. Considerou-se a menor concentracdo onde nao houve

turvacdo a concentracdo minima inibitoria (CIM).

3.4.5 Determinacado da Concentragdo Fungicida Minima (CFM)

A CFM é definida como a menor concentracdo da substancia na qual a
linhagem fungica ndo apresenta capacidade de crescimento.
Apés a leitura dos resultados da CIM das amostras testadas, aliquotas de

10 L dos pocos em que ndo apresentaram crescimento fungico, foram retirados e
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semeados em placas de cultura, juntamente com 10 mL de ABD estéril, e em seguida,
incubou-se o sistema por 48 horas a temperatura de 28°C.

ApoOs 48 horas de incubacdo, caso ocorra crescimento fingico mediante a
diluicdo da aliquota do meio contendo o agente antifingico, este € considerado um
agente fungistatico. Se ndo houver crescimento fungico, é considerado um agente
fungicida. A determinacdo da CFM foi realizada de acordo com Prakash e cooperantes

(2012), com algumas alterac6es na metodologia.

3.5 Determinacdo da citotoxicidade basal em células de macréfagos
murinos (Raw 264.7)

3.5.1 Manutencao da linhagem celular

Os ensaios de viabilidade celular foram realizados em parceria com o prof. Dr.
Rodrigo Rezende Kitagawa do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas do
CCS/Ufes. A linhagem de macrofagos murinos RAW 264.7 (ATCC TIB 71 ™) foi obtida
do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ COD. 0212) e cedidas pelo professor
doutor Marcio Fronza/Universidade Vila Velha.

Os macrofagos murinos séo células imunitarias retiradas de camundongos,
amplamente utilizadas como modelo em ensaios de inflamacdo, as quais se fixam
na superficie do local onde estdo sendo cultivadas, permitindo que o descarte e
troca de meio ocorram sem perda de células.

Para a manutencdo da cultura, as células foram mantidas em garrafas de cultivo
com meio DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium) suplementado com 10% (v/v)
de soro fetal bovino (SFB), em seguida, foram incubados a 37°C em estufa com
atmosfera de 5% de CO:..

Decorridos 3 a 4 dias de incubacédo, apos as células apresentarem confluéncia
de 70-90%, foram removidas das garrafas com o auxilio de cell scraper,
homogeneizadas em meio DMEM completo e contadas em camara de Neubauer para
obtencdo dos valores de concentracdo celular e em seguida, foram transferidas para

outras garrafas.
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3.5.2 Avaliacao da citotoxicidade basal

A determinacéo das concentracdes citotoxicas das amostras fora obtida a partir
do ensaio de citotoxicidade, através do ensaio do MTT-tetrazolio (MOSMANN, 1983).
Este ensaio baseia-se na medida do dano induzido pelo composto em estudo no
metabolismo celular de glicideos, através da avaliacdo da atividade de enzimas
desidrogenases mitocondriais. A viabilidade celular, é quantificada pela reducdo do
MTT (um sal de coloracédo amarela e soluvel em agua) a formazana (sal de coloracao
arroxeada e insolivel em agua) (Figura 16) por reacdo enzimatica. Contudo, a
reducdo do MTT a formazana, € diretamente proporcional a quantidade de células

vidveis, ou a viabilidade celular.
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Figura 16. Reducédo do sal de tetrazol (MTT) a formazana. Fonte: STOCKERT et al., 2012.

Para a avaliacdo da citotoxicidade basal, inicialmente adicionou-se 200 pL da
suspensdo de macréfagos em DMEM suplementado, contendo 10° células mLt em
cada poco da microplaca de 96 pogos e incubou-se a 37 °C em 5% de COz, até atingir
confluéncia (70 - 90%). ApOs confluéncia, descartou-se o meio e as células aderidas
tratadas com 200 pL de diferentes concentracbes das substdncias em DMEM
suplementado. Os 0leos essenciais foram avaliados nas concentracfes de 800 a 50
ug mL-L. Para o controle de viabilidade, adicionou-se 200 pL do meio. Posteriormente,
incubou-se as microplacas por 24 horas a 37 °C 5% de CO2. Apds incubacao,
dispensou-se o sobrenadante e adicionou-se 200uL da solugdo de MTT-tetrazdlio (1
mg mL1) em DMEM (ndo suplementado) e incubou-se a 37 °C a uma atmosfera de
5% de CO2 durante 3 horas.

ApoOs o periodo de incubacado, o sobrenadante foi desprezado, e adicionou-se

200 pL de dimetilsulféxido (DMSO) a cada poc¢o da microplaca para solubilizar os
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cristais de formazana formados pelas células viaveis. Realizou-se a leitura da
absorbancia em comprimento de onda de 540nm com filtro de referéncia em 620nm.
Os testes foram acompanhados com crescimento controle, realizados em triplicata e

reproduzidos no minimo 3 vezes.

3.5.3 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média de trés ensaios realizados + desvio
padrdo. A andlise dos resultados foi realizada através da andlise de variancia
(ANOVA) de duas vias com teste post-hoc de Bonferroni, onde o nivel de significancia
estabelecido foi de p < 0,05.

A curva dose-efeito (concentracdo x absorbéancia) para determinacdo do ICso,
concentracdo do agente que reduz em 50% a absorbancia espectrofotométrica, foi
obtida através de analise de regresséo linear. Para as analises foi utilizado o programa

estatistico GraphPad Prism 5.



47

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extracdo erendimento dos 6leos essenciais

A hidrodestilacdo das quatorze espécies estudadas resultou em rendimentos
de até 0,39% conforme pode ser observado na tabela 1. A hidrodestilacdo de C.
schelechtendaliana, C. spicatus, S. cinnamomeum e P. tetrandra ndo produziram
guantidades detectaveis de Oleo essencial, embora o material vegetal apresentasse
aroma no campo. Desta maneira, ndo foi possivel calcular o rendimento, pois, apos
as trés horas de extracdo, ainda ndo havia 6leo sendo destilado. Extracfes
exaustivas, utilizando tempos maiores de destilacdo podem levar a extracdo de
compostos com maiores pesos moleculares, como € o caso dos sesquiterpenos que,
muito embora, tempos mais elevados podem ocasionar a perda de alguns compostos,
principalmente por degradacdo ou volatizacdo (monoterpenos) (CANNON et al.,
2013).

Levando em consideracdo a variabilidade na composicdo devido a fatores
bidticos e abioticos, e comparacdes com dados possivelmente encontrados na
literatura da mesma planta podem ndo ser suficientemente significativos, pois a
influéncia de alguns fatores externos influencia na quantidade de 6leo, bem como na
sua composicao (BAKKALI et al., 2008).

Tabela 1. Dados referentes a massa vegetal hidrodestilada, e resultado dos rendimentos dos 6leos
essenciais.

Espécie Familia Orgéio vegetal Peso Rendimento
1 B. platypoda Asteraceae Folhas 121,8149¢g 0,30%
2  B.trinervis Asteraceae Folhas 85,49379g 0,38%
3 C. macrobracteolata Myrtaceae Folhas 121,2512¢g 0,23%
4  C.macrobracteolata Myrtaceae Frutos 101,94669g 0,28%
5  C.schelechtendaliana Myrtaceae Folhas 99,50619g 0,0%
6 C. spicatus Costaceae Folhas 113,1919¢g 0,0%
7  E. elatior Zingiberaceae Folhas 122,0230g 0,05%
8 L. lundiana Verbenaceae Folhas 41,47669 0,26%
9 P.alata Piperaceae Folhas 105,9089g 0,20%
10 P.tetrandra Phytolaccaceae Folhas 73,43799 0,0%

11 P. aduncum Piperaceae Folhas 119,9902g 0,39%
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12 P. miquelianum Piperaceae Folhas 108,44409g 0,11%

13 protium sp. Burseraceae Folhas e caules 76,9293g 0,27%
com botbes

14 S. brasiliensis Siparunaceae Frutos 24,8198g 0,11%

15 S. cinnamomeum Myrtaceae Folhas 60,85689g 0,0%

7

Geralmente a quantidade de O6leo presente em espécies vegetais €
baixa, normalmente inferior a 1%. Rendimentos superiores a 1% sdo mais comuns em
espécies do género Eucalyptus e também em botdes florais de Syzygium aromaticum,
0S quais podem ser encontradas porcentagens de até 15% de Oleo essencial
(BRUNETON, 1991).

4.2 Andlise da composicdo quimica dos Oleos essenciais

Os OEs das espécies B. platypoda, B. trinervis, C. macrobracteolata (folhas e
frutos), E. elatior, L. lundiana, P. alata, P. aduncum, P. miquelianum, Protium sp. e S.
brasiliensis foram analisados por CG-EM e os indices de Kovats foram calculados a
partir do padrédo de hidrocarbonetos lineares (Cs-Czs).

Como j& mencionado, o0s Oleos essenciais constituem uma mistura
extremamente complexa, tal resultado pode ser constatado ao analisar a composicéo
quimica individual destes Oleos que serdo mostrados nas tabelas 2 a 12. Apontada
como muito Uutil, a CG-EM pode identificar inequivocamente alguns componentes de
uma amostra. Considerando que os 6leos essenciais sdo constituidos de muitos
isdmeros, identificacbes inadequadas podem ser comuns. Além disso, a grande
quantidade de isdbmeros de compostos sesquiterpénicos (muito maior do que nos
monoterpenos) muitas vezes coeluem, e podem apresentar espectros de massa e
indices de retencdo praticamente idénticos, dificultando a identificacdo, sendo
necessario utilizar como por exemplo, separacdes cromatograficas empregando
colunas de separacfes enantioméricas (BASER e BUCHBAUER, 2010).

Embora determinada geneticamente, a composicdo quimica dos Oleos
essenciais também pode variar significativamente em funcdo de variacdes ambientais
como a temperatura, regime de chuvas, a duracdo e a hora do dia, o tempo de

exposicao e aintensidade de luz, a estacdo do ano e a altitude, além de outros fatores
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que podem fazer com que a composi¢cdo quimica, bem como a quantidade de

principios ativos produzidos pelas plantas sofram alteracdes (SIMOES et al., 2010).

4.2.1. Caracterizacdo quimica do 6leo essencial de Baccharis platypoda DC.

Analisando-se a amostra de OE de B. platypoda constatou-se a presenca de
21 compostos, dentre eles, 0 1R-a-pineno (42), B-tujeno (43) e B-pineno (17) como
componentes majoritarios, representados na figura 17, com porcentagens de 37,69;
19,08; e 9,97% respectivamente. Esse 6leo essencial contou com uma porcentagem
de aproximadamente 71,0% de sua composicdo de monoterpenos e 28,0% de
sesquiterpenos. A tabela 2 mostra o resultado da andlise por CG-EM, e 0s compostos

seguem listados em ordem dos seus indices de retencéo.

:

42 43

Figura 17. Estruturas quimicas do 1R-a-pineno e B-tujeno.

A singularidade da composicdo quimica encontrada no presente trabalho se
contrasta com o0s resultados obtidos anteriormente por Ferracini e colaboradores
(1995), que avaliaram os volateis da B. platypoda coletada em Minas Gerais, e
constatou-se a presenca do espatulenol, a-cadinol e a-terpineol como compostos

majoritarios.

Tabela 2. Composicdo quimica do 6leo essencial de B. platypoda.

Composto IRc IRL (%)
1 B-Tujeno 921 9712 19,08
2 1R-a-Pineno 927 937° 37,69
3 B-Pineno 970 9802 9,97
4 Sabineno 976 9762 0,80
5 Mirceno 990 9912 4,73
6 a-Felandreno 999 1005 2 0,26
7 a-Terpineno 1011 1018 @ 1,98
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8 Limoneno 1022 10312 6,52
9 m-Cimeno 1021 10822 0,51
10  B-cis-Ocimeno 1039 10402 0,25
11  y-Terpineno 1052 10622 3,79
12 (+)-4-Careno 1081 1001¢ 0,98
13 Linalol 1098 10982 1,10
14  Terpinen-4-ol 1170 11772 5,79
15 a-Terpineol 1184 11892 0,91
16  Elixeno 1332 1430¢ 0,32
17  B-Cariofileno 1411 14182 0,98
18 Germacreno D 1437 14802 1,98
19  &-Cadineno 1519 15242 0,76
20 t.-Cadinol 1628 16444 1,17
21 t.-Murolol 1629 16352 0,44

*IRc = indice de retenc&o calculado; IRL = indice de retencdo encontrado na literatura; a- ADAMS, 2007;
b- DICKENS, 1999; c- LE QUERE e LATRASSE, 1990; d- NAWAZ, et al., 2017; e- NIST, 2002; % =
porcentagem do componente.

4.2.2. Caracterizacao quimica do 0leo essencial de Baccharis trinervis Pers.

A andlise e identificacéo revelaram a presenca de 25 compostos na B. trinervis,
com 32,0% de monoterpenos, 56,0% de sesquiterpenos, onde, 8,0% séao
contabilizados sesquiterpenos oxigenados. Os principais compostos do 6leo foram a-
felandreno (44) (31,16%), B-himachaleno (45) (24,56%), representados na figura 18,
e germacreno D (25) (10,38%). Estes dados apresentam conformidade com os
resultados encontrados por Morais e Castanha (2011), que ao examinarem o OE de
uma espécie de Baccharis, igualmente observaram uma maior concentracdo de
sesquiterpenos quando comparados aos monoterpenos. Lago e colaboradores (2008)
analisaram o 6leo volatil de B. trimera (Less.) DC. e também observaram que

sesquiterpenos Sao mais recorrentes nesta espécie.

H

44 45

Figura 18. Estruras quimicas dos terpenos a-Felandreno e B-himachaleno.
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A composicdo qualitativa e quantitativa do O6leo essencial desta espécie,

determinada apds analise por CG-EM, esté apresentada na tabela 3, listada em ordem

de seus indices de retencédo, juntamente com suas porcentagens.

Tabela 3. Composi¢cdo quimica do dleo essencial de B. trinervis.

Composto IRc IRL (%)
1 a-Tujeno 928 9312 0,43
2 a-Pineno 931 939 @ 1,62
3 B-Pineno 970 980 2 0,60
4 Sabineno 976 976 @ 0,00
5 Mirceno 990 991 @ 1,12
6 a-Felandreno 999 1005 2 31,22
7 o-Cimeno 1020 1022 2 571
8 Limoneno 1022 10312 0,15
9 B-cis-Ocimeno 1039 1040 2 0,93
10 Elixeno 1332 1430 b 1,86
11 a-Cubebeno 1345 13512 0,38
12 8-Isopropenil-1,5-dimetil-1,5-ciclodecadieno 1388 1386 ¢ 0,34
13  a-Gurjuneno 1409 1409 & 0,72
14  B-Cariofileno 1411 1418 5,02
15 trans-a-Bergamoteno 1430 1436 @ 1,36
16  Germacreno D 1437 1480 10,38
17  B-Farneseno 1448 1458 2 0,29
18  a-Humuleno 1456 1454 2 0,51
19 vy-Elemeno 1476 1476 2 0,38
20  Zingibereno 1495 1495 2 0,65
21  B-Eudesmeno 1479 14852 0,42
22  B-Himachaleno 1497 1499 24,56
23  d-Cadineno 1519 1524 2 0,19
24 Isolongifolan-8-ol 1531 15312 9,71
25  Veridiflorol 1594 1590 2 0,27

*IRc = indice de retencéio calculado; IRL = indice de retenc&o encontrado na literatura; a- ADAMS, 2007;
b- NIST, 2002; c- ZHAO et al., 2014; % = porcentagem do componente.
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4.2.3. Caracterizacado quimica do 6leo essencial das folhas de Campomanesia
macrobracteolata

De acordo com estudos reportados por Landrum (2001), a espécie C.
macrobracteolata, até o ano de 2000, ainda ndo estava descrita dentre as espécies
de Campomanesia, se tratando entdo, de uma planta nova e por isso, S0 escassos
trabalhos que descrevem sua composi¢cdo quimica, bem como, suas atividades
biolégicas, além do fato de estarem restritas ao Espirito Santo e Bahia.

A analise por CG-EM da amostra do Oleo essencial das folhas de C.
macrobracteolata, detectando-se uma grande quantidade de constituintes
contabilizando um total de 60 compostos. Os trés primeiros compostos que se
destacam por sua presenca em maiores quantidades séo linalol (13) (27,29%), B-
pineno (17) (17,40%) e 1R-a-pineno (42) (11,28%). A composicdo deste Oleo tem
predominancia de sesquiterpenos (66,12%), entre eles 20,96% séo oxigenados. O
restante dos constituintes inclui cetona, éster, entre outros. Estes compostos, bem

como suas porcentagens e indices de retencdo estdo listados na tabela 4.

Tabela 4. Composicdo quimica do 6leo essencial das folhas de C. macrobracteolata.

Composto IRc IRL (%)
1 B-Tujeno 921 9712 1,00
2 1R-a-Pineno 927 9374 11,28
3 Canfeno 941 953 @ 0,09
4 B-Pineno 969 980 2 17,40
5 a-Felandreno 999 1005 @ 1,44
6 a-Terpineno 1011 1018 2 0,48
7 p-Cimeno 1018 1026 2 1,08
8 Limoneno 1022 1031 2 7,33
9 Eucaliptol 1030 1033 2 0,07
10 B-cis-Ocimeno 1039 1040 @ 0,06
11 y-Terpineno 1052 1062 1,33
12 Terpinoleno 1081 1088 2 0,34
13 Linalol 1098 1098 2 27,29
14 Fenchol 1106 1114 2 0,07
15 4-Isopropil-1-methil-2-ciclohexen-1-ol 1114 1129 ¢© 0,06
16 Terpinen-4-ol 1170 11772 1,52
17 a-Terpineol 1184 1189 2 0,63
18 (-)-Mirtenol 1190 1194 @ 0,02
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19
20
21
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
49
50
51
52

53
54

(-)-trans-Pinocarvil acetato
d-Elemeno

a-Cubebeno

Ylangeno

a-Copaeno

B-Bourboneno

B-Elemeno

B-Cubebeno
Isolongifoleno, 4,5-dehidro
0-Selineno

B-Cariofileno

a-Guaieno

Germacreno D
(-)-Aristoleno
a-Cariofileno
Aromadendreno
y-Muroleno

y-Elemeno

B-Eudesmeno

1-Isopropil-4-metil- 7-metileno-
1,2,3,4,4a,5,6,7-octahidronaftaleno

a-Selineno
a-Amorfeno
y-Cadineno
Calameneno
8-Cadineno
Naftaleno,
isopropil-4,7-dimetil

Patchoulano

1-Isopropil-4,7-dimetil-1,2,4a,5,6,8a-

hexahidronaftaleno
a-Calacoreno
*-trans-Nerolidol
Espatulenol

Oxido de Cariofileno

Germacreno D-4-ol

4a,7-Metano-4aH-naft[1,8a-b]oxireno,

octahidro-4,4,8,8-tetrametil
Carotol

Veridiflorol

1,2,3,4,6,8a-hexahidro-1-

1296
1333
1345
1365
1370
1385
1386
1390
1391
1495
1411
1433
1437
1439
1444
1453
1471
1476
1479

1486
1489
1496
1509
1518
1519

1527
1530

1532
1537
1562
1570
1581
1584

1590
1593
1594

1297 @
1339 @
1351 @
1372 2
1376 2
1384 2
1391 @
1390 @

1495 b
1418 2
1439 2
1480 2
1424 i
1454 a
1439 2
1477 a
1476 a
1485 2

1494 2
1485 @
1513 @
1519 @
1524 @
1528 ¢

1532 @
1520 f

1542 @
1564 @
1576 @
1581 @
1574 @

1594 2
1590 2

0,31
0,02
0,13
0,19
1,24
0,23
0,16
0,34
0,01
0,02
6,86
0,15
0,03
0,05
1,47
0,36
0.95
0,17
1,04

0,10
1,38
0,28
0,73
0,14
2,54

0,14
0,20

0,11
0,08
2,78
0,25
1,26
0,28

0,75
0,19
0,26
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55 Oxido de Aromadendreno I 1599 1678 1 0,76
56 t.-Cadinol 1628 1644 b 0,53
57 Cubenol 1642 1642 @ 0,25
58 Cénfora Juniper 1691 1691 2 0,48
59 a-Cadinol 1652 1653 @ 0,62
60 cis-Lanceol 1684 1525 ¢ 0,66

*IRc = indice de retencfo calculado; IRL = indice de retencdo encontrado na literatura; (-)- ainda nio
descritos na literatura; a- ADAMS, 2007; b- ALBUQUERQUE et al., 2004; c- BAHARUM et al., 2010; d-
DICKENS, 1999; e- ELZAAWELY et al., 2007; f- FENG, JING e LI, 2014; g- HAMM et al., 2003; h-
NAWAZ, et al., 2017; i- PASDARAN et al., 2012; j- VERMA, PADALIA, e CHAUHAN, 2014; % =

porcentagem do componente.

4.2.4. Caracterizacao quimica do 6leo essencial dos frutos de Campomanesia
macrobracteolata

A andlise por CG-EM revelou a presenca de 65 constituintes nos frutos de C.
macrobracteolata, dos quais aproximadamente 42,0% sao classificados como
monoterpenos e 52,1% como sesquiterpenos. Como pode ser visto na figura 19, os
trés compostos presentes em maiores quantidades foram z-trans-Nerolidol (46)
(10,57%), a-Copaeno (47) (10,06%) e a-Citral (48) (9,68%).

|

Figura 19. Estruturas quimicas dos terpenos *-trans-Nerolidol, a-Copaeno e a-Citral.

HO
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A composicado qualitativa e quantitativa do 6leo essencial desta espécie,

determinada apdés analise por CG-EM, é apresentada na tabela 5.



Tabela 5. Composicdo quimica do 6leo essencial dos frutos de C. macrobracteolata.
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Composto IRc IRL (%)
1  B-Tujeno 921 971 2 0,21
2  1R-a-Pineno 927 937 d 2,55
3 Canfeno 941 953 @ 0,10
4  B-Felandreno 967 10312 0,06
5  B-Pineno 970 980 2 1,56
6  a-Felandreno 999 1005 2 1,22
7 3-Careno 1004 1011 @ 0,07
8 a-Terpineno 1011 1018 2 0,03
9 Limoneno 1022 1031 2 8,29
10 Eucaliptol 1030 1033 2 1,48
11 B-cis-Ocimeno 1039 1040 2 6,60
12 B-trans-Ocimeno 1050 1050 0,03
13 y-Terpineno 1052 1062 @ 0,09
14 (+)-4-Careno 1081 1001 ¢ 0,10
15 Linalol 1098 1098 2 0,20
16 trans-p-Menta-2,8-dienol 1111 1113 3,18
17 Isopulegol 1138 1146 0,04
18 Verbenol 1160 11402 0,18
19 Terpineno-4-ol 1170 1177 2 0,20
20 a-Terpineol 1184 1189 2 0,56
21 Citronelol 1226 1228 2 0,16
22 cis-Carveol 1229 12292 0,03
23 B-Citral 1237 12402 5,68
24 Nerol 1253 1228 2 0,34
25 a-Citral 1269 12702 9,68
26  5-Isopropenil-2-metil-7- 1352 i

oxabiciclo[4.1.0]heptan-2-ol 1278 0,08
27 Metil geranato 1323 1323 a 0,13
28 a-Cubebeno 1345 13512 0,11
29 a-Copaeno 1370 1376 2 10,06
30 1R,4R-p-Menta-2,8-dieno, 1-hidroperoxido 1381 1329 ¢ 0,27
31 8-Isopropenil-1,5-dimetil-1,5-ciclodecadieno 1388 1386 k 0,05
32 B-Cubebeno 1390 1390 2 1,76
33 a-Gurjuneno 1409 1409 2 0,24
34 B-Cariofileno 1411 1418 2 3,01
35 Aromadendreno 1431 1439 2 1,83
36 Elixeno 1332 1430 h 0,07
37 Isolongifoleno 1384 1387 1,14
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38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51

52
53

54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65

a-Guaieno

a-Cariofileno

Aloaromadendreno

y-Gurjuneno

y-Elemeno

B-Selineno
(+)-Epi-biciclosesquifelandreno
Humuleno-(v1)

0-Selineno

a-Muroleno

y-Cadineno

Calameneno

0-Cadineno

Naftaleno, 1,2,3,4,6,8a-hexahidro-1-isopropil-
4, 7-dimetil

a-Panasinseno
1-Isopropil-4,7-dimetil-1,2,4a,5,6,8a-
hexahidronaftaleno
*-trans-Nerolidol

Espatulenol

Globulol

Ledol

Veridiflorol

B-Eudesmol

6-Cadinol

Cubenol

a-Cadinol

2,6,10-Dodecatrienal, 3,7,11-trimetil
Farnesol

Farnesal

1433
1444
1453
1472
1476
1478
1482
1494
1495
1499
1505
1518
1519

1527
1526

1532
1562
1570
1576
1583
1594
1640
1622
1642
1652
1656
1666
1676

1439 2
1454 &
1461 @
1473 &
1476 @
14854
148272
1495
1499 2
15132
15192
1524 2
1528 f

15302
1520 ¢©

1564 2
1576 @
1583 &
1565 @
1590 2
1649 2
1636 2
1642 2
1653 2
1722 2
17111

0,04
1,23
2,00
4,64
5,64
0,06
0,11
0,14
0,13
0,38
0,66
0,29
7,24

0,05
0,05

0,09
10,57
1,16
1,60
0,47
0,14
0,52
0,05
0,13
0,45
0,17
0,11
0,18

*IRc = indice de retencéo calculado; IRL = indice de retencdo encontrado na literatura; (-)- ainda n&o
descritos na literatura; a- ADAMS, 2007; b- ALBUQUERQUE et al.,, 2004; c-COLLIN, 2015; d-
DICKENS, 1999; e- FENG, JING e LI, 2014; - HAMM et al., 2005; g- LE QUERE e LATRASSE, 1990;
h- NIST, 2002; i- VILLA-RUANO et al., 2015; j- YE, LI, e WEI, 2013; k- ZHAO et al., 2014; % =

porcentagem do componente.
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4.2.5. Caracterizacao quimica do 6leo essencial Etlingera elatior

Na andlise por CG-EM da amostra do 6leo essencial de E. elatior, mostrou uma
grande quantidade de constituintes e identificou-se 47 destes. Os trés primeiros
compostos que se destacam por sua presenca em maiores quantidades sdo B-Pineno
(17) (16,41%), B-Cariofileno (24) (16,28%) e pB-Felandreno (39) (13,02%). Sua
composicéo conta 52% de monoterpenos, onde 32% sao monoterpenos oxigenados
e 36% de sesquiterpenos, no qual, 12% séo oxigenados. O restante dos constituintes
inclui hidrocarbonetos, éster e aldeido. Estes compostos, bem como suas quantidades
relativas estéo na tabela 6.

A composicao quimica do OE de E. elatior tem significativas semelhancas com
os resultados encontrados por Jaafar et al., (2007), que também encontrou B-Pineno
e B-Cariofileno compostos em maiores quantidades, representando 19,17% e 15,36%,

respectivamente.

Tabela 6. Composi¢cdo quimica do 6leo essencial de E. elatior.

Composto IRc IRL (%)
1 1-Metil-1,4-ciclohexadieno 896 - 1,12
2 5-Isopropil-2-metilbiciclo[3.1.0]hex-3-en-2-ol 926 - 0,34
3  a-Canfolenal 935 11252 0,13
4 4-Isopropenil-1-metil-2-ciclohexen-1-ol 939 - 0,78
5 -Felandreno 967 1031 2 13,02
6  B-Pineno 970 980 2 16,41
7 Borneol 971 11654 0,32
8  Sabineno 976 976 @ 0,43
9 Mirceno 990 991 2 1,32
10 a-Felandreno 999 1005 2 1,65
11 Octanal 1001 1001 2 0,22
12 2-Careno 1002 1001 @ 0,06
13 Bornil acetato 1012 1099 2 0,16
14 o-Cimeno 1020 1022 2 0,67
15 Eucaliptol 1030 1033 2 0,03
16 y-Terpineno 1052 1062 2 0,15
17 Isoterpinoleno 1064 1086 2 0,04
18 Linalol 1098 1098 2 0,16
19 trans-p-Menta-2,8-dienol 1111 1113 1,58
20 B-Citronelal 1153 1153 @ 0,11
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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

Verbenol
cis-Verbenol
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
(-)-Mirtenol
4-cis-Decenal
trans-Canveol
B-Citral
a-Citral
a-Cubebeno
a-Copaeno
a-Bourboneno
-Cubebeno
a-Gurjuneno
-Cariofileno
a-Humuleno
Aromadendreno
y-Elemeno
Germacreno D
a-Bulneseno
0-Cadineno
Palustrol
Espatulenol
Ledol

Carotol
t.-Murolol

Cubenol

1160
1161
1170
1184
1190
1193
1206
1237
1269
1345
1370
1374
1390
1409
1411
1454
1453
1476
1480
1510
1514
1562
1570
1583
1593
1629
1642

1140 2
1144 2
11772
1189 2
1194 2
11932
1217 2
1240 2
12702
13512
1376 2
1374 2
1390 2
1409 a
1418 2
1454 2
1439 a
1476 2
1480 2
1505 2
1524 2
1566 2
1576 2
1565 2
1594 2
1635 2
1642 2

5,39
4,87
0,44
0,06
0,64
0,21
1,78
0,15
0,14
0,04
0,23
0,24
0,63
4,08
16,28
2,18
1,97
10,11
5,51
0,20
1,03
2,68
0,37
2,52
0,60
0,52
0,16
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*IRc = indice de retencéo calculado; IRL = indice de retencdo encontrado na literatura; (-)- ainda nao

descritos na literatura; a- ADAMS, 2007; b- HAMM et al., 2005; % = porcentagem do componente.

4.2.6. Caracterizagdo quimica do 6leo essencial de Lantana lundiana Schauer

Na andlise cromatogréafica da amostra de dleo de L. lundiana, identificou-se 27

compostos, e pode-se constatar que a maior fracdo deste 6leo é composta por

sesquiterpenos, ou seja, 59,25% caracterizados como monoterpenos; dentre eles,

40,73% identificados como hidrocarbonetos monoterpénicos.

Os componentes

majoritarios presentes nesse 6leo séo: 3-cariofileno (24) (45,62%), germacreno D (25)
(25,43%) e a-humuleno (31) (5,77%), mostrados na tabela 7.
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O B-cariofileno destaca-se por apresentar um anel de ciclobutano, uma raridade
entre 0s compostos naturais. Este composto possui diversas atividades bioldgicas,
tais como, anti-inflamatoria, antialérgica, anestésica local, cardiovascular, antifingica
e anticarcinogénica segundo estudos realizados por Fernandes et al., (2007). Este
composto geralmente ocorre em uma mistura com o a-humuleno, também conhecido
por a-cariofileno, que se constitui de um isdmero de anel aberto do B-cariofileno. Tais
compostos podem ser observados no 6leo essencial da L. lundiana (SIMOES et al.,
2010).

Tabela 7. Composi¢cdo quimica do dleo essencial de L. lundiana.

Composto IRc IRL (%)
1 1R-a-Pineno 927 937¢ 0,89
2 a-Tujeno 928 9312 0,11
3 Canfeno 941 953 @ 0,35
4 B-Pineno 970 980 2 0,45
5 Sabineno 976 976 @ 4,65
6 Limoneno 1022 1031 2 3,85
7 Eucaliptol 1030 1033 2 0,85
8 B-cis-Ocimeno 1039 1040 2 0,26
9 B-trans-Ocimeno 1050 1050 2 2,25
10 Isoterpinoleno 1064 1086 2 0,05
11 Terpinen-4-ol 1170 1177 @ 0,11
12 Elixeno 1332 1430 d 0,85
13  a-Copaeno 1370 1376 2 2,20
14  a-Bourboneno 1374 1374 @ 0,24
15  B-Bourboneno 1385 1384 2 0,13
16  B-Cariofileno 1411 1418 @ 45,62
17  Germacreno D 1437 1480 @ 25,43
18  Aloaromadendreno 1453 1461 2 1,06
19  a-Humuleno 1454 1454 @ 577
20  (+)-Epi-biciclosesquifelandreno 1482 1482 2 0,23
21  Z,E-a-Farneseno 1486 1483b 0,17
22  a-Muroleno 1499 1499 & 0,45
23  &-Cadineno 1519 1524 2 1,28
24  Oxido de Cariofileno 1581 1581 2 1,66
25  [B-Eudesmol 1644 1649 & 0,26
26  a-Cadinol 1652 1653 2 0,60
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27  10,10-Dimetil-2,6- -
dimetilenobiciclo[7.2.0Jundecan-5-ol 1677 0,22

*IRc = indice de retencéo calculado; IRL = indice de retencdo encontrado na literatura; (-)- ainda nao
descritos na literatura; a- ADAMS, 2007; b- DAVIES, 1990; c- DICKENS, 1999; d- NIST, 2002; % =
porcentagem do componente.

4.2.7. Caracterizacado quimica do 6leo essencial de Peperomia alata

Para a analise do 6leo de P. alata, foi revelada a presenca de 21 compostos,
contabilizando 33,33% de monoterpenos e 61,9% de sesquiterpenos. Esses
resultados sao semelhantes com aqueles obtidos anteriormente por Silva et al. (2014),
que concluram em seu trabalho que as composicOes volateis das espécies de
Peperomia estudadas apresentaram sesquiterpenos como a maior fracdo. A espécie
P. aleyreanum, P. anonifolium e P. hispidum obtiveram uma porcentagem de 56,7%,
38,6% e 52,2%, respectivamente, de hidrocarbonetos sesquiterpénicos em seu 6leo
essencial. Os principais compostos encontrados no OE de P. alata, estudada no
presente trabalho, foram a-gurjuneno (49) (47,63%), eugenol metil éter (50) (24,65%),
ilustrados na figura 20, e Limoneno (19) (7,35%).

v
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50
Figura 20. Estruturas quimicas do a-gurjuneno e eugenol metil éter.

A composicao quimica dos constituintes identificados no OE de P. alata, com

suas quantidades relativas e indices de Kovat's sdo mostrados na tabela 8.

Tabela 8. Composicdo quimica do 6leo essencial de P. alata.

Composto IRc IRL (%)
1 Sabineno 976 9762 0,17
2 Limoneno 1022 1031 2 7,35

3 Eucaliptol 1030 1033 @ 0,22
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

B-trans-Ocimeno
Isoterpinoleno
a-Terpineol
4,7-Dimetilundecano
Elixeno

0-Elemeno
8-Isopropenil-1,5-dimetil-1,5-ciclodecadieno
Eugenol metil éter
(-)-Aristoleno
a-Gurjuneno
a-Guaieno
a-Panasinseno
Hedicariol
Espatulenol
Germacreno D-4-ol
o-Cadinol
Brevifolina

a-Cadinol

1050
1064
1184
1205
1332
1333
1388
1397
1439
1409
1433
1526
1528
1570
1584
1622
1628
1652

1050 2
1086 2
1189 2
1430 °
1339 @
1386 ¢
14012
1424 ¢
1409 2
1439 2
1530 2
1528
1576 2
1574
1636 2
16252
1653 2

0,23
0,68
1,27
0,56
6,41
0,63
0,56
24,65
1,00
47,63
0,47
0,24
0,40
0,99
1,82
1,11
2,03
1,57

*IRc = indice de retenc&o calculado; IRL = indice de retengdo encontrado na literatura; (-)- ainda nao
descritos na literatura; a- ADAMS, 2007; b- NIST, 2002; c- VERMA, PADALIA, e CHAUHAN, 2014; d-

ZHAO et al., 2014; % = porcentagem do componente.

4.2.8. Caracterizagcdo quimica do 6leo essencial de Piper aduncum

Como pode ser observado na tabela 9, se trata de uma amostra complexa,

onde detectou-se 36 substancias no 6leo essencial da P. aduncum. Entre elas,

destacou-se o monoterpeno oxigenado linalol (13), que sozinho compdem mais da

metade da amostra com 56,60% na composicdo total, seguido do sesquiterpeno

oxigenado z-trans-nerolidol (46) com 12,41% e com 4,91% o germacreno D (25),

classificado como hidrocarboneto monoterpénico. O linalol € um monoterpeno

alcodlico terciario de cadeia aberta. Pode ser encontrado normalmente sob a forma

de uma mistura de isdmeros de posic¢ao da primeira ligacdo dupla. Possui um &tomo

de carbono assimétrico e, por isso, podem existir enantidbmeros, apresentando-se

dessa forma em varias espécies (GOTTLIEB et al., 1965). Tem sido largamente usado

como composto de partida para varias sinteses importantes, como a do acetato de

linalila, e testado como fungicida (EDRIS e FARRAG, 2003).
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Essa planta tem capacidade de produzir uma grande variedade de compostos

gue contam com monoterpenos oxigenados e também sesquiterpenos oxigenados,

entre outros.

Tabela 9. Composi¢cdo quimica do 6leo essencial de P. aduncum.

Composto IRc IRL (%)
1  Santolina trieno 901 9082 0,23
2  1R-a-Pineno 927 937 d 0,55
3  Canfeno 941 953 @ 0,62
4  B-Pineno 970 980 2 1,07
5 Mirceno 990 991 2 0,20
6 Limoneno 1022 1031 2 0,35
7 [-cis-Ocimeno 1039 1040 2 3,35
8  B-trans-Ocimeno 1050 1050 2 0,66
9 1,5-Heptadien-4-ol, 3,3,6-trimetil 1068 - 0,45
10 p-Menta-3,8-dieno 1072 1072 2 0,12
11 Linalol 1098 1098 2 56,60
12 Hotrienol 1101 1101k 0,06
13 (E)-5-Eteniltetrahidro-a,a,5-trimetil-2- -

furanmetanol 1102 1,13
14  Mircenol 1118 11182 0,11
15 Isotujol 1133 11332 0,59
16 a-Terpineol 1184 1189 @ 0,49
17 2-Decanona 1192 1192 @ 0,45
18 Elixeno 1332 1430 f 0,49
19 B-Elemeno 1386 1391 2 1,02
20 8-Isopropenil-1,5-dimetil-1,5-ciclodecadieno 1388 1386 9 0,57
21 B-Cariofileno 1411 1418 2 3,03
22 Germacreno D 1437 1480 2 4,91
23 E,Z-a-Farneseno 1475 1477 © 0,31
24 y-Elemeno 1476 1476 @ 0,87
25 Z,E-a-Farneseno 1486 1483 ¢ 0,13
26 a-Muroleno 1499 1499 2 0,20
27 a-Farneseno 1508 1508 @ 1,16
28 &-Cadineno 1519 1524 2 0,96
29 +-trans-Nerolidol 1562 1564 2 12,41
30 Veridiflorol 1594 1590 2 2,48
31 2-(4a,8-Dimetil-2,3,4,4a,5,6, 7,8-octahidro-2- -

naftalenil)-2-propanol 1598 0,33
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32 d-Cadinol 1622 1636 2 0,42
33 a-Bisabolol 1625 1683 2 0,91
34  Cubenol 1642 1642 2 0,41
35 a-Cadinol 1652 1653 2 1,71
36 3,7-Cicloundecadien-1-ol, 1,5,5,8-tetrametil 1719 0,63

*IRc = indice de retencfo calculado; IRL = indice de retencdo encontrado na literatura; (-)- ainda nio
descritos na literatura; a- ADAMS, 2007; b- BOULANGER, CHASSAGNE e CROUZET, 1999; c-
DAVIES, 1990; d- DICKENS, 1999; e- DUQUESNQOY, CASTOLA e CASANOVA, 2007; f- NIST, 2002;
g- ZHAO et al., 2014; % = porcentagem do componente.

4.2.9. Caracterizacdo quimica do 6leo essencial de Piper miquelianum C. DC.

O 6leo essencial de P. miquelianum foi caracterizado pela presenca de
monoterpenos e sesquiterpenos, em quantidades de 43,75% e 50,0%,
respectivamente. Detectou-se 16 componentes, dentre eles, 0s constituintes mais
significativos foram surpreendentemente o 1,3-benzodioxole, 5-(2,2-dimetiletil) (51)
com 72,34%, seguido do monoterpeno terpinoleno (52) com 9,76% e o sesquiterpeno

a-cubebeno (53) com 5,89%, que se apresentam na figura 21.

51 52

Figura 21. Estruturas quimicas dos terpenos 1,3-benzodioxole, 5-(2,2-dimetiletil), terpinoleno e a-
cubebeno.

Os compostos identificados com suas porcentagens relativas estdo dispostos
na tabela 10. Existe uma significativa semelhanga entre os resultados obtidos na
presente pesquisa e 0s anteriormente encontrados por Moreira et al., (1997), que
constatou um composto heterociclico derivado de benzeno, o 1-butil-3,4-

metilenodioxibenzeno, como componente principal em uma espécie de Piperaceae.



Tabela 10. Composi¢ao quimica do 6leo essencial de P. miquelianum.
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Composto IRc IRL (%)
1  1R-a-Pineno 927 937b 0,96
2 Mirceno 990 9912 0,70
3  a-Felandreno 999 1005 2 0,57
4  3-Careno 1004 1011 @ 1,23
5  Limoneno 1022 10312 0,49
6  y-Terpineno 1052 1062 2 0,08
7  Terpinoleno 1081 1088 & 9,76
8  Elixeno 1332 1430 ¢ 2,71
9  a-Cubebeno 1345 13512 5,89
10 1,3-Benzodioxol, 5-(2,2-dimetiletil) 1372 - 72,34
11  B-Cariofileno 1411 1418 2 0,90
12 Germacreno D 1437 1480 2 0,31
13 a-Humuleno 1454 1454 3,46
14 a-Zingibereno 1460 1460 0,03
15 &-Cadineno 1519 1524 2 0,41
16 Naftaleno, 1,2,3,4,4a,7-hexahidro-1,6-dimetil-4 - 1537 ¢

(1-metiletil) 1529 0,16

*IRc = indice de retencfo calculado; IRL = indice de retencdo encontrado na literatura; (-)- ainda nio
descritos na literatura; a- ADAMS, 2007; b- DICKENS, 1999; c- NIST, 2002; d- ZHAO et al., 2007; % =

porcentagem do componente.

4.2.10. Caracterizacdo quimica do 6leo essencial de Protium sp.

Analisando-se a amostra de 6leo essencial de Protium sp., constatou-se a

presenca de 48 constituintes, dentre eles, os compostos majoritarios foram [3-
Cariofileno (24) (27,38%), Terpinoleno (52) (16,81%) e na figura 22, esta exposta a

estrutura quimica do a-Terpineno (54) (9,44%). Na composicao quimica deste Oleo

essencial pode-se estimar uma porcentagem de aproximadamente 43,13% de

monoterpenos, entre eles, oxigenados e aromaticos, além de quase 60% de

compostos sesquiterpénicos, dos quais, 0s oxigenados encontram-se em menores

proporgdes e os hidrocarbonetos em maiores.



Figura 22. Estrutura quimica do terpeno a-Terpineno.
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A tabela 11 mostra o resultado da andlise por CG-EM, listados em ordem dos

seus indices de retengéo.

Tabela 11. Composi¢ao quimica do 6leo essencial das folhas de Protium sp.

Composto IRc IRL (%)
1  B-Tujeno 921 9712 0,22
2  1R-a-Pineno 927 937d 1,85
3 Fencheno 939 951 @ 0,10
4  1S-a-Pineno 947 941¢ 0,02
5  B-Pineno 969 980 2 1,50
6  Sabineno 976 976 @ 0,19
7  a-Felandreno 999 1005 2 1,06
8 a-Terpineno 1011 1018 @ 9,44
9 1,4-Cineol 1016 1016 2 0,04
10 p-Cimeno 1018 1026 2 0,03
11 o-Cimeno 1020 1022 2 0,52
12 Limoneno 1022 1031 2 5,39
13 Eucaliptol 1030 1033 2 0,04
14 B-cis-Ocimeno 1039 1040 2 0,18
15 vy-Terpineno 1052 1062 3,00
16 Isoterpinoleno 1064 1086 2 0,07
17 Terpinoleno 1081 1088 2 16,81
18 p-Menta-1,5-dien-8-ol 1153 1166 2 0,04
19 p-Cimen-8-ol 1179 1183 2 0,46
20 Butirato de cis-3-Hexenil 1184 1166f 0,08
21 Metil salicilate 1188 11902 0,13
22 Fenol, 2-etil-6-metil 1197 - 0,18
23  5-Isopropenil-2-metil-7-oxabiciclo[4.1.0]heptan- 13529

2-ol 1278 0,18
24  Elixeno 1332 1430¢ 6,96
25 a-Cubebeno 1345 1351 2 0,96
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26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

44
45
46
47
48

a-Copaeno
B-Elemeno
a-Longipineno
[3-Cubebeno
a-Gurjuneno
[-Cariofileno
a-Cariofileno
Aromadendreno
3-Chamigreno
Acoradieno
Di-epi-a-cedreno
(+)-Epi-biciclosesquifelandreno
0-Selineno
-Bisaboleno
Calameneno
0-Cadineno
B-Sesquifelandreno
Naftaleno, 1,2,3,4,4a,7-hexahidro-1,6-dimetil-4-
(1-metiletil)
*-trans-Nerolidol
Espatulenol

Oxido de cariofileno
Ledol

Veridiflorol

1370
1386
1389
1390
1409
1411
1444
1453
1455
1461
1468
1482
1495
1506
1518
1519
1520

1529
1562
1570
1581
1583
1594

1376 2
13912
13512
1390 2
1409 2
1418
1454 2
1439
1475 2
1463 2
1391 2
1482 2
1495b
1509 2
1519
1524 2
1524 2
1537

1564 &
1576 @
1581 4
15652
1590 2

0,15
0,86
0,22
1,12
0,96
27,38
4,56
0,47
0,26
0,70
2,43
0,50
0,08
0,12
1,28
0,27
0,63

1,43
0,23
4,56
1,16
0,90
0,15

*IRc = indice de retencfo calculado; IRL = indice de retencdo encontrado na literatura; (-)- ainda nio
descritos na literatura; a- ADAMS, 2007; b- ALBUQUERQUE et al., 2004; c- CHAFTAR, GIRARDOT e
QUELLARD, 2015; d- DICKENS, 1999; e- NIST, 2002; f- OSORIO et al., 2006; g- YE, LI, e WEI, 2013;

h- ZHAO et al., 2007; % = porcentagem do componente.

4.2.11. Caracterizagdo quimica do 6leo essencial de Siparuna brasiliensis

O resultado da analise cromatografica referente ao 6leo essencial derivado dos

frutos de S. brasiliensis, revelou uma acentuada quantidade de estruturas

sesquiterpénicas (77,27%), incluindo, hidrocarbonetos e oxigenados. A composi¢céao

quimica conta com 22 constituintes,

sendo o espatulenol

(26) com a maior

porcentagem, igual a 18,73%. E na figura 23, estao ilustrados dois dos componentes

majoritarios deste OE, que séo a-selineno (55) (12,62%) e &-cadinol (56) (10,20%).
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Figura 23. Estruturas quimicas dos terpenos a-selineno e d-cadinol.

Em um estudo anterior feito por Akisue (1977), constatou-se a presenca de
carvona, limoneno, cineol, cariofileno, citral, humuleno, nerol, cedrol, mirceno e
bisabolol nos 6leos essenciais de espécies do género Siparuna, incluindo S.
brasiliensis. Os constituintes identificados com suas quantidades relativas estao

resumidos na tabela 12.

Tabela 12. Composi¢ao quimica do 6leo essencial de S. brasiliensis.

Composto IRc IRL (%)
1 Limoneno 1022 10312 0,38
2  2,4-Diisopropenil-1-metil-1-vinilciclohexane 1053 - 8,18
3 Isoterpinoleno 1064 1086 2 1,58
4  B-Citral 1237 12402 2,97
5 a-Citral 1269 12702 6,72
6 trans-a-Bergamoteno 1430 1436 2 3,86
7  a-Cubebeno 1345 1351 2 4,89
8 a-Copaeno 1370 1376 2 4,89
9 Germacreno D 1437 1480 @ 2,62
10 y-Muroleno 1471 1477 2 5,23
11 y-Elemeno 1476 1476 2 3,89
12 1R,4R-p-Menta-2,8-dieno, 1-hidroperoxido 1381 1329b 1,68
13 a-Selineno 1489 1494 2 12,62
14 a-Amorfeno 1496 1485 2 0,71
15 a-Muroleno 1499 1499 2 1,41
16 Calameneno 1518 15192 1,15
17 Patchoulano 1530 15322 3,08
18 a-Calacoreno 1537 1542 2 0,85
19 Espatulenol 1570 1576 2 18,73
20 ©-Cadinol 1622 1636 2 10,20
21 a-Cadinol 1652 1653 2 3,29
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22 7-Acetil-2-hidroxi-2-metil-5-isopropil biciclo 1734¢

[4.3.0] nonano 1685

0,44

*IRc = indice de retencéo calculado; IRL = indice de retencdo encontrado na literatura; (-)- ainda nao
descritos na literatura; a- ADAMS, 2007; b- COLLIN, 2015; c- KIM e CHUNG, 2011; % = porcentagem

do componente.

A tabela 13, traz resumidamente os cinco componentes majoritarios de cada

OE, e percebe-se, que as espécies estudadas demonstraram preferéncia pelas rotas

metabdlicas do acido mevaldénico (MEV) e do metileritritol fosfato (MEP) em detrimento

daquela do acido chiquimico, pelo qual sdo biossintetizados os fenilpropanoides.

Apenas a espécie P. alata apresentou em sua composi¢do quimica um

fenilpropanoide, o eugenol metil éter.

Tabela 13. Componentes majoritarios por amostra de 6leo essencial.

COMPOSTOS MAJORITARIOS

OLEO
ESSENCIAL Composto 1 Composto 2 Composto 3  Composto 4  Composto 5
B.platypoda 1R-a-Pineno B-Tujeno B-Pineno Limoneno Terpinen-4-ol
B.trinervis. a-Felandreno B-Himachaleno (Sermacreno zgs_(gllonglfolan- o-Cimeno
C, -Cariofileno
macrobracteolata  Linalol B-Pineno 1R-a-Pineno Limoneno
(Folha)
C. *-trans-
macrobracteolata . a-Copaeno a-Citral Limoneno 0-Cadineno

Nerolidol
(Fruto)
L. lundiana B-Cariofilen Germacreno D a-Humuleno Sabineno Limoneno

. Eugenol metil Limoneno Elixeno Brevifolin
P. alata a-Gurjuneno -
éter

1,3-
P. miquelianum Benzod|5?>(<20I§_ Terpinoleno a-Cubebeno .\ iieno  Elixeno

dimetiletil)
P. aduncum Linalol *-trans-nerolidol (DEermacreno (2)-Ocimeno  B-Cariofileno
Protium sp. B-Cariofileno Terpinoleno a-Terpineno Elixeno Limoneno

2,4-
Diisopropenil o-Citral

S. brasiliensis Espatulenol a-Selineno 0-Cadinol -1-metil-1-

vinilciclohexa
no
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Ainda, pode-se constatar de acordo com os dados da tabela 13, que os dleos
essenciais de diferentes 6rgdos de uma mesma espécie apresentaram rendimentos e
composic¢des quimicas distintas, corroborando com os resultados obtidos por Haghighi
e colaboradores (2017). Além disso, plantas de uma mesma familia ou até de um
mesmo género ndo mostraram semelhancas significativas em sua composicéo
quimica, na maioria dos casos, afirmando as conclusdes de Imatomi et al., (2013) de

gue a producdo de metabdlitos secundarios ndo segue padrdes por género ou familia.

4.3 Atividade antifungica

A participacdo percentual dos componentes reflete bem nas caracteristicas
biolégicas de cada Oleo. Na maioria dos Oleos testados neste estudo, os
hidrocarbonetos sesquiterpénicos e monoterpénicos estéo representando o dobro em
propor¢cdes quando comparados aos sesquiterpenos e monoterpenos oxigenados,
enquanto fenilprapondides, hidrocarbonetos, ésteres e outros grupos de compostos
estdo sub-representados (Figura 24). Sendo assim, pode-se dizer que a capacidade
de inibicdo dos Oleos essenciais estd diretamente associada a presenca dos
sesquiterpenos e monoterpenos. Segundo Bakkali, et al., (2008), os sesquiterpenos
possuem funcdo protetora contra fungos, bactérias, insetos e outras pragas,
explicando assim, a inibicdo dos 6leos essenciais que possuem esses COmpostos em

maiores quantidades.
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Figura 24. Proporcao de terpenos por amostra de 6leo essencial.

As amostras dos 6leos que tiveram rendimento suficiente foram testadas contra
micro-organismos através do método da microdiluicdo em placa, para determinacéo
da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), e em seguida, a Concentragdo Fungicida
Minima (CFM).

Algumas espécies ndo foram testadas frente aos fungos devido ao fato de ndo
disporem de quantidades adequadas para caracterizagdo quimica e todos os ensaios
biolégicos a serem realizados.

Os resultados da tabela 14 mostram a atividade fungicida que os Oleos
essenciais exibiram frente aos micro-organismos, Thielaviopsis paradoxa e Fusarium

solanif.sp. piperis.
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Tabela 14. Atividade antifingica expressa em pg mL-1 de déleos essenciais sobre isolados de fungos
fitopatogénicos.

Fusarium solani f. sp. o
. Thielaviopsis paradoxa
piperis

OLEOS ESSENCIAIS (E053) (E748)

CiM CFM CiM CFM
B. platypota 800 >800 400 >1600
B. trinervis >900 - 400 >1600
C. macrobacteolata (folhas) 800 >800 800 800
C. macrobacteolata (frutos) 800 >800 400 800
E. elatior - - 200 200
L. lundiana 800 >800 800 800
P. aducum >900 - 400 >1600
P. alata 800 >800 100 400
P. miguelianum 800 >800 400 >1600
Protium sp. >800 - 100 200
S. brasilienses 800 >800 400 -

CIM - Concentragdo Inibitéria Minima, CFM — Concentragdo Fungicida Minima, (-) — N&o foram

testados.

A partir dos resultados contra o fungo T. paradoxa, verificou-se que os 0leos
essenciais tiveram bom desempenho em inibir o crescimento fingico. Destacando-se
entre eles, o OE de Protium sp., P. alata e E. elatior, que além de apresentarem baixa
concentracdo de inibicdo do crescimento do patégeno, também foram classificados
como fungicidas, eliminando totalmente o fungo utilizando concentra¢cdes entre 200 e
400 pg mL-L.

Em resumo, os OEs de P. miquelianum, B. platypota, B. trinervis e P. aducum
tiveram eficacia, inibindo totalmente o crescimento fungico com concentragdo igual a
400 pg mLt. Porém, revelaram altas concentracdes como fungicidas, ou seja, acima
de 1600 pg mLt. Poroutro lado, os OEs dos frutos e folhas de C. macrobacteolata e
L. lundiana apresentaram concentragées de inibicdo entre 400 e 800 ug mL1, e foram
classificadas como substancias fungicidas utilizando concentracdo equivalente a 800
Hg mLL.

Com base nisto, pode-se citar o trabalho desenvolvido por Baraka e
colaboradores (2011), que testaram o0s Oleos essenciais de trés espécies vegetais
frente ao T. paradoxa, obtendo-se a concentragdo de 500 pug mL™1, considerada a mais
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efetiva, capaz de reduzir de 60,58% do crescimento flngico, seguida de 100 pg mL-1,
com inibigdo de 44,01%. Estas concentragdes se mostram relativamente altas, em
comparacao as que foram testadas no presente estudo que obteve concentracdes de
100 pg mL1, capazes de inibir 100% do crescimento fungico, como é o caso do 6leo
essencial de Protium sp.

Os resultados do presente estudo se tornam ainda mais interessantes, quando
comparados por exemplo, com os encontrados por Cruz et al., (2018), que avaliaram
a atividade do OE de Lippia gracilis contra T. paradoxa, obtendo-se CIM de 890 ug
mL-1, exaltando o potencial atifingico dos 6leos das espécies E. elatior e Protium sp.
e P. alata.

Pode-se dizer que a atividade biolégica dos terpenos é determinada com
relacdo a estrutura quimica, grupos funcionais e estereoquimica dos compostos
identificados na amostra (HENRIQUES et al., 2006). Uma vez que, a maior fracéo de
monoterpenos e sesquiterpenos oxigenados estejam presentes nas amostras de E.
elatior e Protium sp, S. brasiliensis, C. macrobracteolata (frutos) e C. macrobracteolata
(folhas). Os resultados indicam que esses fatores tenham possibilitado uma inibicéo
maior, de forma que atividade antimicrobiana da maioria dos terpenoides esta ligada
a seus grupos funcionais (HYLDGAARD et al., 2012). Para comprovar tal fato,
estudos realizados por Xie et al., (2014) e Zhang et al., (2016), nos quais avaliaram a
atividade antifungica de monoterpenos e seus analogos oxigenados isoladamente,
mostraram em sSeus resultados uma maior inibicdo quando utilizou-se 0s
monoterpenos oxigenados. A toxicidade relativamente baixa dos hidrocarbonetos
monoterpénicos é atribuida a sua maior taxa de volatiidade em comparacado aos
monoterpenos oxigenados.

Como ja mencionado neste trabalho, devido a lipofilicidade dos compostos
presentes nos 0leos essenciais, eles estdo mais propensos a se deslocar através da
membrana plasméatica, causando particdo nos lipidios da membrana dos fungos,
aumentando a permeabilidade da membrana celular, resultando no vazamento do
conteudo da célula. Ainda, os OEs sdo capazes de afetar a biossintese do esterol
fungico, reduzindo significativamente a quantidade de ergosterol (PINTO et al., 2009).

O presente trabalho avaliou também a atividade do OE de algumas espécies
frente ao fungo fitopatogénco da pimenta do reino F. solani f.sp. piperis. Por ser tratar
de um fungo de maior resisténcia, consequentemente as concentracdes de inibicéo,

bem como seu potencial fungicida apresentaram concentracbes mais elevadas.
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Dentre os OEs, os OEs de Protium sp., P. aduncum e B. trinervis exibiram
concentracdes acima de 800 ug mL1. Em contrapartida, os volateis de S. brasiliensis,
C. macrobracteolata (frutos), C. macrobracteolata (folhas), P. miquelianum, P. alata,
B. platypoda e L. lundiana foram mais eficazes na inibigcdo do crescimento fungico,
atingindo inibicdo de 100% utilizando a concentracéo de 800 pug mL1L.

Essa atividade, esta diretamente relacionada a sua composi¢cdo quimica,
devendo-se ao fato destas espécies conterem maiores quantidades de terpenos
oxigenados e sesquiterpenos em seus Oleos essenciais (ZHANG et al., 2016).

Segundo dados reportados por Derno et al. (2005), os compostos responsaveis
pela atividade antimicrobiana relatada nas espécies de Baccharis séo os terpenoides,
0s principais constituintes de seus 0leos essenciais. Somente em espécies de
Baccharis, na Argentina foram identificados mais de 100 constituintes em estudos
sobre composi¢ao quimica.

A espécie P. alata, foi uma das uUnicas que em seu 6leo continha
fenilpropanoide, o eugenol metil éter, que é um éter metilado do eugenol. Segundo
Simdes e colaboradores (2010), assim como os terpenoides, esta classe de
compostos, exerce uma fungdo importante nos vegetais, ou seja, os fenilpropanoides
desempenham um papel de defesa contra insetos herbivoros e também contra fungos.
Explicando entdo, que o poder de inibicdo deste 6leo essencial, ndo se deve apenas
ao seu composto majoritario e sim ao efeito sinérgico de todos os seus constituintes.

Embora o eugenol metil éter possa apresentar atividade contra crescimento de
varios micro-organismos, a literatura dispde de poucos trabalhos relacionado as suas
propriedades inibitérias contra fitopatdbgenos (MEEPAGALA, STURTZ e WEDGE,
2002). Sua atividade frente ao F. solani f.sp. piperis foi estudada, no entanto, ndo
apresentou nenhuma atividade contra isolado deste patdogeno (DAN et al, 2010).

Os demais OEs, exibiram concentragées acima de 800 pug mLL.

Os resultados frente a esse fitopatdbgeno reportados por Meireles (2014),
permitem dizer que o Oleo volatil de P. aduncum ndo demonstrou inibicdo contra F.
solani f. sp. piperis em nenhuma das concentragdes testadas, que foram superiores a
900 pg mL1. Em contraste, o 6leo volatil de Piper divaricatum e seus compostos
majoritarios apresentaram valores CIM de 750 ug mL.

Embora o 6leo de P. aduncum ndo tenha demonstrado atividade contra F.
solani f. sp. piperis, estudos anteriores com subprodutos da destilacdo do Oleo

essencial, incorporados ao solo infestado com o fitopatégeno mostraram uma reducéo
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na mortalidade e prolongamento da sobrevivéncia de mudas de pimenta do reino
(BENCHIMOL, SUTTON, e BASTOS, 2017).

Cakir et al., (2005), avaliaram a atividade antifingica do 0leo essencial que
apresentava como componentes majoritarios o 6-cadineno (6.9%), (2)-p-farneseno
(5.2%), y-muroleno (5.5%), espatulenol (4.8%), hexahidrofarnesil acetone (4.5%) e a-
selineno (4.0%). Contudo, testando a concentracdo de 5000 pug mL! ndo obtiveram
nenhuma porcentagem de inibicdo. Em um estudo anterior, Cakir et al.,, (2004),
descreveram a atividade antifingica de compostos isolados de Gleos volateis, como
por exemplo, o a-Pineno, B-Pineno, a-felandreno, Mirceno, Limoneno, a-Terpineol,
Isocariofileno, B-Cariofileno, a-Longipineno, p-Cimeno, n-Decane e n-Undecane.
Dentre os compostos citados, utilizando-se a concentracdo de 1000 pg mL-1, o éxido
de B-cariofileno foi o que exibiu um efeito de inibigdo pronunciado (72%) sobre o
crescimento de fungos patogénicos da espécie Fusarium. Em especial, para o
Fusarium solani, a concentracdo de 1000 pg mL! foi responsavel por inibir o
crescimento de apenas 33% do micélio fungico.

Também pode-se mencionar Bomfim et al., (2015), que descreveram sobre o
Oleo essencial de Rosmarinus officinalis L., e foi observado que a uma concentracao
de 600 pg mL1, houve 72% de inibicdo do crescimento de Fusarium verticillioides
(Sacc.) Nirenberg. J& Daferera e colaboradores (2003), constataram uma inibicdo de
72% do crescimento de Fusarium sp. utilizando uma concentragdo de 1000 pg.mL™.
No entanto, os resultados deste trabalho mostram 100% de inibicdo usando uma
concentracdo de 800 pg.mL1, ou seja, uma concentragdo proxima das que foram
obtidas pelos demais pesquisadores, porém com maior potencial de inibi¢ao.

Como pode-se observar, as diferentes atividades antifingicas das espécies
testadas sao atribuidas a presenca de componentes ativos que estao presentes em
cada oleo essencial.

4.4 Citotoxicidade

Os resultados de viabilidade celular foram expressos como a média + desvio
padrao da média. A porcentagem de viabilidade celular das amostras foi comparada
com o controle, ndo tratado com 6leo essencial, o qual foi definido como 100% de

viabilidade celular. Os dados de cada ensaio foram analisados estatisticamente e as
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diferencas foram consideradas significativas quando o p<0,05. Os resultados estéo

representados na figura 25.
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Figura 25. Atividade citotoxicade 6leos essenciais sobre linhagem de macréfagos murinos (RAW 267.4
ATCC TIB-71) ap6s 24 horas de exposicao. Nivel de significancia (*p<0,05) de acordo com o post hoc
de Bonferroni.

O método colorimétrico de reducédo do MTT € uma das técnicas mais rapidas e
precisas para avaliacdo da citotoxicidade de um composto. Na literatura pode-se
encontrar relatos da toxicidade de substancias provenientes de produtos naturais. O
uso inadequado dos 6leos essenciais pode acarretar riscos a saude humana devido a
eventos mutacionais, efeitos carcinogénicos e danos genéticos. Um exemplo sdo os
efeitos toxicos ocasionados pelo uso citral e geraniol quando administrados em
concentracdes mais altas, exibem citotoxicidade significativa, revelando reducédo na
viabilidade celular (SINHA et al., 2014).

Pelo fato de os 6leos essenciais serem produtos naturais, ndo se exclui a
possibilidade de apresentarem toxicidade. Diante desses e outros relatos encontrados
na literatura, estudos que visem a determinacdo dos aspectos toxicolégicos de
produtos de origem vegetal sdo de fundamental importancia, para que, além da

comprovacdo da sua eficacia, possam ser também, comprovadamente seguros. O
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produto, para ser viavel no ensaio de citotoxicidade in vitro, ndo deve ocasionar a
morte das células, nem afetar suas fungbes celulares.

A determinacdo da citotoxicidade in vitro tem se tornado cada vez mais
constante em trabalhos para a determinacdo da toxicidade de dleos essenciais.
Goncalves (2015), avaliou a viabilidade celular através do bioensaio do MTT dos 6leos
essenciais de Achyrocline satureoides (Lam) DC. e Ageratum conyzoides L. Tu e
colaboradores (2018), realizaram pesquisas com 0s 0Oleos essenciais de Pimpinella
anisum, Mentha haplocalyx, Syzygium aromaticum, Cinnamomum zeylanicum,
Zanthoxylum bungeanum, Cymbopogon nardus, e Cinnamomum camphora. Ao
conclurem o estudo, os Oleos essenciais de Syzygium aromaticum (cravo),
Cinnamomum zeylanicum (canela) mostraram toxicidade de 100% a uma
concentragcdo de 7,69 uL L1, enquanto os outros OEs mostraram toxicidade moderada
ou fraca na mesma concentracao.

A tabela 15 mostra o resultado da analise de citotoxicidade obtidos no presente
estudo, e é possivel notar que os Oleos essenciais se mostraram menos citotoxicos
para células basais do que o padréo, tebuconazol, utilizado na pratica agricola contra

fungos filamentosos.

Tabela 15. indice citotoxico (IC) expresso em pg mL?, sobre linhagem celular de macréfagos murinos
RAW 264.7 (ATCC TIB-71) obtido pela técnica do MTT-tetrazdlio das substancias de uso agricola e
dos 6leos essenciais com atividade antiflngica sobre a espécie de F. solani f. sp. piperis e Thielaviopsis
paradoxa.

LINHAGEM
RAW 264.7 (ICs0)

AMOSTRAS

SUBSTANCIAS DE USO AGRICOLA

Carbendazim 25.98 + 0.07
Tebuconazol 23.83 £0.72

OLEOS VOLATEIS

B. platypoda 824,4 £ 0,66
B. trinervis 33,12 + 0,70
C. macrobacteolata (folhas) 110,0 £ 2,2
C. macrobacteolata (frutos) 61,45+ 2,0
E. elatior 53,31 + 0,74

L. lundiana 213,2+1,6
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P. aducum 64,61 + 0,39
P. alata 869,9 +1,1
P. miguelianum 463,3 £ 0,6
Protium sp. 28,84 £ 1,7

S. brasiliensis -

Valores expressos como média + desvio padrdo de dois experimentos diferentes realizados em
triplicata. (-) — ndo foi testado.

Os volateis das espécies P. alata e B. platypoda mostraram-se promissores por
ndo apresentarem citotoxicidade até a mais alta concentracdo testada, 800 ug mL1,
concentracdo tida como inibitoria para a espécie de F. solani f. sp. piperis. Ja os Oleos
essenciais das espécies C. macrobacteolata (frutos), P. aduncum, E. elatior e B.
trinervis e Protium sp. descritas em ordem crescente de toxidez, apresentaram
citotoxicidade similar ao padréo, apresentando alta toxicidade nas concentracfes das
quais foram considerados inibidores.

Alguns 6leos essenciais se apresentaram toxicos, mesmo quando testados em
baixas concentracfes, como € o caso das substancias citadas acima. Isso induz a
aferir que nas concentracfes onde essas substancias poderiam ser consideradas
fungicidas, é invidvel seu uso devido ao fato da sua alta toxicidade. Um exemplo a ser
mencionado, € o0 Oleo da espécie B. trinervis que € considerado fungicida a
concentracdes superiores a 1600 ug mL1, para a espécie de T. paradoxa, porém,
segundo o bioensaio de viabilidade celular, este 6leo exibiu toxicidade quando testado
a concentragdo de 33,12 ug mL-2.

Para o uso frente ao fitopatégeno T. paradoxa, o 6leo essenciail de P. alata ndo
apresentou citotoxicidade na concentracdo em que essa substancia foi considerada
fungicida. Utilizando-se a concentragcdo de 400 pg mLt, o OE de P. alata foi
considerado fungicida, levando em conta que este 0leo exibe toxidez na concentracédo
de 869,9 ug mL1. J4 as espécies B. platypoda e P. miguelianum, apresentaram-se
como potentes inibidores do crescimento fangico, utilizando-se concentracdes
inferiores das quais sado consideradas toxicas.

Esta razdo faz com que estes compostos possam ser utilizados como
fungicidas promissores contra esse fitopatdbgeno, pois ndo apresentam riscos quando
utilizadas como substancias antifingicas ou até mesmo inibitérias. Diferentemente, o

restante dos Oleos essenciais, como por exemplo, o da espécie Protium sp., tem
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capacidade de exterminar o fungo em uma concentracdo de 200 pg mL, resultado
interessante, bem abaixo do encontra-se na literatura, porém, este 6leo apresenta
uma maior citotoxicidade frente as células basais, com um indice citotoxico de 28,84
+ 1,7. Com base nestas atividades antifingicas apresentadas, os dados obtidos
acabariam por promover a utilizacdo de alguns OEs como potenciais antifangicos
naturais, além dos beneficios de serem ambientalmente seguros, pois sao

biodegradaveis.
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5. CONCLUSOES

O presente trabalho propds avaliar a atividade antifingica frente a alguns micro-
organismos, a citotoxicidade e composicdo quimica dos O6leos essenciais das
diferentes espécies vegetais coletadas na mata atlantica do Espirito Santo.
Estabeleceu-se que a composi¢cdo quimica, bem como o rendimento dos Oleos
essenciais dependem das espécies de plantas, e podem variar de acordo alguns
fatores. Devido a isso, suas atividades biolégicas podem igualmente variar.

As analises quimicas revelaram uma predominancia de sesquiterpenos e
monoterpenos na maior parte das amostras estudadas, apesar de algumas amostras,
como é o caso do 6leo essencial dos frutos de C. macrobracteolata, possuir grandes
quantidades de monoterpenos e sesquiterpenos com fungdes oxigenadas. O motivo
da literatura ndo apresentar dados da caracterizacdo quimica dos Oleos essenciais de
algumas espécies estudadas neste trabalho, faz deste estudo uma ferramenta valiosa
para futuros trabalhos com essa abordagem.

Os ensaios bioldégicos demonstraram que todos os 6leos essenciais tiveram
concentragcdes inibitorias interessantes, quando comparados a trabalhos
semelhantes. Contudo, o T. paradoxa exibiu maior sensibilidade aos 6leos testados,
principalmente, frente aos compostos de Protium sp., E. elatior e P. alata, exibindo
concentracdes muito baixas de inibicdo. Por se tratar de um fitopatbgeno mais
resistente, o F. solani f. sp. piperis, foi inibido em concentracfes pouco maiores. Ainda
assim, de acordo com achados na literatura, expressam resultados positivos. Com
isso, pode-se dizer que a sensibilidade dos patdgenos testados pode depender das
caracteristicas morfolégicas e fisioldgicas de cada fungo. Ainda, a inibicdo do
crescimento de patdgenos fungicos pode ser devido a um componente importante de
cada espécie, como também, de seus compostos majoritarios, ou, 0 sinergismo de
todos os compostos. Contudo, para confirmacéo deste dado, seria necessario estudos
posteriores para teste dos constituintes majoritarios de cada amostra de 6leo
essencial.

Em relacdo as atividades citotbxicas as espécies se comportaram como
atoxicas, em concentracfes interessantes, o que contribui para a seguranca e

qualidade destes 0leos, tornando-se promissores para uso como fungicidas naturais.
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Quando considerados toxicos, ainda podem ser utilizados como potentes inibidores,
sem prejuizos a saude humana ou ao meio ambiente.

Além disso, este é o primeiro trabalho na literatura, que aborda a caracterizacéo
quimica e atividade antifingica do 6leo essencial de algumas espécies, como é o caso
das folhas e frutos de C. macrobracteolata, contribuindo  para
ampliacdo do conhecimento cientifico sobre as plantas aromaticas da Mata Atlantica

Brasileira.
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ANEXOS

ANEXO A

FIGURA 1A Cromatograma da amostra de 6leo essencial de
Baccharis platypoda DC

FIGURA 2A Cromatograma da amostra de 6leo essencial de

Bacchatris trinervis Pers.

FIGURA 3A Cromatograma da amostra de 6leo essencial de

Siparuna brasiliensis

FIGURA 4A Cromatograma da amostra de 6leo essencial de

Etlingera elatior

FIGURA 5A Cromatograma da amostra de 6leo essencial de

Piper miquelianum C.DC.

FIGURA 6A Cromatograma da amostra de 6leo essencial de

Piper aduncum

FIGURA 7A Cromatograma da amostra de 6leo essencial de

Peperomia alata

FIGURA 8A Cromatograma da amostra de 6leo essencial de

Lantana lundiana Schauer

FIGURA 9A Cromatograma da amostra de 6leo essencial de

Campomanesia macrobracteolata (frutos)

FIGURA 10A Cromatograma da amostra de 6leo essencial de
Campomanesia macrobracteolata (folhas)

FIGURA 11A Cromatograma da amostra de 6leo essencial de

Protium sp.
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FIGURA 1A. Cromatograma da amostra de 6leo essencial de Baccharis platypoda DC.
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FIGURA 2A. Cromatograma da amostra de 6leo essencial de Baccharis trinervis Pers.
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FIGURA 3A. Cromatograma da amostra de 6leo essencial de Siparuna brasiliensis
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FIGURA 4A. Cromatograma da amostra de 6leo essencial de Etlingera elatior
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FIGURA 5A. Cromatograma da amostra de 6leo essencial de Piper miquelianum C. DC.
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FIGURA 6A. Cromatograma da amostra de 6leo essencial de Piper aduncum
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FIGURA 7A. Cromatograma da amostra de 6leo essencial de Peperomia alata

mV
100

[
i

UA.AA M L I A )

T T T T T T T T T t Y T
Time: 630 745 859 07 1120 1267 1413 1559 17.06 1852 1098 2145 2202 2438 2584 2731 2877 3023 3170 3317 34.63 36.09

FIGURA 8A. Cromatograma da amostra de 6leo essencial de Lantana lundiana Schauer
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FIGURA 9A. Cromatograma da amostra de 6leo essencial dos frutos Campomanesia macrobracteolata
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FIGURA 10A. Cromatograma da amostra de Oleo essencial das folhas Campomanesia

macrobracteolata
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FIGURA 11A. Cromatograma da amostra de éleo essencial de Protium sp.



