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1. Introducao

As plantas sdo organismos autotroficos, capazes de converter energia luminosa em
energia quimica, atraves da sintese de carboidratos a partir de didéxido de carbono e agua.
Apesar da sua auto-suficiéncia, elas néo sdo capazes de se locomover para evitar as condi¢oes
adversas do ambiente, competir com outras plantas por recursos ou para defender-se de seus
inimigos potenciais, tais como patdgenos e predadores. Por isso, ao longo da evolucdo, elas
desenvolveram outras formas de protecédo, de caréter fisico e quimico. Como defesa mecénica
podemos citar a cuticula, camada externa cerosa de partes aéreas de plantas herbaceas, e a
periderme, tecido protetor secundario de caules e raizes, que evitam a dessecacéo e dificultam
a invasdao de patogenos diretamente pela superficie da planta. Ja a protecdo quimica é
realizada pelo metabolismo secundario (Taiz & Zeiger 2004).

Até a década de 1950, os metabdlitos secundarios foram considerados desperdicio
fisioldgico ou produtos de destoxificacdo, sem uso aparente pelas plantas (Verpoorte 2000a,
Hartmann 2007), tendo seus aspectos funcionais negligenciados por fitoquimicos e
fisiologistas vegetais. Curiosamente, os entomologistas foram o0s responsaveis por essa
mudanca de visdo, a partir de estudos de interacdes planta-herbivoro, enfatizando a funcédo
destes metabdlitos na defesa quimica das plantas e relacionando a sua co-evolugdo com a
pressdo de selecdo dos herbivoros (Hartmann 2007).

Os metabolitos secundarios, designados por Gottlieb et al. (1996) como “metabdlitos
especiais”, sdo compostos organicos presentes em células especializadas, sem funcdo direta
sobre o crescimento e desenvolvimento das plantas, mas com papel fundamental na sua
interacdo com o meio ambiente (Verpoorte 2000a), como ilustrado na Figura 1 (Hartmann
2002). Esses metabolitos possuem alta plasticidade genética e diversidade quimica,
caracteristicas que possibilitam as plantas adaptar-se as demandas do ambiente,
continuamente variavel (Hartmann 2007). Podem atuar como compostos sinalizadores na
interacdo das plantas (Verpoorte 2000a) tanto com seu ambiente abidtico, como os associados
as mudancas na temperatura, status hidrico, luminosidade, exposicdo a radiacdo UV e
nutrientes minerais (Bartley & Scolnik 1995, Briskin 2000, Santos 2004), como com Seu
ambiente biotico, na alelopatia (Macias et al. 2007), na atracdo de polinizadores, tanto pelo
perfume como pela coloragdo (Bartley & Scolnik 1995), atracdo de animais dispersores de
sementes (Santos 2004) e contra o ataque de patogenos e herbivoria (Kinghorn 1992,
Verpoorte 20003, Villalba et al. 2002, Santos 2004).
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Figura 1. Funcbes ecoldgicas do metabolismo secundario vegetal
(Hartmann 2007)

Apresentam distribuicdo restrita em grupos taxondmicos (Verpoorte 2000a), podendo
ocorrer caracteristicamente em determinadas espécies ou familias (Heinrich et al. 2004) e ser
ativadas durante estagios particulares de crescimento e desenvolvimento ou sob certas
condicGes ecoldgicas e ambientais (Santos 2004).

De maneira geral, podem ser classificados de acordo com as suas caracteristicas
quimicas, origem vegetal ou origem biossintética (Verpoorte 2000a). Estima-se que ha,
atualmente, mais de 200.000 estruturas definidas de metabdlitos secundarios de plantas
(Hartmann 2007).

O estudo dos compostos quimicos produzidos por vegetais, animais € microrganismos,
tanto terrestres como marinhos, denominado Quimica de Produtos Naturais (Heinrich et al.
2004), surgiu a partir do isolamento da morfina (“principium somniferum™) por Friedrich
Wilhelm Serttirner, em 1806, que descobriu que um principio ativo podia ser isolado e
atribuido a um Unico composto quimico (Hartmann 2007). A partir dai, desenvolveu-se entdo
a Farmacognosia, que é a ciéncia que estuda os metabdlitos secundarios com aplicagdo
farmacéutica provenientes desses organismos vivos (Heinrich et al. 2004).

A Organizacdo Mundial da Saude (2004) divulgou que entre as principais causas de
mortalidade no mundo, apontadas no ano de 2002, encontram-se: neoplasmas malignos,
infeccOes respiratdrias, HIV, diarréia, tuberculose, doencgas infantis como sarampo, tétano e
difteria e condi¢Ges neuropsiquiatricas, como o mal de Alzheimer, além das doencas
cardiovasculares. Em escala mundial, a incidéncia de cancer tem superado o aumento da

populacédo e nos Estados Unidos, cerca de 1.500 pessoas morrem de cancer por dia, por isso
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tém sido desenvolvidas pesquisas para a descoberta de novos agentes quimioterapéuticos
baseados em produtos naturais bem como abordagens alternativas, como agentes
quimiopreventivos, que previnam ou retardem o processo de carcinogénese a partir da
ingestdo de alimentos e medicamentos (Kinghorn 2001).

Considerada uma doenca neurodegenerativa progressiva, o0 mal de Alzheimer
corresponde a cerca de 50-60% dos casos de deméncia em idosos e seus principais sintomas
envolvem disfungdo cognitiva, perda de memoria primaria, déficits de linguagem, depresséo,
agitaco, distdrbios de humor e psicose. E causada por danos no sistema nervoso central como
formacdo de placas senis e emaranhados de neurofibrilas, processos oxidativos e
inflamatdrios e distarbios dos neurotransmissores, além de déficit colinérgico em casos mais
severos. Dessa forma, o principal alvo para o tratamento tem sido através de drogas que
estimulem os receptores colinérgicos ou prolonguem a disponibilidade da acetilcolina, por
meio da inibicdo da sua hidrolise pela enzima acetilcolinesterase, como € o0 caso da
galantamina, embora o uso de anti-inflamatérios e antioxidantes sejam explorados como
meios de retardar a progressao da doenca (Howes & Houghton 2003).

Vaérios fatores tém causado o aumento na incidéncia de infec¢bes por fungos, tais
como o0 aumento de infecgdes que causam imunodeficiéncia, o crescente uso de drogas
citotoxicas e imunossupressoras para o tratamento de doencas malignas, aléem do longo
periodo de tratamento devido a resisténcia que esses fungos desenvolvem aos tratamentos
padrédo (Zollo et al. 1998, Tullio et al. 2006). O mesmo observa-se em relacdo a emergéncia
de bactérias patogénicas multi-resistentes em hospitais e na comunidade, que representa um
problema tanto para os pacientes como para o controle de infecgdes, como é o caso dos
organismos resistentes Staphylococcus aureus, Enterococcus, Klebsiellae, Pseudomonas
aeruginosa e Stenotrophomonas maltophilia (Edris 2007). Mesmo a diarréia, causada por
Escherichia coli, é responsavel por altas taxas de mortalidade em criangas recém-nascidas e
constitui um problema emergente tanto em paises em desenvolvimento como desenvolvidos
(Duarte et al. 2007). Dessa forma, a constante selecdo de microrganismos resistentes as
drogas utilizadas nos tratamentos convencionais tem tornado cada vez maior a demanda por
novos tratamentos alternativos a partir de produtos naturais.

Alguns exemplos classicos de metabolitos secundérios de origem vegetal utilizados
pelo homem para o tratamento de doencas sdo: morfina, alcaldide extraido dos frutos de
Papaver somniferum (papoula), amplamente utilizado por sua acdo analgésica (Hartmann
2007), inclusive no alivio da dor causada pelo cancer (Hanks et al. 2001); paclitaxel ou taxol,
um diterpeno extraido das cascas de Taxus brevifolia (Macias et al. 2007), e vinblastina e
vincristina, alcaldides extraidos de Catharanthus roseus, aplicados no tratamento antitumoral;



quinina, um alcaloide extraido de Cinchona officinalis, e artemisina, um sesquiterpeno
extraido de Artemisia annua, aplicados no tratamento da malaria (Croteau et al. 2000).

Apesar da indastria farmacéutica ter evoluido muito nas ultimas décadas, sintetizando
ou promovendo modificacbes estruturais em varios compostos de origem vegetal para
otimizar a sua atividade (Cechinel Filho & Yunes 1998), os produtos naturais continuam
sendo a maior fonte de novos prot6tipos de drogas, que correspondem aos compostos que
podem dar origem a novos medicamentos. Essa busca por novas fontes vegetais pode dar-se
de diversas formas, tais como a bioprospeccédo, que explora espécies nativas ainda nédo
estudadas de éareas de alta biodiversidade como as florestas tropicais, a abordagem
etnofarmacolégica, que direciona a busca de novas drogas a partir do conhecimento
tradicional de um grupo social no uso de plantas medicinais nativas para o tratamento e
prevencdo de doencas, a quimiotaxonomia, que utiliza o conhecimento da composicdo de
determinados grupos vegetais (familia, género) para buscar classes de produtos naturais
comuns a eles, e a abordagem aleatéria, em que as plantas, geralmente abundantes em uma
area, sdo coletadas sem considerar conhecimento prévio da sua quimica ou atividade bioldgica
(Heinrich et al. 2004).

Assim, apesar dos avanc¢os alcancados pela medicina, o alto custo para a obtencdo de
exames e medicamentos e a dificuldade de acesso aos centros de atendimento hospitalares tém
representado obstaculos para populagbes carentes, principalmente em paises em
desenvolvimento (Veiga Junior et al. 2005). Mesmo nos Estados Unidos, a preferéncia pela
medicina alternativa e complementar vem crescendo na ultima década, ndo s6 devido ao
crescente custo dos tratamentos, mas também pela insatisfacdo da populagcdo com a medicina
convencional (Pagan & Pauly 2005).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saide (2003), a medicina tradicional
constitui “praticas de satde, abordagens, conhecimento e crencas envolvendo medicamentos a
base de plantas, animais e minerais, terapias espirituais, técnicas manuais e exercicios,
aplicados sozinhos ou combinados para tratar, diagnosticar e prevenir doencas ou manter o
bem-estar” e as suas adaptacfes em paises desenvolvidos sdo denominadas medicina
complementar ou alternativa. Também segundo a OMS (2003), planta medicinal é “todo e
qualquer vegetal que possui, em um ou mais 0rgaos, substancias que podem ser utilizadas
com fins terapéuticos ou que sejam precursoras de farmacos semi-sintéticos” (Veiga Junior et
al. 2005). Fitoterapico, segundo a portaria n.° 6 de 31 de janeiro de 1995, da Secretaria de
Vigilancia Sanitaria, é “todo medicamento tecnicamente obtido e elaborado, empregando-se
exclusivamente matérias primas vegetais com finalidade profilatica, curativa ou para fins de

diagnostico, com beneficio para o usuario. O fitoterapico € caracterizado pelo conhecimento
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da eficacia e dos riscos do seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua
qualidade. O produto final é acabado, embalado e rotulado. Na sua preparacdo podem ser
utilizados adjuvantes farmacéuticos permitidos na legislacdo vigente. Ndo podem estar
incluidas substéncias ativas de outras origens, ndo sendo considerado produto fitoterapico
quaisquer substancias ativas, ainda que de origem vegetal, isoladas ou mesmo suas misturas”
(\Veiga Junior et al. 2005).

Sabe-se que, desde os primordios, 0 homem tem explorado as plantas medicinais para
o0 tratamento, cura e prevencdo de doencas (Veiga Junior et al. 2005). O Papiro de Ebers,
pertencente a XVIII dinastia do Egito Antigo (1550 a.C.), € um dos tratados medicos mais
antigos com registro do uso de plantas medicinais, onde sdo enumeradas cerca de 100 doencgas
e descrito um grande nimero de drogas animais e vegetais (Pinto et al. 2002). Outra fonte
muito antiga e riquissima do uso de plantas nativas para o tratamento de doencas € o
conhecimento tradicional indigena, que vem sendo transmitido ao longo das geracdes
(Heinrich et al. 2004), bem como diversas fontes de conhecimento tradicional de povos que
ao longo da histdria instalaram-se no pais, como os quilombolas, que detém o seu proprio
conhecimento no uso de plantas medicinais nativas, adaptado ao longo do periodo em que tém
vivido aqui (Rodrigues & Carlini 2004), constituindo ferramentas valiosas para os estudos
etnofarmacoldgicos (Heinrich et al. 2004). Em 2003, a OMS divulgou que mais de 80% da
populacdo do continente africano utilizavam-se da medicina tradicional para os cuidados
bésicos de saude, cerca de 30-50% do consumo de medicamentos na China consistiam de
preparacdes tradicionais de ervas e mais da metade da populacdo da Europa e América do
Norte j& utilizaram medicina complementar ou alternativa pelo menos uma vez na vida, sendo
que a Alemanha é responsavel por consumir, tanto por auto-medicagdo como por prescricdo
médica (70% dos clinicos gerais prescrevem preparacfes com plantas medicinais), metade
dos extratos vegetais comercializados na Europa para o tratamento de bronquite, gripe,
resfriados, doencas do trato gastrointestinal, dores de cabeca, nervosismo, insonia, fadiga e
exaustdo (Veiga Junior et al. 2005). No Brasil, o governo federal implantou o Programa
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, atraves do decreto n.° 5813 de 22 de junho de
2006, que estabeleceu linhas de acdo prioritarias para o uso desses medicamentos de forma
segura e racional, garantindo também a sustentabilidade da biodiversidade e ampliando,
dentro da Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares no SUS, as opcGes
terapéuticas dos seus usuarios.

Dentro dessa abordagem fitoterapica, alguns 6leos volateis tém sido estudados por
suas propriedades terapéuticas (Bakkali et al. 2008, Edris 2007, Lahlou 2004) e explorados

comercialmente.



Os o6leos volateis sdao misturas complexas de substancias organicas volateis, lipofilicas,
odoriferas e liquidas, obtidas por arraste a vapor d’agua ou espressdo do pericarpo de frutos
citricos. Possuem caracteristicamente sabor geralmente acre e picante, indice de refracéo e sdo
instaveis e sujeitos a degradacdo na presenca de luz, calor, oxigénio atmosférico e umidade
(Simdes & Spitzer 2004, Tisserand & Balacs 1995). Por isso, recomenda-se que a anéalise da
sua composicdo seja realizada imediatamente apds a extracdo e que estes Oleos sejam
armazenados em congelador e ao abrigo da luz.

Dentro do reino vegetal, os Oleos volateis sdo raramente encontrados em
gimnospermas, com excecdo das coniferas (Simbes & Spitzer 2004), como em Pinus
densiflora e P. koraiensis (Hong et al. 2004). Nas angiospermas, ocorrem em menor
frequéncia em monocotiledéneas, podendo citar as familias Poaceae e Zingiberaceae (Simdes
& Spitzer 2004), como em Cymbopogon winterianus, popularmente conhecida como citronela
(Duarte et al. 2007), e Zingiber officinale, o gengibre (Schnitzler et al. 2007),
respectivamente. Dessa forma, os Oleos volateis sdo mais abundantes nas angiospermas
dicotileddneas, como nas familias Asteraceae, Apiaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae,
Piperaceae e Rutaceae (Simdes & Spitzer 2004).

Os oleos volateis podem ser sintetizados em todos os 6rgédos das plantas, como folhas
(eucalipto), ramos (alecrim), raizes (vetiver), rizomas (gengibre), flores (rosa), frutos (anis-
estrelado), sementes (noz-moscada), madeira (pau-rosa) e casca do caule (canela), e sdo
armazenados em estruturas especializadas (Figura 2) como células parenquimaticas
diferenciadas (Lauraceae, Piperaceae, Poaceae), bolsas lisigenas ou esquizolisigenas
(Pinaceae e Rutaceae), canais oleiferos (Apiaceae), células epidérmicas e tricomas
glandulares (Lamiaceae) (Bakkali et al. 2008, Simdes & Spitzer 2004).



Figura 2. Estruturas especializadas no armazenamento e
secrecdo de Oleos volateis. A. Tricomas glandulares
peltados de folha de Thymus; B. Tricoma glandular de
folha de Mentha spicata; C. Cavidade secretora de folha
de limé&o; D. Ducto de resina de caule de Pinus (Bakkali
et al. 2008).

S&o constituidos em sua maior parte por terpendides e fenilpropandides, sendo os
primeiros mais freqlentes (Simdes & Spitzer 2004). Os fenilpropanoides sdao formados por
um esqueleto carbénico com um anel aromatico ligado a uma cadeia de 3 carbonos (Croteau
et al. 2000, Heinrich et al. 2004), enquanto que os terpendides sdo formados por unidades de
isopreno de 5 carbonos (Figura 3) (Croteau et al. 2000).

/

esqueleto fenilpropandide (C¢C3) unidade de isopreno (Cs)

Figura 3. Unidades fundamentais de fenilpropanoides e terpendides.

Os terpendides sdo, possivelmente, a classe de produtos naturais vegetais mais variada
estruturalmente (Croteau et al. 2000), constituindo mais de um terco de todos os metabolitos

secundarios conhecidos (Verpoorte 2000a). Classificados de acordo com o numero de
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unidades de isopreno, os Oleos volateis podem conter: monoterpenos, formados por duas
unidades de isopreno (Cip), sesquiterpenos, formados por trés unidades de isopreno (Cis)
(Bakkali et al. 2008) e diterpenos, formados por quatro unidades de isopreno (Cy) que
formam moléculas maiores e bem menos volateis, por isso geralmente sdo encontrados em
oOleos volateis extraidos com solventes organicos (Simdes & Spitzer 2004).

As vias de biossintese dos oOleos volateis, bem como de todo o metabolismo
secundario, partem do metabolismo da glicose (Figura 4) (Santos 2004).

Os fenilpropanodides originam-se a partir da via do &cido chiquimico, em que este
origina 0 aminoacido aromatico fenilalanina, que pela acdo da enzima fenilalanina
amonialiase (PAL) origina o &cido cindmico, que por meio de redugdes enzimaticas da origem
aos alilbenzenos e propenilbenzenos, esqueletos carbdnicos dos fenilpropandides (Figura 5)
(Simdes & Spitzer 2004). Sdo exemplos desta classe de compostos: o eugenol, obtido do 6leo
volatil dos botdes florais de Syzygium aromaticum (L.) Merrill & Perry, popularmente
conhecido como cravo (Srivastava et al. 2004), o trans-anetol e o estragol, presentes no dleo
de Foeniculum vulgare Mill., popularmente conhecido como funcho (Politeo et al. 2006), o
metil-eugenol, presente no 6leo de Melaleuca bracteata F. Muell., e a miristicina, presente no
0leo dos frutos de Myristica fragrans Houtt. (Adams 2007). Também sdo comumente
encontrados nas familias Apiaceae, Lamiaceae, Myrtaceae e Rutaceae (Bakkali et al. 2008).

Os terpenoides podem ser formados a partir de duas vias de biossintese: a via classica,
também conhecida como via do mevalonato, responsavel pela formacdo dos sesquiterpenos
(C1s) e triterpenos (Csp), que ocorre no citosol e cujos precursores sdo piruvato e acetil-
coenzima A; e a via alternativa, conhecida como via do metileritritol fosfato (MEP), que
origina os monoterpenos (Cg), diterpenos (Cy) e tetraterpenos (Cao), ocorre nos plastideos e
cujos precursores sdo piruvato e gliceraldeido-3-fosfato (Aharoni et al. 2006, Croteau et al.
2000, Verpoorte 2000a). Em ambas as vias, ha a formacdo do precursor difosfato de
isopentenila (IPP), com 5 carbonos, que deve ser convertido em seu isdbmero difosfato de
dimetilalila (DMAPP), através da enzima IPP isomerase, para iniciar a formacdo dos
terpenos. Para a formagéo dos monoterpenos (C1o), uma unidade de IPP € adicionada a uma
de DMAPP, através de uma preniltransferase, formando o seu precursor difosfato de geranila
(GPP), com 10 carbonos. A adicdo de uma unidade de IPP ao GPP, através de uma
preniltransferase, forma o difosfato de farnesila (FPP), com 15 carbonos, a partir do qual
formam-se os sesquiterpenos (Cjs). A adigdo de uma unidade de IPP ao FPP, por sua vez,
forma o difosfato de geranilgeranila (GGPP), com 20 carbonos, que da origem aos diterpenos
(C20). Os demais terpenos sdo formados da mesma forma, por adi¢cdo de uma unidade de IPP
aos seus respectivos precursores, de acordo com a Figura 6 (Verpoorte 2000a).



Os monoterpenos sdo altamente volateis e sdo considerados 0s mais representativos da
composi¢cdo dos Oleos (cerca de 90%). Podem ser classificados como hidrocarbonetos,
formados apenas por carbono e hidrogénio, como mirceno, sabineno, a- e B-pineno, ou
oxigenados com varias funcdes como linalol, mentol, a-terpineol e borneol (alcoois), geranial
e citronelal (aldeidos), mentona, pulegona, canfora e fenchona (cetonas), acetato de linalila e
mentila (ésteres) e 1,8-cineol e mentofurano (éteres). Os sesquiterpenos sdo caracterizados por
uma cadeia carb6nica maior, que permite a formacéo de uma enorme variedade de estruturas,
e sdo menos volateis que os monoterpenos. Também sdo classificados como hidrocarbonetos,
como azuleno, a- e B-bisaboleno, cadinenos, B-cariofileno, curcumeno, o- e B-elemeno, ou
oxigenados com varias fungdes como cedrol, B-nerolidol, farnesol, viridiflorol (alcoois),
germacrona, -vetivona, turmerona (cetonas) e oxido de cariofileno e epoxido de humuleno
(epoxidos) (Bakkali et al. 2008).
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Figura 4. Via de biossintese dos metaboélitos secundarios, com énfase em
fenilpropanoides e terpendides (Santos 2004).
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Os métodos mais comuns para a obtencéo de dleos volateis séo:

Extracdo com solventes or ganicos apolar es — geralmente sao usados diclorometano,
éter ou éter de petroleo, no entanto esses solventes extraem compostos lipofilicos ndo
volateis, obtendo-se assim um oleo impuro, sem valor comercial (Simdes & Spitzer
2004).

Espressédo de pericarpos de frutos a frio — geralmente para frutos citricos, seu
pericarpo é prensado e o 6leo volatil é separado da emulsdo formada com a &gua
atraves de decantacdo, centrifugacdo e destilacdo fracionada (Simdes & Spitzer 2004).
Enfloracdo — é o método utilizado para obtencédo de dleo volatil de uso na perfumaria,
obtido geralmente a partir de pétalas de flores que sdo depositadas sobre uma camada
de gordura que, depois de saturada, é tratada com alcool, posteriormente destilado a
baixas temperaturas, resultando em um o6leo volatil puro e de alto valor comercial
(Simdes & Spitzer 2004).

Arraste por vapor dagua — empregando-se o aparelho de Clevenger, o 6leo é
arrastado pelo vapor d’agua por ter tensdo de vapor mais elevada, formando uma
camada de 6leo de densidade menor sobre o hidrolato que circula pelo sistema, sendo
entdo separado deste. E 0 método preconizado pela Farmacopéia Brasileira para
extracdo de dleos volateis (Simdes & Spitzer 2004). No entanto, as altas temperaturas
e a propria dgua podem causar degradacdo ou modificagdes quimicas dos constituintes
dos 6leos volateis (Pellati et al. 2005).

Headspace (microextracdo em fase solida) — neste método, os analitos sao
adsorvidos diretamente do material vegetal por uma fibra de silica fundida recoberta
por um polimero e os compostos sdo entdo dessorvidos por exposi¢do da fibra ao
injetor do equipamento de cromatografia a gas (Pellati et al 2005). Comparado ao
arraste a vapor, € uma técnica mais rapida, que demanda menos quantidade de material
vegetal, ndo destrutiva e que ndo altera os constituintes dos 6leos volateis, que podem
ser armazenados na propria fibra para posterior analise. E necessario estabelecer um
método que adeque a fibra mais eficiente e as condi¢cbes de amostragem. E as
desvantagens comumente observadas no uso do método sé@o a dificuldade de analise
dos componentes traco, a dificuldade de calibrar curvas para analise quantitativa e a
producéo de artefatos provenientes dos ingredientes da fibra (Belliardo et al 2006).
CO, supercritico — mais de 90% das extraces com fluido supercritico sdo realizadas
com CO,, pois este gas tem baixa pressao (74 bar) e temperatura critica (32°C), é
relativamente ndo-toxico, ndo-inflamavel e disponivel em alta pureza a relativamente

baixo custo, além de ser facilmente removido do material. Dessa forma, submetendo-
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se 0 CO, a pressdo e temperatura acima dos seus valores criticos, este adquire um
estado supercritico com a polaridade comparavel a do pentano e melhor afinidade por
compostos lipofilicos, que permite extrair os 6leos volateis do material vegetal e
retornando as condi¢Oes iniciais o gas volatiliza, restando apenas o produto da
extracdo. Os parametros de extracdo, no entanto, sdo fundamentais para determinar a
eficiéncia do método em relacdo ao rendimento e sele¢cdo dos compostos alvo
(Pourmortazavi & Harjimirsadeghi 2007).

O préprio método de extracao utilizado pode ser considerado um fator de variabilidade
em relacdo a determinacdo da composic¢do quimica dos 6leos volateis, pois cada método tem
sua particularidade. Contudo, os fatores que afetam a produgdo natural dos 6leos volateis e a
sua composic¢do nas plantas séo:

-Localizacdo geografica — as diferentes caracteristicas geograficas e edafo-climaticas
interferem diretamente sobre o modo como as plantas adaptam-se e desenvolvem-se,
influenciando assim na produ¢do dos metabdlitos secundarios produzidos de acordo com a
sua necessidade (Hartmann 2007), como observado por Schwob et al. (2004) em que o estudo
da composicdo dos oleos volateis de Hypericum perforatum, comparada com a de outros
cinco trabalhos prévios de espécimes coletadas em diferentes localidades como India, Sérvia e
Turquia, apresentou apenas dois componentes em comum a todos.

-Sazonalidade — a variagdo climatica propria das estagdes do ano pode influenciar na
composicdo quimica dos oOleos volateis, como em Ocimum basilicum cujo teor de
monoterpenos oxigenados é maior no inverno e de sesquiterpenos hidrocarbonetos é maior no
verdo (Hussain et al. 2008).

-Fase fenologica — a composicdo quimica dos 6leos volateis pode variar de acordo com a
idade da planta e a fase fenoldgica em que se encontra, como observado em Guarea
macrophylla, que produz niveis mais altos de sesquiterpenos hidrocarbonetos, considerados
mais volateis, nos meses correspondentes as fases de floragdo e frutificacdo, possivelmente
para favorecer sua polinizacdo e dispersao (Lago et al. 2007), bem como entre especimes
masculinas e femininas de plantas didicas, devido a maior alocagdo de energia e nutrientes
para a formacdo e desenvolvimento das estruturas reprodutivas em plantas femininas, como
observado em Baccharistrimera (Lago et al. 2008).

-Biotipo — a composicdo quimica dos 0Oleos volateis de plantas aromaticas da mesma espécie
que apresentam biotipos com e sem tricomas glandulares pode variar significativamente,
como em Artemisia annua em gue 0S monoterpenos ocorrem predominantemente no biotipo
glandular (Tellez et al. 1999);
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-Quimiotipo — a evolucdo das plantas em resposta as condi¢des ambientais sob as quais
viveram ao longo do tempo resultou em grande variabilidade genética, que promove
diferengas quimicas intraespecificas nos oOleos volateis de plantas da mesma espécie,
morfologicamente idénticas e até mesmo cultivadas nas mesmas condi¢cbes ambientais
(Lahlou 2004). Como exemplo, no estudo de duas popula¢Bes de Artemisia pedemontana
coletadas na Espanha foram identificados os quimiotipos “canfora - 1,8-cineol” e “davanona”
(Perez-Alonso et al. 2003).

-Condicdes de cultivo — a disponibilidade limitada de dgua pode restringir a biossintese de
terpendides, como por exemplo a seca severa reduz a emissdo de compostos organicos
volateis (Owen & Pefiuelas 2005)

-Interacdo com 0 meio ambiente — a taxa de emissdo de monoterpenos pode aumentar sob
injaria e herbivoria (Owen & Pefiuelas 2005)

-Combinacéo de varios fatores — a atividade da enzima fenilalanina amonialiase (PAL), que
transforma a fenilalanina em acido cindmico, precursor dos fenilpropandides, é regulada por
fatores internos e externos, como hormonios, niveis de nutrientes, luz, infec¢do por fungos e
lesGes (Santos 2004).

Assim como os metabdlitos secundarios em geral, os 6leos volateis estdo envolvidos
em diversas fungdes ecoldgicas no ambiente em que as plantas produtoras estdo instaladas,
como:

-Defesa contra herbivoria (Owen & Pefiuelas 2005) — pode ser de varias naturezas: 1)
congtitutiva, quando a planta produz naturalmente o metabdlito secundario, como por
exemplo a producdo do monoterpeno linalol por Arabidopsis thaliana, que apresenta
atividade repelente sobre o afidio Myzus persicae (Gershenzon & Dudareva 2007); 2)
induzida, quando a planta responde ao ataque por reconhecimento de um eliciador especifico
do seu herbivoro, o qual estimula uma cascata de sinais que promove a sintese de novo de
compostos volateis atuando como fitoalexinas. Assim, em Nicotiana attenuata o ataque da
larva do fumo Manduca sexta é reconhecido por meio de um produto do processo de digestao
de suas folhas, que estimula a emissdo de altos niveis de cis-a-bergamoteno em resposta
(Roda et al. 2004); 3) direta, quando a planta reage produzindo volateis diretamente contra o
seu herbivoro (Baldwin & Preston 1999), atuando como inibidores ou retardadores de
crescimento, causando danos na maturagdo, reduzindo a capacidade reprodutiva ou levando-
0s a morte por supressdo do apetite ou toxicidade direta (Viegas Junior 2003); e 4) indireta,
em que a planta atrai 0s inimigos naturais do seu herbivoro, tais como predadores,

parasitoides e patdgenos, através da emissdo de compostos volateis, por exemplo a emissao de

13



mono- e sesquiterpenos pela planta atacada aumenta a eficiéncia de caca dos inimigos naturais
de seu herbivoro (Baldwin & Preston 1999).

-I nteragBes mutualisticas — o0s terpenos atuam como meios de comunicacdo entre espécies,
pois sdo moléculas de baixo peso molecular, com alta pressdo de vapor a temperatura
ambiente e atuam em niveis muito especificos. Por exemplo, na relacdo planta-inseto, podem
atuar como sinalizadores, como no caso do hidrocarboneto aciclico (E)-B-farneseno, um
feroménio produzido pelos proprios afidios que sinaliza para que sofram metamorfose e
deixem a planta hospedeira. Dessa forma, a propria planta ao emitir (E)-pB-farneseno repele
esses afidios (Gershenzon & Dudareva 2007).

-Hé indicios de que monoterpenos atuam como termo ou fotoprotetores (Owen & Pefiuelas
2005).

-Defesa contra microrganismos fitopatogénicos — plantas aromaticas podem responder a
invasdo de fitopatdgenos produzindo fitoalexinas de carater lipofilico, que podem atuar em
nivel molecular tendo como alvo principal a membrana celular desses microrganismos (Inoue
et al. 2004), promovendo a perda do controle quimiosmotico (Gershenzon & Dudareva 2007).
Um exemplo € o capsidiol, produzido por Capsidium frutescens e Nicotiana tabacum (Macias
et al. 2007).

-Atracdo de polinizadores e dispersores de sementes — por serem sesseis, as plantas
produzem compostos volateis que atraem agentes polinizadores e dispersores, fato
evidenciado por estudos que comprovam que terpenos sdo reconhecidos pelo aparelho
olfativo dos insetos como em Manduca sexta, que apresenta células receptoras que respondem
fortemente a certos monoterpenos e sesquiterpenos oxigenados como o geraniol, (E)-nerolidol
e farnesol (Gershenzon & Dudareva 2007).

As proprias funcdes ecoldgicas dos metabdlitos secundarios sobre as plantas que os
produzem sugerem que 0S mesmos possam atuar similarmente com efeitos medicinais em
humanos, de forma que produtos envolvidos na defesa vegetal contra microrganismos
patogenos atraves de mecanismos de citotoxicidade, podem ser Uteis como medicamentos
antimicrobianos em humanos, assim como as substancias envolvidas na defesa contra
herbivoria através de acdo neurotdxica, podem ter efeitos benéficos sobre humanos, atuando
como anti-depressivos, sedativos, relaxantes musculares ou anestésicos (Briskin 2000).

Atualmente, estima-se que de 3.000 oOleos volateis conhecidos, 300 sao
comercialmente importantes na indastria farmacéutica, agrondmica, alimenticia, sanitéria,
cosmetica e de perfumaria (Briskin 2000), sendo que a sua aplicacdo na aromaterapia
corresponde a menos de 2% do mercado total de 6leos volateis (Burt 2004).
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Existem poucos estudos que evidenciem os mecanismos de acao dos 6leos volateis. De
um modo geral, a complexidade da composi¢do quimica da maioria dos Oleos volateis
confere-lhes baixa especificidade (Bakkali et al. 2008), pois a atividade biolégica ndo €
atribuida a um Unico mecanismo de acdo, uma vez que a grande variedade de grupos quimicos
presentes permite que haja varios alvos na célula (Burt 2004). O carater lipofilico permite que
os Oleos volateis atravessem a membrana plasmatica e a mitocondria dos microrganismos,
desestabilizando essas estruturas e tornando-as mais permeéveis, perdendo ions e outros
conteudos celulares. Compostos fendlicos presentes nos Oleos volateis também atuam
desestabilizando a membrana plasmaética, interrompendo a bomba de prétons, a transferéncia
de elétrons, o transporte ativo e a coagulacdo do contetdo celular (Burt 2004).

Quando se estudam as atividades bioldgicas de 6leos volateis, além de conhecermos a
acao dos componentes majoritarios isolados, € muito importante considerarmos a acdo
sinérgica das moléculas que os compdem, pois é possivel que a atividade atribuida aos
majoritarios seja modulada pelos minoritarios presentes no dleo, que atuam na penetracao,
distribuicéo celular e fixacdo destes nas paredes e membranas (Bakkali et al. 2008). Por outro
lado, é possivel que o efeito do 6leo como um todo seja menor do que de um ou mais
componentes individualmente, caracterizando um efeito antagonista (Burt 2004).

Vaérios terpenos tém sido alvo de estudos nas Ultimas décadas para avaliacdo da
atividade inseticida, podendo mencionar desde monoterpenos simples como o limoneno, o
mirceno e a 1,2-epoxi-pulegona até os limondides ou tetra-nor-triterpenos como o nivel
maximo de protecdo natural contra insetos. Os principais mecanismos de acao atribuidos a
terpenos superiores envolvem reducdo da capacidade reprodutiva, inibicdo ou retardamento
do crescimento, danos na maturacdo e supressdo do apetite, levando os insetos & morte por
toxicidade direta ou inanicdo (Viegas Junior 2003).

Varios estudos tém sido realizados com 6leos volateis de plantas e terpenos isolados,
buscando novos tratamentos para 0 mal de Alzheimer, tendo como alvo principal a inibi¢do
da enzima acetilcolinesterase. O Oleo volatil de folhas de Centella asiatica L.,
tradicionalmente indicada pela medicina Ayurvedica para restauracdo da juventude, memoria
e longevidade, é rico em monoterpenos como acetato de bornila, a-pineno, B-pineno e y-
terpineno, com comprovada atividade anticolinesterasica (Howes & Houghton 2003).

Um estudo realizado por Dorman & Deans (2000) para avaliar a atividade
antimicrobiana de seis espécies de plantas aromaticas frente a nove cepas de bactérias gram-
positivas e 16 gram-negativas demonstrou que os melhores resultados obtidos foram
observados para os Oleos volateis de Thymus vulgaris, Origanum vulgare (Lamiaceae) e

Syzygium aromaticum (Myrtaceae), além dos compostos isolados timol, carvacrol e -
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terpineol. Botelho et al. (2007) também comprovaram forte atividade antimicrobiana de timol
e carvacrol frente a patdgenos orais, bem como do 6leo volatil extraido de Lippia sidoides,
sugerindo o uso destes para o controle preventivo da céarie.

Os oleos volateis de sete espécies de plantas aromaticas foram testados contra fungos
filamentosos patogénicos atraves de duas metodologias diferentes. Tullio et al. (2007)
observaram que os Oleos mais ativos foram de Thymus vulgaris e Eugenia caryophyllata e
gue o0 ensaio por contato do vapor de 6leo foi mais eficiente, possivelmente devido a uma
deposicdo direta do 6leo volatil sobre o micélio dos fungos, juntamente com um efeito
indireto via adsorcdo através do meio de cultura.

Sabe-se que a composi¢do quimica dos 6leos volateis de Chromolaena odorata L.
King & Rob. varia significativamente de acordo com o seu local de cultivo, obtendo-se
compostos majoritarios variados como a-pineno na Costa do Marfim (Bedi et al. 2001), B-
cariofileno em Benin, Africa (Sohounhloue et al. 1996) e pregeijereno na Tailandia
(Pisutthanan et al. 2006). Os oOleos volateis dessa espécie também apresentam atividade
larvicida contra Stophilus zeamais, provocando mortalidade total das larvas ap6s 120 horas
de exposi¢do, a concentragdo de 0,5 % (Bouda et al. 2001) e atividade antiflngica contra 0s
fungos Pyricularia grisea, Phytophthora nicotianae e Fusarium oxysporum (Ling et al.
2003).

Estudos realizados com 6leos voléateis de espécimes de Chromolaena laevigata (Lam.)
King & Rob. coletados em diferentes localizagbes demonstraram que as diferengas ambientais
em que se desenvolvem individuos da mesma espécie podem influenciar em sua composicao
quimica (Oliveira et al. 1990; Maia et al. 2002). Adicionalmente, estudo realizado com a
mesma espécie por Clavin et al. (1999) comprovou atividade antifingica da infusdo contra
Mucor miehei e atividade antibacteriana do extrato diclorometandlico contra Bacillus brevis.
Além disso, o estudo pré-clinico e clinico com pasta fitoterapica contendo extrato etandlico de
folhas desta planta, utilizada popularmente para o tratamento de aftas bucais, demonstrou
acOes antiinflamatdria e analgésica sobre estomatite ulcerada simples (Paulo Filho 2000).

Como apresentado no IV Simp6sio Brasileiro de Oleos Essenciais, realizado em
Fortaleza/CE no ano de 2007, estudos vém sendo desenvolvidos com plantas nativas para a
viabilizacdo de novos produtos naturais a base de 6leos volateis, como € o caso do 6leo volatil
de Lippia sidoides, pertencente a familia Verbenaceae e popularmente conhecida como
alecrim-pimenta, que devido as comprovadas atividades bactericida (Botelho et al. 2007) e
fungicida (Fontenelle et al. 2007), atraiu o interesse de uma inddstria local, que desenvolveu
todo o processo de plantio, domesticacdo, colheita e extracdo do Oleo para exportacédo
(Craveiro 2007).

16



Considerado um dos paises com maior biodiversidade do mundo, estima-se que o
Brasil detém cerca de 10% de toda a biota terrestre (Machado et al. 2004). Estima-se que ha
aproximadamente 250.000 espécies de plantas no mundo, das quais cerca de 6% tém sido
estudadas para atividades biologicas e 15% tém sido estudadas fitoquimicamente (Verpoorte
2000b), portanto a biodiversidade vegetal é uma fonte inesgotavel de produtos naturais.

O dominio do Cerrado é o mais antigo dos ambientes terrestres, com cerca de 35
milhdes de anos, por isso ja atingiu o seu climax evolutivo e encontra-se em declinio, dessa
forma ndo tem mais o mesmo potencial de recuperacdo de uma floresta. Originalmente,
ocupava mais de 2 milhdes de km? correspondente a aproximadamente 25% do territorio
brasileiro, como ilustra a Figura 7 (Felippe & Souza 2006), mas ap0s intensa devastacéo
antrdpica, sua area remanescente € de apenas 20% da area original, condi¢do esta que inclui o
Cerrado entre os 25 “hotspots” de biodiversidade do mundo, tanto por concentracdo de
espécies endémicas, por exemplo o pequi (Caryocar brasiliense), como pelo grau de ameaca
do seu habitat (Myers et al. 2000). Caracteriza-se por duas estacdes distintas: uma seca e
outra chuvosa. O solo deste dominio é formado por trés tipos: latossolos (46%), podzolicos
(15%) e areias quartzosas em geral (15%). S&o solos profundos, oligotréficos, acidos e
aluminotoxicos. A regido corresponde ao reservatorio hidrico da América do Sul, uma vez
que é o berco das maiores bacias hidrogréaficas do pais e abriga trés grandes aqiferos: o
Guarani, considerado o maior do mundo, Urucuia e Bambui (Felippe & Souza 2006).
Considerada uma “floresta de cabeca para baixo”, a biomassa subterranea do Cerrado muitas
vezes é maior que a aérea, uma vez que o bioma é periodicamente renovado pelo fogo, e as
caracteristicas da vegetacdo como arvores baixas de troncos tortuosos e cascas grossas,
esclerofilia e microfilia, sugerem que sejam resultado de um escleromorfismo oligotréfico,
por escassez de nutrientes, ou um xeromorfismo aluminotoxico, por excesso de ions
aluminotoxicos (Rizzini 1997). No Estado de S&o Paulo, estima-se que em 1992 havia cerca
de 7% de areas remanescentes, sendo que apenas 0,51% dessas areas sdo protegidas por
unidades de conservacdo (Kronka et al. 1998). Dessa forma, a Reserva Biologica e Estacéo
Experimental de Mogi-Guacu, correspondente a uma das areas de estudo deste trabalho, atua
como area de conservacdo e pesquisa dentro do Estado de SP (Figura 8), e possui area
aproximada de 343 ha, clima mesotérmico com inverno seco, temperatura média anual de

27°C e precipitacdo média anual de 1177 mm (Mantovani 1987).
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Figura 7. Mapa identificando a area original do Cerrado brasileiro
(Felippe & Souza 2006).
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O Dominio da Mata Atlantica corresponde a segunda maior floresta pluvial tropical da
América, que no passado cobria mais de 1,5 milhdes de km? correspondente a 15% do
territério nacional (Tabarelli et al. 2005), e atualmente estima-se que restam apenas
aproximadamente 7% de areas remanescentes, conforme ilustra a Figura 9 (Atlas dos
remanescentes florestais da Mata Atlantica 2008; Myers et al. 2000), classificando este bioma
na lista mundial denominada “the hotest hotspots”, que considera o nimero de endemismos, a
razdo entre espécies endémicas por area tanto para vegetais como para animais, e perda de
habitat (Myers et al. 2000). Um exemplo de espécie endémica da Mata Atlantica € o pau-
brasil (Caesalpinia echinata). No Estado de S&o Paulo, estima-se que restam
aproximadamente 13% de areas remanescentes (Atlas dos remanescentes florestais da Mata
Atlantica 2008), das quais faz parte o Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, considerado
um remanescente florestal inserido na metrépole, com cerca de 526 ha, clima mesotérmico
umido, temperatura media anual de 19°C e precipitacdo média anual de 1540 mm (Santos &
Funari 2002).

Figura 9. Mapa identificando a area original e
0s remanescentes florestais da Mata Atlantica
no Brasil (Atlas dos remanescentes florestais
da Mata Atlantica 2008).
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A familia Asteraceae é dividida em trés subfamilias e 17 tribos, com aproximadamente
23.000 espécies distribuidas em 1.535 géneros, constituindo uma das maiores familias de
Angiospermas (Bremer 1994). No Brasil, estima-se que ha aproximadamente 180 géneros e
3.000 especies (Hind 1993). Os representantes dessa familia apresentam distribuicéo
cosmopolita e sdo encontrados em todos os continentes, com excec¢do do Antartico (Barroso
1991; Judd et al. 1999). O grande sucesso da familia, capaz de adaptar-se a véarias condi¢des
ambientais e ecoldgicas, € justificado por seus caracteres derivados, tais como: predominancia
de plantas de pequeno porte (cerca de 98%) e raramente arvores (Barroso 1991); flores
reunidas em capitulos, isolados ou agrupados em inflorescéncias; frutos secos indeiscentes
com apenas uma semente e testa aderida ao endocarpo formando cipselas, cujo calice é
altamente modificado em papus cerdosos, plumosos ou aristados, diretamente relacionados
com a dispersdo anemocorica ou epizoocorica (Bremer 1994); indumento foliar variavel,
desde 1&mina foliar glabra até a presenca de tricomas tectores e glandulares; e producéo de
grande diversidade de substancias quimicas, como frutanos do tipo inulina em Vernonia
herbacea (Carvalho et al. 1997), alcaldides pirrolizidinicos em espécies de Senecio (Silva et
al. 2006), lactonas sesquiterpénicas em espécies de Artemisia (Iranshahi et al. 2007) e 06leos
volateis em espécies de Baccharis (Agostini et al. 2005).

A Tribo Eupatorieae Cass., classificada na subfamilia Asteroideae (Cass.) Lindl.,
possui a maioria de seus representantes no Novo Mundo, com predominio absoluto no
hemisfério ocidental. Tem sofrido um processo de fragmentacdo nas ultimas trés décadas,
com a contribuicdo de numerosos trabalhos de sistematica e estudos filogenéticos baseados
em dados moleculares, principalmente a partir dos sistemas mais recentes de classificagdo
APG | e APG Il (King & Robinson 1987; Esteves 2001). Atualmente, esta tribo é composta
por 180 géneros, dentre 0s quais encontra-se 0 género Eupatorium, que inicialmente abrangia
quase 1.200 espécies e recentemente foi reestruturado por R.M. King & H. Robinson em
aproximadamente 80 géneros diferentes, dentre eles Chromolaena (Esteves 2001).

O género Chromolaena R.M. King & H. Robinson, do grego chroma (= colorido) e
laina (=manto), tem como caracteristica marcante as bracteas involucrais coloridas. E
formado por ervas, subarbustos ou arbustos eretos, com ramos cilindricos, pubescentes e
glanduloso-pontoados, folhas simples, opostas, glabras ou com indumento variado e
apresentam capitulos com (4-)5-75 flores. Constitui 0 segundo maior género dentro da tribo
Eupatorieae, formado por cerca de 170 espécies distribuidas do sul dos Estados Unidos ao
norte da Argentina. No Brasil ocorrem cerca de 80 espécies, com 24 no Estado de Séo Paulo
(Esteves 2001).
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Chromolaena laevigata (Lam.) R.M. King & H. Robinson possui a sinonimia de
Eupatorium laevigatum Lam. e €é popularmente conhecida como cambaré-falso,
cambarazinho, mata-pasto, cambaré ou eupatdrio. E uma planta perene, arbustiva até 2,5m de
altura e ramificada. Suas folhas sdo simples, opostas, trinérveas, com lamina coriécea,
eliptica, glabra nas duas faces, apice agudo e margem serrada. Suas inflorescéncias possuem
capitulos com 15-18(-25) flores, dispostos em cimas corimbiformes, congestas, terminais. As
flores possuem corola lilds, glanduloso-pontuada, formando posteriormente cipselas com
tricomas esparsos e papus alvacento de cerdas finas (Lorenzi 1991; Esteves 2001). Distribui-
se na América tropical e subtropical, desde o0 México até o norte da Argentina. No Estado de
Sao Paulo, foi coletada em cerrado, bordas de floresta e areas de vegetacdo alterada, como
invasora de pastos e lavouras e em margens de estradas (Esteves 2001).

Tendo em vista 0 uso popular desta espéecie e a escassez de estudos que comprovem o
seu potencial medicinal, este trabalho visou comparar a composi¢do quimica e as atividades
bioldgicas de 6leos volateis de Chromolaena laevigata (Lam.) Kig & Rob. provenientes de
populacBes de ocorréncia natural em areas de Cerrado e Mata Atlantica no Estado de Séo
Paulo e uma populagédo cultivada no Instituto de Botanica nas diferentes fases fenologicas,
durante o periodo de dois anos, de modo a ampliar 0 conhecimento sobre a espécie e explorar

0 seu potencial econémico.
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2. Objetivo

Avaliar a composicdo quimica dos 0Oleos volateis de Chromolaena laevigata (Lam.)
R.M. King & H. Rob. de populagdes de ocorréncia natural no Cerrado de Mogi-Guagu e no
Instituto de Botanica e de plantas cultivadas no Instituto de Botanica, em diferentes fases
fenoldgicas, no periodo de dois anos.

Testar as atividades biologicas dos 6leos obtidos atraves de ensaios antifungicos,

antimicrobianos e anticolinesterasico.
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3. Material e M étodos

3.1. Material vegetal e delineamento experimental

O material testemunho foi depositado no Herbéario do Instituto de Botanica (SP).
Foram realizadas quatro coletas de Chromolaena laevigata (Lam.) King & Rob. por ano, nos
anos de 2007 e 2008, correspondentes as fases vegetativa e reprodutiva, esta Ultima dividida
em fase de floracéo, frutificacdo e dispersdo de sementes (Figura 10), definidas ao longo do
desenvolvimento observado em cada populagdo estudada, conforme a Tabela 1. Para tanto,
foram analisados de 15 a 30 individuos por coleta para cada populacdo, dos quais foram
utilizados ramos e folhas secos e inflorescéncias (capitulos) e infrutescéncias (cipselas)
frescas das populagdes de ocorréncia natural do Cerrado de Mogi-Guacu (PONCMG) e da
Mata Atlantica do Instituto de Botanica (PONMAIB) e da populagdo cultivada no Instituto de
Boténica (PCIB) a partir de sementes coletadas da populacéo local.

Algumas dificuldades foram encontradas ao estudar plantas de um local distante: uma
foi acompanhar o desenvolvimento fenoldgico das plantas, uma vez que cada populacao tinha
0 seu ritmo, fato observado mesmo entre as populagdes de ocorréncia natural e cultivada no
Instituto de Boténica, outra foi agendar as viagens de coleta, que deviam ser marcadas com
data certa até o dia 15 do més anterior a cada coleta. Dessa forma, mesmo acompanhando o
desenvolvimento fenoldgico das populagdes localizadas no PEFI, tivemos algumas
dificuldades em sincronizar as coletas no Cerrado de Mogi-Guagu. Na primeira coleta, em
janeiro de 2007, correspondente a fase vegetativa, alguns espécimes isolados ja apresentavam-
se em inicio de formacdo de gemas florais no apice da planta e, na terceira coleta, em maio de
2007, correspondente a fase de frutificagdo, a maioria dos espécimes ja encontravam-se em
fase de dispersdo de sementes, havendo alguns espécimes ainda com frutos imaturos
espalhados pelo campo, os quais foram coletados. Por esse motivo, algumas coletas em Mogi-
Guacu foram adiantadas no ano de 2008, correspondentes as fases vegetativa e de frutificacdo.
A Tabela 1 apresenta as datas das coletas realizadas nos anos de 2007 e 2008,

correspondentes as diferentes fases fenoldgicas das trés populagdes em estudo.
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Figura 10. Plantas de Chromolaena laevigata nas fases vegetativa (A), de floracéo
(B), de frutificacao (C) e de dispersédo (D).

Tabela 1. Datas das coletas das popula¢es de Chromolaena laevigata de ocorréncia natural
no Cerrado de Mogi-Guacu (PONCMG), na Mata Atlantica do Instituto de Boténica
(PONMAIB) e cultivada no Instituto de Botéanica (PCIB), realizadas nos anos de 2007 e 2008,
em diferentes fases fenoldgicas.

Fase Fasede Fasede Fasede

vegetativa floracéo frutificacdo dispersio
PONCMG 19.01.07 04.04.07 09.05.07 09.05.07
12.12.07 02.04.08 25.04.08 15.05.08
PONMAIB 22.01.07 19.03.07 18.04.07 16.05.07
17.12.07 24.03.08 17.04.08 26.05.08
PCIB 22.01.07 20.03.07 18.04.07 16.05.07
17.12.07 12.03.08 31.03.08 28.04.08
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3.2. Condigdes de cultivo das plantas cultivadas no I nstituto de Botéanica

As sementes da populacdo de ocorréncia natural do Instituto de Boténica foram
coletadas durante a fase de dispersdo, em maio de 2006, postas para germinar em bandejas
contendo substrato da marca Plantmax Café e mantidas em casa de vegetacdo, na Sec¢do de
Fisiologia e Bioquimica de Plantas do Instituto de Botanica, irrigadas periodicamente. Ap4s o
periodo de 3 meses, 54 vasos de 2L de capacidade foram preparados com o mesmo substrato
e cascalhos no fundo, nos quais foram transplantadas 3 mudas por vaso, irrigadas diariamente
e mantidas na estufa por mais um més. Apoés este periodo, foram transplantadas para canteiros
definitivos da Secdo e irrigadas diariamente.

3.3. Obtencao do dleo volatil

Ramos e folhas foram secos & sombra, & temperatura ambiente, em casa de vegetacao,
por cerca de 30 dias. Inflorescéncias (capitulos) e infrutescéncias (cipselas) foram utilizadas
frescas, sendo estas transportadas em caixa de isopor com gelo e armazenadas em congelador
a -22°C quando coletadas em Mogi-Guagu. Optou-se por extracdo de ramos e folhas secos por
uma questdo de padronizacdo em relagdo ao material coletado em Mogi-Guagu, uma vez que
a quantidade de ramos e folhas era muito grande para ser transportado em caixa de isopor com
gelo e por isso, durante o transporte até o Instituto de Botanica, este material desidratava. Este
material foi entdo submetido a hidrodestilagdo, com a utilizacdo de aparelho tipo Clevenger,
pelo periodo de 3 horas. O 6leo volétil obtido foi retirado junto com parte do hidrolato,
extraido em pentano e desidratado com sulfato de sodio anidro. O pentano foi retirado com o
auxilio de evaporador rotatorio e o 6leo volatil puro foi armazenado em frascos de vidro com
tampa, em congelador a temperatura de -22°C (Farmacopéia brasileira 2001; OMS 1992).
Observou-se a formacdo de cristais em forma de agulha nos dleos obtidos de capitulos das
trés populaces e de cipselas das populacGes provenientes da Mata Atlantica, no ano de 2007,
quando submetidos a refrigeracéo.

O rendimento de 6leo volatil foi calculado com base na massa de 6leo volatil obtido
em relacdo a massa de material vegetal utilizado, multiplicado por 100. Os valores foram

dados em porcentagem.
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Aparelho tipo Clevenger

Fluxograma 1. Etapas utilizadas para a obtencdo dos 6leos volateis.

3.4. Analise quimica

As amostras de 0leos volateis e do cristal isolado foram diluidas em acetona na razéo
de 1:100 (V/V para 6leos e m/V para o cristal) e analisadas quali- e quantitativamente em
cromatografia a gas, em aparelho Agilent (série 6890) Hewlett-Packard, acoplado a
espectrometro de massas, com sistema quadrupolo (Agilent 5973 Network Mass Selective
Detector), com energia de ionizacdo de 70eV. A coluna capilar utilizada foi HP 5-MS (30m x
0,25mm de didmetro interno, com 0,25 em de espessura), nas seguintes condicdes: injetor
(com divisdo de fluxo-split/splitless) a 250°C (razdo de divisdo 1: 20), temperatura de
aquecimento da coluna de 40 a 240°C a 3°C min-1, 40°C por 10 min (tempo total de anélise
78 min) utilizando Helio como gés de arraste a uma pressao de 80 Kpa e velocidade linear de
1 mL min-1. Nitrogénio, ar sintético e hidrogénio foram utilizados como gases auxiliares, na
razdo de 1:1:10, respectivamente. O indice de retencdo de Kovéts (IK) foi calculado em
coluna HP 5-MS, utilizando uma série homologa de n-alcanos (Cs-Cgzp) submetidas as

mesmas condicOes de analise cromatografica (Anexo).

3.5. Identificagdo dos componentes

A identificacdo dos componentes do 6leo foi baseada na comparacgéo dos espectros de
massas destes com os das bibliotecas instaladas no equipamento Wiley 275 e Adams 2007, do
indice de retencdo de Kovats destes, calculados a partir de uma série homdloga de n-alcanos

de Cs-Cg, dados retirados da literatura (Adams 2007) e por comparagdo com espectros de

26



massas registrados em bancos de dados como NIST 62 e NIST 12 (National Institute of
Standars and Technology), onde séo registrados mais de 65.000 compostos.
O indice de retencdo de Kovats foi obtido através da seguinte equacao:

| _ 100z+100(logt'RX —logt'RZ)
(logt'R(Z +1)—logt'RZ)

Onde: z = nimero de atomos de carbono com menor peso molecular.
t’RX = tempo de retencdo do composto X, sendo que t’RX é intermediario at’RZ e t’'R(Z+1).
t’RZ e t’R(Z+1) = tempos de retencdo ajustados de alcanos de cadeia normal.

Os cromatogramas foram reintegrados com pico inicial de 0,70% para 0s compostos.

3.6. Atividades Biol6gicas

3.6.1. Avaliacdo da atividade antifungica pelo método de bioautografia direta
Os ensaios de atividade antifungica por bioautografia em placas de silica gel foram
realizados no Instituto de Botanica de Sdo Paulo — Secdo de Fisiologia e Bioguimica de

Plantas.

3.6.1.1. Preparo dasamostras
Amostras dos dleos (5 pL) e do cristal isolado (2,5 mg) foram pesadas em balanca
analitica (Ohaus) e diluidas em acetona para obter-se concentracdes de 200, 100, 50, 25, 10 e

5ugem 10 pL.

3.6.1.2. Obtencéo dos micror ganismos

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

18°C para posterior nebuliza¢do nas cromatofolhas.

3.6.1.3. Ensaio antifungico

Amostras contendo 200, 100, 50, 25, 10 e 5 ug dos 6leos e do cristal isolado e 1 ug do
controle positivo Nistatina foram aplicadas em cromatofolhas de aluminio de silica gel GF254
Merck®. As placas foram nebulizadas com a suspensdo de sais e glicose (6:1) contendo
esporos dos fungos (> 2x10° esporos.mL™) e incubadas em camara (imida a 27°C, no escuro,
por 48 horas (Homans & Fuchs 1970, Rahalison et al. 1994). Apds o periodo de incubacéo,
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zonas claras de inibicdo do crescimento do(s) fungo(s) em contraste com um fundo de

coloragéo escura foram observadas nas amostras que apresentaram atividade.

3.6.2. Avaliacdo da atividade antifungica pelo método de microdiluicéo

O ensaio de atividade antifungica pelo método de microdiluicdo foi realizado no
laboratério de Controle Microbiolégico da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de S&o Paulo.

3.6.2.1. Preparo das amostras
Amostras de 6leos voléateis e cristais foram diluidas na proporgdo de 1:4 (v:v) e na
concentracdo de 250 pg.mL™, respectivamente, em Dimetilsulféxido(DMSO)/Metanol (1:1),

de modo que a proporcéo final no ensaio fosse de 3,125 pL de 6leo.mL™.

3.6.2.2. Obtencéo dos micror ganismos

Para cada ensaio, o fungo leveduriforme Candida albicans (ATCC 10231) foi
incubado em tubos inclinados contendo o meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA, Difco) a
25°C, por 24 h. Ao final deste periodo, os microrganismos foram ressuspendidos com solucao
salina (0,85 %) e submetidos a padronizagédo através de diluicdo seriada, onde as diluicGes
10, 10° e 10° foram plaqueadas em duplicata, utilizando meio SDA, em seguida incubadas
em estufa bacterioldgica por 48h na temperatura de 25°C (Tortora et al. 2000). As suspensdes
microbianas padronizadas posteriormente foram diluidas com solugéo salina e inoculadas no
meio de cultura liquido SDB (Sabouraud Dextrose Broth), de modo que a concentragéo final
de microrganismos em cada cavidade da microplaca apresentasse um namero de 200 a 400
UFC (Unidades Formadoras de Colonia) em 200 pL.

3.6.2.3. Ensaio antifungico

A distribuicdo das substancias nas microplacas, com 96 cavidades, obedeceu a um
padrdo pré-estabelecido com a presenca de controle do meio (200 de meio SDB sem
microrganismos), controle de crescimento (200 pl. de meio SDB com microrganismos),
controle negativo (190 uLL de meio SDB inoculado com microrganismos acrescido de 10 uL
de DMSO: MeOH - 1:1) e controle positivo (190 uL de meio SDB inoculado com
microrganismos acrescentando 10 pL do antditico), em quatro repeticdes. O antibidtico
utilizado foi a Nistatina na concentragdo de 1mg mL™. Amostras dos 6leos volateis (10 pL) ja
diluidas em DMSO:MeOH (1:1) foram adicionadas nas cavidades contendo 190 uL de meio

SDB com microrganismos, em duplicata. Para se obter um controle do nimero de col6nias
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por cavidade, 200 uL. do meio inoculado foram plaqueados em duplicata. As placas e
microplacas foram incubadas em estufa bacterioldgica por 48h na temperatura de 25°C. Apés
o periodo de incubacéo, foram feitas a contagem do nimero de col6nias nas placas e a leitura
das microplacas em leitor (SLT Spectra) em A = 630nm (Salie et al. 1996, Willinger et al.
2000, Devienne & Raddi 2002).

3.6.3. Avaliacdo da atividade antibacteriana pelo método de microdiluicéo
Os ensaios de atividade antibacteriana pelo método de microdiluicdo foram realizados
no laboratério de Controle Microbioldgico da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da

Universidade de S&o Paulo.

3.6.3.1. Preparo dasamostras
Amostras de 6leos volateis e cristais foram diluidas na propor¢édo de 1:4 (v:v) e na
concentracdo de 250 pg.mL™, respectivamente, em Dimetilsulféxido(DMSO)/Metanol (1:1),

de modo que a proporcéo final no ensaio fosse de 3,125 L de 6leo.mL™.

3.6.3.2. Obtengdo dos micror ganismos

Para cada ensaio, os microrganismos, Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027) e Staphylococcus aureus (ATCC 8538), foram incubados em tubos
inclinados contendo o meio Tryptose Soya Agar (TSA, Difco) a 37°C, por 24 h. Ao final
deste periodo, os microrganismos foram ressuspendidos com solucdo salina (0,85 %) e
submetidos a padronizagéo através de diluicéo seriada, onde as diluicdes 10%, 10° e 10° foram
plagueadas em duplicata, utilizando meio TSA , em seguida incubadas em estufa
bacterioldgica, por 24h, na temperatura de 35°C (Tortora et al. 2000). As suspensdes
microbianas padronizadas posteriormente foram diluidas com solugdo salina e inoculadas no
meio de cultura liquido TSB (Tryptose Soya broth), de modo que a concentracdo final dos
microrganismos em cada poco da microplaca apresentasse um numero de 200 a 400 UFC em
200 pL.

3.6.3.3. Ensaio antibacteriano

A distribuicdo das substancias nas microplacas, com 96 cavidades, obedeceu a um
padrdo pré-estabelecido, com a presenca de controle do meio (200 de meio TSB sem
microrganismos), controle de crescimento (200 uL. de meio TSB com microrganismos),
controle negativo (190 pL de meio TSB inoculado com microrganismos acrescido de 10 pL.

de DMSO: MeOH - 1:1) e controle positivo (190 uL de meio TSB inoculado com
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microrganismos acrescentando 10 puL do antibiico), em quatro repeticdes. Os antibidticos
utilizados neste ensaio foram Cloramfenicol (Img mL™) para S aureuse E. coli e Amicacina
(Img mL™) para P. aeruginosa. Amostras dos 6leos voléteis (10 pL) ja diluidas em
DMSO:MeOH (1:1) foram adicionadas nas cavidades contendo 190 uL de meio TSB com
microrganismos, em duplicata. Para se obter um controle do nimero de col6nias por cavidade,
200 pL do meio inoculado foram plaqueados em duplicata. As placas e microplacas foram
incubadas em estufa bacterioldgica, por 24h, na temperatura de 35°C. Apds o periodo de
incubacdo, foram feitas a contagem do numero de coldnias nas placas e a leitura das
microplacas em leitor (SLT Spectra) em A = 630nm (Salie et al. 1996, Willinger et al. 2000,
Devienne & Raddi 2002).

3.7.Medida da atividade da acetilcolinester ase

3.7.1 Ensaio quantitativo em microplaca
Os ensaios de atividade anticolinesterasica foram realizados no Instituto de Botanica

de S&o Paulo — Secéo de Fisiologia e Bioguimica de Plantas.

3.7.1.1. Preparo dasamostras
Amostras dos 6leos (5 uL) foram pesadas em balanga analitica (Ohaus) e diluidas em

metanol para se obter 300 ug em 5 pL.

3.7.1.2 Ensaio anticolinester asico
Para a realizacdo do ensaio foram preparadas previamente as seguintes solugdes:

Solucdo A: Tris/HCI 50 mM, pH=8; Solucdo B Tris/HCI 50mM, pH=8, com 0,1% de
albumina bovina fracéo V; e Solugdo C: Tris/HCI 50mM, pH=8, com 0,1 M de NaCl e 0,02
M de MgCl, .6H;0. Para cada cavidade da placa foram adicionados 25uL de iodeto de
acetiltiocolina 15 mM, 125uL de 5,5’—ditiobis-[2-nitrobenzoico] 3 mM na solucéo (C), 50 uL
da solucéo (B) e 25uL da amostra do 6leo diluida 10 vezes na solucgdo (A). Apos esse preparo,
foi medida a absorbancia a 405 nm em leitor KC4-Biotek a cada 30 segundos por trés vezes.
Em seguida, foram adicionados 25 pL da enzima acetilcolinesterase (0,22 U mL™) e a
absorbancia medida novamente a cada 10 minutos por 2 vezes (Ellman et al. 1961, Rhee et al.
2001). A porcentagem de inibicdo da acetilcolinesterase foi calculada através da comparacao
das velocidades de reacdo (hidrdlise do substrato) das amostras em relacdo ao branco (10% de
MeOH na solugéo A, atividade total AChE=100%).
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4. Resultados e Discussao

A figura 11 mostra os dados de precipitacdo total, umidade relativa do ar e
temperaturas médias maxima e minima da RBEE de Mogi-Guagu e do PEFI, correspondentes
ao periodo de dezembro de 2006 a maio de 2008, ilustrando o ciclo entre 0 més que antecedeu
a primeira até o més da ultima coleta para compreendermos melhor as varia¢des climaticas do
periodo. As estrelas coloridas indicam os meses em que as coletas foram realizadas (Tabela 1
— material e métodos), de acordo com as fases fenoldgicas das plantas de cada populagéo. Os
dados relativos & RBEE de Mogi-Guagu foram obtidos na prépria estacdo meteoroldgica da
reserva, com excecdo dos meses de janeiro a marco de 2008 quando a mesma passou por
reparos e dados alternativos foram cedidos pela empresa produtora de papel e celulose
Chamflora Mogi Guagu Agroflorestal Ltda., localizada na Rodovia SP 340, km 171, em
Mogi-Guagu. Os dados equivalentes em relacdo ao PEFI foram fornecidos pela Estacdo
Meteorologica do Departamento de Ciéncias Atmosféricas do Instituto Agronémico e
Geofisico da USP (IAG/USP), localizada no proprio PEFI.

Alguns dados correspondem com dados ja publicados, de acordo com 0s quais o clima
do Cerrado de Mogi-Guacu € classificado como Cwa, de Koeppen, mesotérmico de inverno
seco, com precipitacdo média anual de 1177 mm e umidade relativa do ar média anual de
75%, no entanto Mantovani & Martins (1993) definem a temperatura média anual em 27°C e a
mesma foi registrada em 21°C durante o periodo estudado (Figura 11 A e Tabela 2). Santos &
Funari (2002), por sua vez, caracterizaram o clima da regido do PEFI pela classificagéo de
Kdppen como Cwb, mesotérmico umido sem deficiéncia de agua e com excesso no verdo,
com temperatura media anual de 19°C, precipitacdo média anual de 1540 mm e umidade
relativa do ar média anual de 81%, semelhante ao observado no periodo de estudo (Figura 11
B e Tabela 2). Portanto, de um modo geral a Mata Atlantica é caracterizada por maiores
indices de precipitacdo e umidade e temperaturas mais baixas do que no Cerrado, embora as
temperaturas registradas no periodo de estudo tenham se mostrado proximas. No Cerrado foi
observada maior amplitude de variacdo na umidade relativa do ar e uma distribuicdo de

chuvas mais marcante ao longo do ano, caracterizada por verdo chuvoso e inverno seco.
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Figura 11. Temperaturas medias maxima e minima, precipitacdo total e umidade relativa do ar
média mensais registradas pela Estacdo Meteoroldgica da RBEE de Mogi-Guacu, SP e pela
Estacdo Meteoroldgica da Industria Chamflora Mogi-Guagu Agroflorestal Ltda., localizada
em Mogi-Guacu, SP (A; os asteriscos indicam os dados alternativos) e Estacdo Meteoroldgica
do Departamento de Ciéncias Atmosféricas do IAG/USP, localizada no PEFI, SP (B), no
periodo de dezembro de 2006 a maio de 2007. As estrelas indicam 0s meses em que houve
coleta nas populacbes de ocorréncia natural no Cerrado de Mogi-Guacu (PONCMG, verde),
na Mata Atléantica do Instituto de Botanica (PONMAIB, amarelo) e da populagéo cultivada no
Instituto de Boténica (PCIB, azul) de Chromolaena laevigata.
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Tabela 2. Dados médios de precipitacdo, umidade relativa do ar e temperatura da RBEE de
Mogi-Guacu (Cerrado) e do PEFI (Mata Atlantica). Periodo de junho de 2006 a maio de
2008.

Dados RBEE de Mogi-Guacu (Cerrado) PEFI (Mata Atlantica)
Precipitacao total (mm) 1143 1369
Umidade média (%) 74 79
Temperaturamédia (°C) 21 19

A Tabela 3 mostra o rendimento dos 6leos volateis extraidos por hidrodestilacdo de
ramos, folhas, capitulos e cipselas de Chromolaena laevigata, coletada nas trés populagdes
estudadas em diferentes fases fenoldgicas, nos anos de 2007 e 2008. Os maiores teores de
oleo volatil foram obtidos de folhas, em relacdo a ramos e 6rgédos reprodutivos, tendo sido em
geral maiores no segundo ano de coleta. Observou-se também menor rendimento de 6leo
volatil nas folhas provenientes do Cerrado, que pode estar relacionado com as maiores
temperaturas observadas em relacdo a Mata Atlantica (Figura 11 e Tabela 2), bem como com
a maior espessura dessas folhas, caracteristica marcante da vegetacdo deste bioma (Marques
et al. 1999; Rizzini 1997). Como se trata de uma especie herbaceo-arbustiva, que alcanca até
2,5m de altura, folhas e ramos sé@o anatomicamente bastante distintos, o que pode justificar as
diferengas observadas.

Tabela 3. Rendimento dos o6leos volateis obtidos por hidrodestilacdo de ramos, folhas,
capitulos e cipselas de Chromolaena laevigata coletadas em diferentes fases fenoldgicas, nos
anos de 2007 (cinza) e 2008 (sem preenchimento), das populagdes de ocorréncia natural no
Cerrado de Mogi-Guagu (PONCMG), na Mata Atlantica do Instituto de Botanica
(PONMAIB) e da populacéo cultivada no Instituto de Botanica (PCIB).

Fase vegetativa Fase defloracéo Fase de frutificacdo Fase de dispersio
Ramos Folhas Capitulos Ramos Folhas Cipsdlas Ramos Folhas Ramos  Folhas
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

0,05 0,33 0,16 0,13 0,40 0,12 0,15 0,39 0,16 0,41
0,30 0,50 0,19 0,09 0,49 0,15 0,10 0,62 0,15 0,61
0,24 0,74 0,23 0,23 0,80 0,21 0,26 0,77 0,16 0,58
0,21 1,09 0,31 0,12 0,79 0,21 0,14 0,99 0,16 0,83
0,19 0,79 0,13 0,13 0,77 0,19 0,14 0,59 0,15 0,51
0,18 0,86 0,16 0,10 0,64 0,21 0,10 0,89 0,11 0,96

PONCMG

PONMAIB

PCIB
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As Tabelas 4, 5 e 6 mostram a composicdo quimica dos 6leos volateis de C. laevigata
provenientes das populagdes de ocorréncia natural no Cerrado de Mogi-Guagu (PONCMG),
na Mata Atléantica do Instituto de Botanica (PONMAIB) e cultivada no Instituto de Botanica
(PCIB), respectivamente, nos anos de 2007 e 2008, em diferentes fases fenoldgicas. Os 6leos
volateis da primeira apresentaram 63 compostos e os das outras duas 60, tendo sido
identificados 47 componentes destes 6leos. Entre os compostos encontrados, as populagdes
provenientes da Mata Atlantica apresentaram 52 constituintes em comum e 44 destes foram
comuns a populacdo proveniente do Cerrado. Também foi possivel observar que os 0Oleos
volateis de folhas das fases de frutificacdo e dispersdo, principalmente no primeiro ano de
estudo, apresentaram a maior variacdo qualitativa nas trés populacdes estudadas, assim como
demonstrado por Schwob et al. (2004) nos 6leos volateis de Hypericum perforatum, cujos
oOleos da fase de frutificagdo apresentaram maior nimero de compostos detectados.

Em todos os Oleos volateis analisados houve predominancia de sesquiterpenos.
Comparando as classes de compostos das trés populacgdes (Figura 12), observou-se que o teor
de monoterpenos da populagdo proveniente do Cerrado foi menor que o das populagdes
provenientes da Mata Atlantica, dado semelhante ao observado por Potzernheim et al. (2006)
nos Oleos volateis de Piper dilatatum provenientes de Cerrado e Mata Atlantica,
possivelmente devido a maior temperatura e menor umidade e precipitacdo daquela regido
(Tabela 2), que desfavorece a manutencdo de compostos mais volateis, como 0s
monoterpenos. Os monoterpenos hidrocarbonetos foram mais representativos que 0S
oxigenados e, de um modo geral, os ramos apresentaram mais monoterpenos que as folhas.
No ano de 2007, os Gleos volateis de ramos e folhas das populagdes provenientes da Mata
Atlantica apresentaram reducdo no teor dessa classe de compostos na fase de floracdo, que
voltou a aumentar nas fases de frutificacdo e dispersao, no entanto o padrdo nao se repetiu no
ano seguinte, quando os teores ndo passaram de 12% em ramos e 8% em folhas. Essa
flutuacdo de monoterpenos observada entre os dois anos, principalmente em relacdo aos
teores de a-tujeno e a-pineno, coincidiu com o aumento dos componentes majoritarios
sesquiterpenos no ano de 2008, periodo de reducdo dos mesmos, como pode ser visto nas
Tabelas 4, 5 e 6. Terpinen-4-ol foi 0 monoterpeno oxigenado comum aos 6leos dos ramos e
cipselas das populagdes provenientes da Mata Atlantica, ausente nos 6leos da PONCMG.

Em relagédo aos sesquiterpenos, seis hidrocarbonetos [B-elemeno, (E)-cariofileno, (E)-
B-farneseno, germacreno D, biciclogermacreno e 3-bisaboleno] foram freqlientes em todos os
oleos volateis analisados nos dois anos de coleta, apenas variando o seu teor nas diferentes
fases fenologicas, enquanto que os oxigenados tiveram distribuicdo desigual em relacdo aos

orgdos de origem dos 6leos, bem como fases fenoldgicas e anos de coleta, com excec¢do de
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espatulenol, ausente apenas nos 6rgéos reprodutivos, e laevigatina e furanocadaleno, presentes
em todos os 6leos analisados (Tabelas 4, 5 e 6).

Nos 6leos volateis de todas as populagdes estudadas, houve um balango entre os
compostos majoritarios laevigatina e espatulenol (Figura 13), predominando a primeira nos
oleos das folhas e partes reprodutivas e o ultimo nos 6leos dos ramos, com exce¢do dos ramos
da fase vegetativa das trés populagdes no ano de 2007 e da populagdo proveniente do Cerrado
no ano de 2008, cujo composto majoritario foi a laevigatina. Além destes, de um modo geral
também destacam-se, com picos acima de 5% de area (Figuras 13 e 14): a-pineno,
bicicloelemeno, (E)-cariofileno, germacreno D, biciclogermacreno, p-bisaboleno, B-copaeno-
4-a-ol, muurola-4,10(14)-dieno-1-p-ol e furanocadaleno na PONCMG (Tabela 4); a-tujeno,
o-pineno, sabineno, B-elemeno, germacreno D, biciclogermacreno, B-bisaboleno, B-copaeno-
4-a-ol, muurola-4,10(14)-dieno-1-p-ol, eudesma-4(15),7-dieno-1B-ol e furanocadaleno na
PONMAIB (Tabela 5); e a-pineno, a-tujeno, sabineno, germacreno D, biciclogermacreno, [3-
bisaboleno,  p-copaeno-4-a-ol, B-atlantol, germacra-4(15),5,10(14)-trieno-1-a-ol e
furanocadaleno na PCIB (Tabela 6).

Cinco compostos foram encontrados exclusivamente nos oOrgdos reprodutivos:
verboccidentafurano, dihidroisochromolaenina, NI 18, pirocurzerenona e NI 20.
Verboccidentafurano e os compostos NI 18 e NI 20 foram encontrados somente nos 6leos dos
capitulos obtidos no ano de 2007, o primeiro foi ausente na PONMAIB, o segundo na
PONCMG e o ultimo foi encontrado apenas na PONMAIB. Estes compostos serdo discutidos
posteriormente.

Algumas tendéncias relacionadas as variacdes fenoldgicas puderam ser observadas
entre alguns dos compostos majoritarios identificados, principalmente entre as populacdes
provenientes da Mata Atlantica (Figura 15). Pobres em a-tujeno, os ramos da PONCMG
apresentaram o composto somente na fase de dispersdo do segundo ano de coleta, enquanto
que as populagOes provenientes da Mata Atlantica apresentaram altos teores do mesmo nas
fases vegetativa e de frutificagdo com reducéo na fase de floragdo no primeiro ano, invertendo
0 padrdo no segundo ano de estudo. O monoterpeno hidrocarboneto o-pineno apresentou
padrdo semelhante nos ramos de todas as populac@es estudadas no primeiro ano, com reducao
na fase de floracdo e aumento nas seguintes, mas no segundo ano de estudo inverteu o padréo
nas populagdes provenientes da Mata Atlantica. Em ramos, o germacreno D apresentou
diminuicdo ao longo das fases fenoldgicas nos dois anos de estudo de todas as populacdes,
mas em folhas essa variacgdo foi irregular, tanto entre populacdes de Cerrado e Mata Atlantica

como de um ano para 0 outro, ndo demonstrando tendéncia. De um modo geral, tanto em
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ramos como em folhas observou-se um balanco entre os teores de espatulenol e laevigatina,
em que o aumento de um coincidiu com a reducdo do outro. Portanto, o teor de espatulenol
em ramos da PONCMG aumentou no decorrer do desenvolvimento fenolégico nos dois anos,
enquanto que nas populacdes da Mata Atlantica o seu teor aumentou na fase de floragédo e
diminuiu na de frutificagdo no primeiro ano, variando de forma diferente no ano seguinte. Ja
em folhas, a laevigatina, apresentou menores teores nas fases de floracdo e frutificacdo, que
corresponde as fases do desenvolvimento em que o composto é acumulado nos capitulos e nas
cipselas, com aumento nas folhas durante a fase de dispers@o. Capitulos e cipselas também
apresentaram aumento no teor de laevigatina de um ano para o outro, acompanhado de
diminuicdo dos teores de mono- e sesquiterpenos hidrocarbonetos.

O monoterpeno hidrocarboneto (E)-B-ocimeno pode estar relacionado com a
reproducdo, pois em Psiadia boivinii este composto é ausente na fase vegetativa e compde
10% do o6leo volatil das partes aereas na fase de floracdo (Gauvin & Smadja 2005) e em C.
laevigata esteve presente apenas nos 0leos dos capitulos e cipselas.

A laevigatina, também conhecida como chromolaenina, foi isolada pela primeira vez
do 6leo volétil de Chromolaena laevigata (Lam.) King & Rob. por Oliveira et al. (1978).
Estudos anteriores mostraram que a laevigatina € o0 composto majoritario nos 6leos volateis de
todas as populacdes estudadas desta especie, de Norte (RR) a Sul (RS), independentemente do
seu local de coleta (Maia et al. 2002; Oliveira et al. 1990; Souza 2007), fazendo deste
composto um marcador quimico para a espécie em estudo. Também foi identificada em outras
espécies de Eupatorium (Souza 2007) e em Baccharis salicifolia (Malizia et al. 2005), entre
outros. Sob refrigeracéo, observou-se a formacéo de cristais em forma de agulha nos 06leos
dos capitulos de todas as populacBes e das cipselas das populacfes provenientes da Mata
Atlantica, no ano de 2007, como previamente descrito por Oliveira et al. (1978) e Souza
(2007). Nao houve, entretanto, a formacéo de cristais nos 6leos extraidos do material vegetal
das mesmas populacBes coletadas em 2008, embora o teor de laevigatina tenha aumentado
com relacdo aos 6leos do ano anterior, possivelmente devido a mudangas na sua composi¢ao
que modificaram a interacdo entre os compostos. Uma amostra de cristal proveniente do 6leo
volatil obtido de cipselas da PCIB foi analisada por CG/EM e revelou 100% de laevigatina
em sua composicéo (Figura 16).

Trabalhos prévios tém demonstrado que cadinenos com anel furano, também
conhecidos como furanocadinenos, como verboccidentafurano, laevigatina, furanocadaleno,
pirocurzerenona e dihidroisochromolaenina, ilustrados na Figura 14, sdo caracteristicos do
género (Souza 2007). Uma vez que as bibliotecas do equipamento, Wiley 275 e Adams 2007,

ndo foram capazes de identificar estes compostos, sua identificacdo foi realizada por
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comparacdo dos seus indices de retengédo e dos fragmentos dos seus espectros de massas com
dados publicados na literatura (Maia et al. 2002; Malizia et al. 2005; Souza 2007; Takemoto
et al. 1976).

Njoroge et al. (2003) atribuem o aparecimento de artefatos ao processo de estocagem
do material vegetal em temperatura ambiente, propondo que o germacreno D pode converter-
se em cadinenos, muurolenos e elemenos, enquanto que o biciclogermacreno converte-se em
sesquiterpenos triciclicos como aromadendreno, alloaromadendreno e viridifloreno, que por
oxidacdo originam espatulenol, globulol, epiglobulol e cadindis. Estudos demonstraram a
atuacdo de sesquiterpenos do tipo germacreno como intermediarios biogenéticos para certos
grupos de sesquiterpenos do tipo cadinano, como a- e y-cadineno, a- e y-muuroleno, cadina-
1,4-dieno, a-copaeno, a- € y-amorfeno e a-ylangeno (Bilow & Koénig 2000). O mesmo
estudo revelou que os selinenos, sesquiterpenos com esqueleto eudesmano (selinano), podem
ser produtos do rearranjo de sesquiterpenos do tipo germacreno.

A dihidroisochromolaenina é um sesquiterpeno presente em Baccharis salicifolia, com
m/z 214 e indice de retencdo de cerca de 37 apés a laevigatina (Malizia et al. 2005). O
furanocadaleno é produto da desidrogenacéo da laevigatina (Oliveira et al. 1978). A oxidacéo
do furanocadaleno gera um sesquiterpeno de formula C15H1402, com m/z 226 (Oliveira et al.
1978), o qual supde-se que corresponda a NI 18, que sai logo apds o furanocadaleno e apenas
nos oOleos provenientes de cipselas das populacdes de Mata Atlantica coletadas no ano de
2007.
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Tabela 4. Composicao quimica dos 6leos volateis de Chromolaena laevigata coletada na populacao de ocorréncia natural no Cerrado de Mogi-Guacu (PONCMG), em diferentes fases fenoldgicas, nos anos de
2007 e 2008.

Fase vegetativa Fase defloragéo Fase defrutificacéo Fase de disperséo
Composto 2|0l(<)7 2|0l(<)8 Ramos Folhas Capitulos Ramos Folhas Cipselas Ramos Folhas Ramos Folhas IK ref
2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 @ 2007 2008 ' 2007 2008 2007 2008 ' 2007 2008
a-tujeno 927 924 1,15 2,38 930
o-pineno 938 932 6,22 18,58 0,87 122 391 3,773 341 0,71 @ 881 0,94 12,57 13,32 | 1,47 939
sabineno 973 972 0,94 096 1,24 975
mirceno 990 1,02 990
limoneno 1030 1025 085 1,25 1,71 0,89 1,84 1,08 125 | 241 1029
(E)-B-ocimeno 1053 1048 089 1,35 1,30 0,80 1050
a-canfolenal 1123 1,04 1126
(E)-sabinol 1149 1133 | 1,66 0,87 3,39 1142
(E)-verbenol 1145 1,83 1144
2-(12)-propenyl-fenol 1141 1141 1,80 1,80 0,74 1150
mirtenal 1191 0,95 1195
verbenona 1203 1,23 1205
bicicloelemeno 1339 3,46 3,03 1,42 1,90 3,15 7,35 2,17 4,91 2,59 5,15 1336
B-elemeno 1391 1385 | 1,45 131 0,83 0,76 0,96 2,82 1,54 2,78 0,78 @ 1,44 251 131 1390
(E)-cariofileno 1419 1410 6,92 423 572 649 377 236 | 540 287 591 524 519 300 193 225 311 315 217 154 @317 3,32 1419
[-copaeno 1423 3,88 1432
o-humuleno 1452 1,27 1,29 1,05 1,17 1,00 1,40 1,11 1,33 1454
(E)-B-farneseno 1461 1453 292 2,15 204 175 231 086 205 094 194 111 | 135 1,10 0,88 0,74 0,79 1456
germacreno D 1482 1475 943 588 | 734 656 58 681 438 240 713 6,23 11,20 884 373 29 604 11,79 331 2,70 @527 11,98 1485
B-selineno 1483 1478 0,83 0,75 0,95 1490
y-selineno 1485 0,92 0,81 1492
biciclogermacreno 1497 1490 495 387 444 720 251 460 | 298 166 492 669 876 437 310 151 @ 6,69 915 301 2,08 @ 680 12,45 1500
B-bisaboleno 1511 1502 ' 5,00 4,20 431 352 348 149 | 391 197 364 237 158 2,07 1,87 1,05 1,09 120 @ 120 1,19 1505
B-sesquifelandreno 1525 1518 1,48 0,79 193 093 @ 1,26 0,91 1,3 1,50 1,01 1,03 0,78 1,01 081 1522
(2)-veltonal + selina-3,7(11)-dieno 1552 1,31 1,08 1,03 0,71 1540/ 1546
o-agarofurano 1560 1,23 0,90 1,08 1550
germacreno B 1564 1558 0,70 0,90 1,00 1561
espatulenol 1584 1573 14,79 15,44 (26,47 15,90 26,11 30,30 23,43 30,39 | 6,56 097 29,45 32,24 30,40 26,27 3431 30,86 28,72 10,48 1578
3-copaen-4-a-ol 1586 1576 3,86 5,27 10,46 8,46 1,21 785 258 4,62 6,68 2,72 1590
globulol 1591 1584 0,82 0,81 1,47 4,29 2,06 1,25 1,79 1590
salvial-4(14)-en-1-ona 1586 0,88 1594
B-atlantol 1608 1603 | 2,47 098 0,77 0,90 480 4,72 355 234 155 498 | 112 226 @ 156 321 @ 1,10 1608
junenol 1617 0,97 2,78 0,91 1619
epoxido de B-cedreno / 2-epi-a-cedren-3-ona | 1619 0,98 1622 /1627
NI 1 1624 1616 1,06 1,17
NI 2 1624 1,22 1,38 1,27 1,81
NI 3 1630 1622 | 1,47 1,14 470 1,69 0,86 1,30 427 2,11 3,88 480 099 2,62
NI 5 1636 1628 0,73 2,06 514
NI 6 1629 2,55 0,88
muurola-4,10(14)-dien-1-B-ol 1636 1631 1,73 1,63 1,57 420 241 589 223 @ 3,15 402 610 327 522 252 601 1,69 1631
epi-a-cadinol 1640 1634 2,24 2,20 2,19 1640
epoxido de allo-aromadendreno 1648 1640 @ 1,08 1,02 1,03 1,50 157 111 131 0,82 1,19 0,91 1641
epi-a-muurolol 1654 3,63 5,49 1,02 4,66 3,76 1642

38



(continuacéo)

Fase vegetativa Fase defloracdo Fase defrutificacdo Fase de dispersdo
Composto 2887 2|0|(<)8 Ramos Folhas Capitulos Ramos Folhas Cipselas Ramos Folhas Ramos Folhas IK ref
2007 2008 2007 2008 2007 2008 @ 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 @ 2007 2008
epi-a-muurolol / selina-3,11-dien-6-c.-ol 1655 1,60 2,70 2,35 2,95
selina-3,11-dien-6-a.-ol 1657 1646 1,15 0,95 3,24 1,32 3,20 4,39 1,15 1,88 1644
a-muurolol 1658 1648 @ 0,97 243 1,35 1,33 0,98 1,06 0,99 1,84 3,94 1646
NI 8 1661 1,03 0,78 0,93 1,02 0,96 0,90
verboccidentafurano 1666 1,35 1662
NI 10 1667 1658 ' 0,98 1,01 0,97 1,74 0,74 1,16
NI 11 1669 1662 2,58 1,72 2,61 1,89 305 231 218 150 @ 3,07 181 180
atractilona 1671 1662 1,52 1,43 L85 3,16 2,15 1,10 1,12 099 1,07 1658
NI 12 1675 1,07 1,14 1,19 0,91 1,47 1,53 0,93
NI 13 1679 1,88 4,49
germacra-4(15),5,10(14)-trien-1-a-ol 1678 1,16 1,26 2,08 6,79 1,24 1686
eudesma-4(15),7-dien-1-p-ol 1686 1679 @ 1,43 8,26 1,78 0,91 527 838 @ 1,62 410 1,15 1,04
amorfa-4,9-dien-2-ol 1719 1,03 0,94 0,94 0,81 1700
laevigatina 1747 1733 18,47 21,74 [14,79 33,00 64,50 76,11 10,20 7,41 17,87 22,30 ' 20,21 63,84 356 880 651 2509 457 12,02 12,83 44,55 1757
NI 16 1755 1738 1,86 0,76 1,06 0,77
NI 17 1763 0,82
dihidroisochromolaenina 1775 1771 435 0,83 092 1092
furanocadaleno 1913 1905 6,98 6,69 484 6,75 615 186 536 873 338 444 292 614 | 135 8,03 1,47 234 487 @ 105 1,69
NI 19 1981 1,06 0,73 0,77
pirocurzerenona 1988 1984 131 1,28 1,24 101
M onoter penos
Hidrocarbonetos (%) 6,22 18,58 0 087 1,74 382 | 391 3,73 0 0 9,53 2,4 8,81 0 2,78 0 14,61 18,19 | 3,88 0
Oxigenados (%) 1,66 0,87 0 0 0 0 0 1,8 0 0 0 0 6,61 1,8 0 0 1,83 0,74 0 0
Sesquiter penos
Hidrocarbonetos (%) 36,88 21,95 32,72 28,95 20,60 16,12 2499 9,84 31,35 22,54 4453 20,39 1455 941 @ 28,07 26,70 14,72 7,52 29,70 31,85
Oxigenados (%) 50,49 53,01 56,78 70,18 77,66 80,08 57,54 76,69 6566 7557 4464 76,15 51,33 8194 5880 71,06 60,01 69,98 59,01 67,38
N&o identificados (%) 474 561 1049 000 000 000 1356 79 29 189 130 106 1870 685 1035 224 883 357 741 0,77
Total de componentes agrupados (%) 99,99 100,02 99,99 100,00 /100,00 100,02 100,00 100,01 99,97 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

IK: indice de retencdo de Kovats; IK ref: indice de retencdo de Kovats de referéncia (Adams 2007); NI 1: composto nado identificado [m/z (rel int.): 93(100) 79(92) 91(89) 41(10) 81(10)]; NI 2: [m/z (rel int.):
145(100) 91(96) 132(91) 119(87) 187(83)]; NI 3: [m/z (rel int.): 105(100) 91(92) 119 (76) 93(74) 79(67)]; NI 5: [m/z (rel int.): 91(100) 41(81) 136(73) 79(68) 105(64)]; NI 6: [m/z (rel int.) 91(100) 79(64)
105(63) 41(62) 131(56)]; NI 8: [m/z (rel int.): 105(100) 91(94) 120(75) 123(74) 159(73)]; NI 10: [m/z (rel int.): 163(100) 79(64) 93(51) 91(49) 105(48)]; NI 11: [m/z (rel int.): 91(100) 105(90) 107(89)
93(80) 119(68)]; NI 12: [m/z (rel int.): 91(100) 93(90) 105(87) 79(82) 96(73)]; NI 13: [m/z (rel int.): 159(100) 91(45) 157(38) 79(30) 105(30)]; NI 16: [m/z (rel int.): 216(100) 201(52) 159(36) 183(25)
128(23)]; NI 17: [m/z (rel int.): 81(100) 79(71) 105(70) 147(68) 93(67)]; NI 19: [m/z (rel int.): 228(100) 270(71) 195(62) 165(51) 152(50)].
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Tabela 5. Composicdo quimica dos 6leos volateis de Chromolaena laevigata coletada na populacdo de ocorréncia natural na Mata Atlantica do Instituto de Botanica (PONMAIB), em diferentes fases

fenoldgicas, nos anos de 2007 e 2008.

1K 1K Fase vegetativa Fase de floragao Fase de frutificagdo Fase de disper sio
Composto 2007 2008 Ramos Folhas Capitulos Ramos Folhas Cipsdlas Ramos Folhas Ramos Folhas IK ref
2007 2008 | 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008
a-tujeno 927 924 | 13,59 1,17 422 121 555 1,10 1,13 | 7,87 0,86 = 9,55 6,01 895 379 6,39 930
a-pineno 938 932 7,26 1,69 209 081 375 1,25 1,08 | 3,79 5,47 5,78 3,55 939
thuja-2,4(10)-dieno 945 1,07 0,94 960
sabineno 973 970 5,59 1,82 2,86 0,83 3,36 4,49 1,67 448 0,95 | 1,73 975
B-pineno 972 1,59 979
mirceno 990 1,92 0,95 1,07 0,89 0,73 1,86 L85 1,90 1,09 1,12 1,50 990
o-terpineno 1014 0,93 1017
p-cimeno 1027 1021 | 1,75 0,77 3,35 4,15 1,83 1024
limoneno 1030 1025 | 3,16 322 124 148 084 347 130 223 230 249 0,73 260 443 101 153 1,71 396 0,97 1029
(E)-B-ocimeno 1053 1048 1,08 1050
y-terpineno 1058 0,95 1,39 0,76 1059
a-tujona 1112 0,80 1102
(E)-verbenol 1145 0,78 1144
terpinen-4-ol 1179 1173 = 1,74 158 1,01 0,76 1,81 0,86 1,40 1177
mirtenal 1191 0,79 1195
bicicloelemeno 1339 3,14 3,58 0,98 1,48 4,60 1,96 1,10 3,01 1,00 2,34 1336
B-elemeno 1391 1385 2,73 220 453 331 240 119 29 1,94 | 591 337 194 122 177 127 372 38 180 1,16 | 339 3,10 1390
(E)-cariofileno 1419 1410 1,76 145 265 198 255 145 173 121 | 421 180 245 185 115 080 225 223 109 080 | 210 156 1419
o-humuleno 1452 0,90 0,98 0,81 0,77 1454
(E)-B-farneseno 1461 1453 181 225 236 199 340 162 185 131 @ 292 145 261 248 094 101 147 224 1.09 120 @128 1,29 1456
germacreno D 1482 1475 502 661 761 487 630 418 359 2,76 | 991 6,79 564 393 181 139 605 533 183 241 4,9 7,31 1485
B-selineno 1483 1478 = 0,83 0,99 1,12 1,08 0,88 0,93 1,07 0,86 2,73 0,74 0,88 1,00 1490
y-selineno 1485 1,14 1492
biciclogermacreno 1497 1490 4,47 490 6,15 983 213 334 268 29 | 73 830 314 463 165 1,03 444 6,76 158 227 | 345 855 1500
B-bisaboleno 1511 1502 290 391 3,78 356 434 249 334 264 | 429 258 365 428 197 220 2,77 507 201 299 2,7 2,99 1505
B-sesquifelandreno 1525 1518 135 1,04 @ 137 0,80 168 081 132 1,20 1,10 1,02 097 0,79 1522
germacreno B 1564 1558 1,33 0,75 1561
espatulenol 1584 1573 14,83 27,16 17,86 15,40 24,75 3151 14,82 16,48 15,39 37,72 | 1437 19,53 18,80 28,16 18,49 13,36 1578
-copaen-4-a-ol 1586 1576 3,75 2,79 470 @ 219 331 0,74 = 156 548 4,26 4,86 2,19 1590
globulol 1591 1584 1,22 1,32 1,46 1,14 1590
salvial-4(14)-en-1-ona 1593 1586 1,81 1,27 1,16 1594
B-atlantol 1608 1603 = 0,79 2,68 | 157 397 2,32 | 2,67 247 336 251 190 362 232 | 324 1608
junenol 1617 0,95 1,08 1619
epoxido de B-cedreno / 2-epi-a-cedren-3-ona - 1619 0,88 0,81 0,72 1622 /1627
NI 2 1624 1,61 1,47
NI 3 1630 1622 @ 121 192 1,02 1,10
NI 4 1634 3,10 3,72
muurola-4,10(14)-dien-1-B-ol 1636 1631 2,49 385 1,27 6,08 334 230 1,75 1,03 4,13 2,18 384 441 156 1631
epi-a-cadinol 1640 1634 0,93 0,77 1,74 106 0,82 4,01 095 0,90 1640
epdxido de allo-aromadendreno 1648 1640 = 299 0,89 @ 1,00 0,90 0,92 092 204 0,72 071 084 1641
epi-o-muurolol 1654 3,03 1642
epi-o-muurolol / selina-3,11-dien-6-a.-ol 1655 4,09 2,13 3,61 1642 /1644
selina-3,11-dien-6-a.-ol 1657 1646 = 1,79 1,96 = 2,89 1,99 2,44 2,11 0,83 395 321 2,88 1,86 357 154 1644
NI 8 1661 1654 1,00 1,11 0,74 093 123 | 133 0,82 0,74
NI 10 1667 1658 0,90 0,87 1,09
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1K IK Fase vegetativa Fase defloracdo Fase defrutificacdo Fase de disper so
Composto 2007 2008 Ramos Folhas Capitulos Ramos Folhas Cipselas Ramos Folhas Ramos Folhas IK ref
2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008
NI 11 1669 1662 = 087 3,19 @ 251 1,29 3,79 297 235 1,30 301 398 191 254 260 @282
atractilona 1671 1662 2,46 1658
NI 13 1679 1672 1,04 0,80 431 113 068 0,76 4,12 2,22
eudesma-4(15),7-dien-1-B-ol 1686 1679 414 ' 0,71 0,83 351 417 | 1,09 1,22 1,08 509 @ 184 18 116 217 | 119 1688
NI 14 1682 1,37 1,23 1,70 0,82 0,81
NI 15 1699 0,79 0,98 1,14 0,93
amorfa-4,9-dien-2-ol 1719 1714 1,08 | 1,10 198 159 0,81 137 2,78 | 083 117 206 1,13 @203 1700
laevigatina 1747 1733 1555 17,29 | 2321 39,49 59,02 7542 543 957 2035 3520 39,79 57,06 7,46 4,65 2066 2157 571 1209 1458 4481 1757
NI 16 1755 1738 0,87 1,09 1,94 128 118 | 1,12 091 @ 0,87 0,91
dihidroisochromolaenina 1775 1771 0,90 0,85
furanocadaleno 1913 1905 431 711 414 707 325 283 376 1063 260 531 809 1545 583 11,02 353 6,84 525 1281 4,05 551
NI 18 1967 1,31
NI 19 1982 1981 091 288 1,38 2,20 1,04 2,37 2,57
pirocurzerenona 1988 1984 2,92 1,15
NI 20 2127 0,94
M onoter penos
Hidrocarbonetos (%) 3327 000 @ 703 124 1068 286 1652 525 296 451 21,40 159 3020 0,00 1401 1,01 27,68 1454 1358 0,97
Oxigenados (%) 1,74 000 000 o000 000 o000 158 101 000 000 'O76 000 181 086 000 000 377 000 | 000 0,00
Sesquiter penos
Hidrocarbonetos (%) 22,66 22,31 3291 27,70 24,80 15,07 18,71 13,69 41,85 26,03 23,46 21,80 | 10,39 856 | 2562 29,18 10,05 11,71 21,90 26,59
Oxigenados (%) 40,26 68,55 57,55 69,77 @ 62,27 82,07 57,23 71,96 5211 67,25 49,55 75,23 4247 80,22 53,14 6535 43,02 69,24 54,37 69,87
Ndo identificados (%) 208 914 251 129 225 0,00 594 809 309 221 482 138 1514 1036 724 446 1441 451 1015 257
Total de componentes agrupados (%) 100,01 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 99,98 100,00 100,01 100,00 99,99 100,00 100,01 100,00 100,01 100,00 98,93 100,00 100,00 100,00

Legenda: IK: indice de retengdo de Kovats; IK ref: indice de retencdo de Kovats de referéncia (Adams 2007); NI 2: composto ndo identificado [m/z (rel int.): 145(100) 91(96) 132(91) 119(87) 187(83)]; NI 3:
[m/z (rel int.): 105(100) 91(92) 119 (76) 93(74) 79(67)]; NI 4: [m/z (rel int.): 119(100) 162(80) 159(74) 91(68) 105(68)]; NI 8: [m/z (rel int.): 105(100) 91(94) 120(75) 123(74) 159(73)]; NI 10: [m/z (rel int.):
163(100) 79(64) 93(51) 91(49) 105(48)]; NI 11: [m/z (rel int.): 91(100) 105(90) 107(89) 93(80) 119(68)]; NI 13: [m/z (rel int.): 159(100) 91(45) 157(38) 79(30) 105(30)]; NI 14: [m/z (rel int.): 91(100)
159(93) 105(82) 119 (70) 79(64)]; NI 15: [m/z (rel int.): 185(100) 200(93) 157(55) 142(47) 141(45)]; NI 16: [m/z (rel int.): 216(100) 201(52) 159(36) 183(25) 128(23)]; NI 18: [m/z (rel int.): 183(100)
226(65) 211(28) 153(19) 152(19)]; NI 19: [m/z (rel int.): 228(100) 270(71) 195(62) 165(51) 152(50)].
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Tabela 6. Composicao quimica dos 6leos volateis de Chromolaena laevigata coletada na populacédo cultivada no Instituto de Botanica (PCIB), em diferentes fases fenologicas, nos anos de 2007 e 2008.

Fase vegetativa

Fase defloracdo

Fase de frutificacdo

Fase de disper so

Composto 2|0'(<)7 2I0'(<)8 Ramos Folhas Capitulos Ramos Folhas Cipselas Ramos Folhas Ramos Folhas IK ref
2007 2008 | 2007 2008 = 2007 2008 2007 2008 = 2007 2008 2007 2008 = 2007 2008 2007 2008 | 2007 2008 2007 2008
o-tujeno 927 924 14,52 143 183 | 091 592 371 358 250 954 534 1171 093 468 1,70 803 1,76 930
o-pineno 938 932 10,71 1,26 1,57 382 1253 465 097 245 443 356 575 140 @259 161 @ 9,20 1,51 939
sabineno 973 970 | 2,45 0,79 = 537 975
B-pineno 974 972 3,08 2,46 211 157 0,76 '+ 390 131 | 1,90 1,83 2,54 1,89 0,81 979
mirceno 990 1,65 0,82 1,41 206 1,27 1,55 1,38 990
p-cimeno 1027 1021 @ 1,83 1,04 2,85 2,09 1024
limoneno 1030 1025 | 2,18 158 2,25 18 285 141 @ 126 199 267 1,75 @ 3,00 373 196 146 097 | 350 2,34 1029
(E)-B-ocimeno 1053 1048 0,82 1,32 0,80 1050
y-terpineno 1058 1,02 1,05 1,02 1059
terpinoleno 1085 0,80 1088
terpinen-4-ol 1179 1173 | 1,06 1,07 1,10 0,86 1,93 0,86 1,38 1,27 1177
bicicloelemeno 1339 3,86 1,44 1,89 3,72 1,84 1,57 3,34 1,21 2,78 1336
B-elemeno 1391 1385 1,08 181 451 325 197 102 253 133 @ 479 350 172 122 @ 156 097 @ 366 351 @15 1,16 @ 368 3,85 1390
(E)-cariofileno 1419 1410 1,02 132 | 444 199 264 143 215 100 314 213 | 245 214 @ 147 236 225 139 0,79 258 2,30 1419
o-humuleno 1452 0,81 0,79 1454
(E)-p-farneseno 1461 1453 1,12 130 | 364 130 321 169 209 084 329 130 245 228 | 104 1,63 134 | 117 1,70 1,37 1456
germacreno D 1482 1475 420 325 | 489 530 632 483 362 160 820 430 512 407 @ 289 106 38 478 | 193 203 547 823 1485
B-selineno 1483 1478 097 1,30 1,06 1,22 1,09 2,10 0,74 1,07 0,89 1490
y-selineno 1485 1,75 0,92 0,91 1492
biciclogermacreno 1497 1490 ' 597 230 | 628 911 268 297 329 145 587 591 28 418 @221 089 451 633 | 195 205 4,01 11,16 1500
B-bisaboleno 1511 1502 ' 2,10 3,05 | 665 2,35 @ 412 246 336 1,79 497 267 349 38 177 120 2,74 300 | 209 135 302 253 1505
B-sesquifelandreno 1525 1518 1,46 080 @ 133 0,77 091 1,56 1,17 1,04 0,90 1,01 0,82 1522
(E)-y-bisaboleno 1545 0,83 1531
germacreno B 1564 1558 0,75 1561
espatulenol 1584 1573 14,43 37,75 | 17,02 18,85 25,12 32,46 17,35 29,11 18,03 37,90 13,67 29,01 | 22,73 37,70 18,87 14,95 1578
3-copaen-4-a-ol 1586 1576 2,15 6,88 | 163 3,18 6,55 4,59 708 120 443 7,29 2,66 1590
globulol 1591 1584 0,71 1,01 1590
salvial-4(14)-en-1-ona 1593 1586 0,88 1,87 1,14 1,53 0,95 1594
B-atlantol 1608 1603 2,02 @ 1,36 425 452 @ 260 0,89 301 554 155 | 427 475 @ 2,62 1608
junenol 1617 1,06 0,97 1619
epoxido de B-cedreno / 2-epi-a-cedren-3-ona | 1619 0,89 1622 /1627
NI 2 1624 1,70 1,33 1,43
NI 3 1622 2,59 1,85 1,92 1,79
NI 5 1636 1628 | 2,64 2,72 4,90 3,65 4,07 104 | 207 4,97 3,36
muurola-4,10(14)-dien-1-B-ol 1631 3,48 1,62 4,49 2,77 2,97 3,24 4,82 1,67 1631
epi-a-cadinol 1640 1634 0,77 1640
epdxido de allo-aromadendreno 1648 1640 1,77 086 2,01 1,02 1,46 2,03 @ 2,70 1641
NI 7 1650 3,87 5,60
epi-a-muurolol 1654 4,14 1642
epi-a-muurolol / selina-3,11-dien-6-c.-ol 1655 1,51 2,82 1642 / 1644
selina-3,11-dien-6-a.-ol 1657 1646 2,43 2,77 2,52 4,19 1,52 2,74 1644
a-muurolol 1648 1,95 1,62 1646
NI 8 1661 1654 1,19 0,76 1,22 152 @084 1,37 1,04 0,77
NI9 1665 2,22 1,42 2,86
verboccidentafurano 1666 0,92 1662
NI 10 1667 1658
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(continuacéo)

1K 1K Fase vegetativa Fase defloracdo Fase de frutificacdo Fase de disper so
Composto 2007 2008 Ramos Folhas Capitulos Ramos Folhas Cipselas Ramos Folhas Ramos Folhas IK ref
2007 2008 | 2007 2008 = 2007 2008 2007 2008 = 2007 2008 2007 2008 = 2007 2008 2007 2008 | 2007 2008 2007 2008
NI 11 1669 1662 247 | 095 1,32 3,74 372 256 2,70 0,75 3,16
atractilona 1671 1662 3,76 1,01 391 1,01 1658
NI 13 1679 1672 0,75 1,04 2,79 122 4,89 0,95
germacra-4(15),5,10(14)-trien-1-a-ol 1678 4,60 3,28 0,92 6,30 6,13 1,04 1686
eudesma-4(15),7-dien-1-p-ol 1686 1679 0,70 4,02 1,54 1,00 222 0,71 1688
NI 14 1682 0,91 1,98 2,67
amorfa-4,9-dien-2-ol 1719 1714 1,33 197 165 @ 0,77 0,97 1,06 2,52 095 236 166 @ 083 1700
laevigatina 1747 1733 21,64 8,08 | 23,16 37,58 66,88 6598 644 421 2418 2221 4150 56,95 925 427 3297 26,23 801 6,89 19,72 36,08 1757
NI 16 1755 1738 0,82 091 093 146 1,25 0,79 = 0,93
dihidroisochromolaenina 1775 1771 3,72 084 2,78
furanocadaleno 1913 1905 497 829 538 387 204 173 438 763 381 472 649 735 590 724 39 451 856 689 @ 384 2,68
NI 18 1967 0,74
NI 19 1982 1981 1,57 1,30 1,02 0,72
pirocurzerenona 1988 1984 1,08
M onoter penos
Hidrocarbonetos (%) 36,42 0,00 @ 427 647 091 16,28 1222 1225 223 7,70 | 2577 1482 3160 233 1438 527 | 1529 097 1480 6,42
Oxigenados (%) 1,06 107 000 000 @ 000 000 000 1,10 000 o000 08 000 193 086 | 000 000 1,38 127 0,00 0,00
Sesquiter penos
Hidrocarbonetos (%) 15,49 14 | 40,42 25,16 23,71 1517 2106 8,01 3554 209 2106 20,88 1251 4,12 2466 22,28 1221 7,38 25,79 31,15
Oxigenados (%) 43,19 76,63 51,64 67,05 7464 6855 54,11 69,57 55,18 68,70 50,77 64,30 | 38,78 82,79 | 54,73 72,45 48,78 87,03 50,30 61,71
N4o identificados (%) 383 830 367 132 074 000 1260 907 | 705 270 157 000 1519 990 625 0,00 2234 335 912 0,72
Total de componentes agrupados (%) 99,99 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 99,99 100,00 100,00 100,00 /100,03 100,00 100,01 100,00 100,02 100,00 100,00 100,00 100,01 100,00

Legenda: IK: indice de retencdo de Kovats; IK ref: indice de retencdo de Kovats de referéncia (Adams 2007); NI 2: composto néo identificado [m/z (rel int.): 145(100) 91(96) 132(91) 119(87) 187(83)]; NI 3:
[m/z (rel int.): 105(100) 91(92) 119 (76) 93(74) 79(67)]; NI 5: [m/z (rel int.): 91(100) 41(81) 136(73) 79(68) 105(64)]; NI 7: [m/z (rel int.): 204(100) 135(81) 161(75) 189(69) 81(69)]; NI 8: [m/z (rel int.):
105(100) 91(94) 120(75) 123(74) 159(73)]; NI 9: [m/z (rel int.): 107(100) 147(92) 105(91) 91(91) 159(85)]; NI 10: [m/z (rel int.): 163(100) 79(64) 93(51) 91(49) 105(48)]; NI 11: [m/z (rel int.): 91(100)
105(90) 107(89) 93(80) 119(68)]; NI 13: [m/z (rel int.): 159(100) 91(45) 157(38) 79(30) 105(30)]; NI 14: [m/z (rel int.): 91(100) 159(93) 105(82) 119 (70) 79(64)]; NI 16: [m/z (rel int.): 216(100) 201(52)
159(36) 183(25) 128(23)]; NI 18: [m/z (rel int.): 183(100) 226(65) 211(28) 153(19) 152(19)]; NI 19: [m/z (rel int.): 228(100) 270(71) 195(62) 165(51) 152(50)].
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Figura 12. Teores de mono- e sesquiterpenos hidrocarbonetos e oxigenados presentes nos

6leos volateis de Chromolaena laevigata das populacdes de ocorréncia natural do Cerrado de

Mogi-Guacu (A), da Mata Atlantica do Instituto de Boténica (B) e cultivada no Instituto de

Botanica (C), em diferentes fases fenoldgicas, nos anos de 2007 e 2008.
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Figura 13A. Compostos com picos acima de 5% de area presentes nos 0leos volateis de Chromolaena laevigata, obtidos da
populacédo de ocorréncia natural no Cerrado de Mogi-Guagu em diferentes fases fenoldgicas, nos anos de 2007 e 2008. NI =

ndo identificado.
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Figura 13B. Compostos com picos acima de 5% de &rea presentes nos Oleos volateis de Chromolaena laevigata,
obtidos da populacéo de ocorréncia natural na Mata Atlantica do Instituto de Botanica em diferentes fases fenoldgicas,
nos anos de 2007 e 2008.
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Figura 13C. Compostos com picos acima de 5% de area presentes nos 6leos volateis de Chromolaena laevigata, obtidos da

populagdo cultivada no

Instituto de Botanica em diferentes fases fenologicas, nos anos de 2007 e 2008.
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Figura 14. Estruturas quimicas dos compostos majoritarios com teores acima de 5% de area e
dos furanocadinenos: 1) sabineno; 2) a-tujeno; 3) a-pineno; 4) B-elemeno; 5) (E)-cariofileno;
6) germacreno D; 7) biciclogermacreno; 8) -bisaboleno; 9) espatulenol; 10) B-copaen-4-o.-
ol; 11) B-atlantol; 12) muurola-4,10(14)-dien-1-B-ol; 13) epi-a-muurolol; 14) germacra-
4(15),5,10(14)-trien-1-a-ol;  15) eudesma-4(15),7-dien-1-B-ol; 16) laevigatina;, 17)

furanocadaleno; 18) verboccidentafurano; 19) pirocurzerenona; 20) dihidroisochromolaenina.
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Figura 15A e B. Tendéncias relacionadas as varia¢Ges fenologicas observadas nas populagdes de ocorréncia natural no Cerrado
de Mogi-Guacu (PONCMG) e na Mata Atlantica do Instituto de Botanica (PONMAIB) e cultivada no Instituto de Botéanica

(PCIB) para a-tujeno de ramos (A), a-pineno de ramos (B).
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Figura 15C e D. Tendéncias relacionadas as varia¢Ges fenologicas observadas nas populagdes de ocorréncia natural no Cerrado
de Mogi-Guagu (PONCMG) e na Mata Atlantica do Instituto de Botanica (PONMAIB) e cultivada no Instituto de Botanica
(PCIB) para germacreno D de ramos (C) e folhas (D).
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Figura 15E e F. Tendéncias relacionadas as variagcdes fenoldgicas observadas nas populagdes de ocorréncia natural no Cerrado
de Mogi-Guacu (PONCMG) e na Mata Atlantica do Instituto de Botanica (PONMAIB) e cultivada no Instituto de Botéanica
(PCIB) para espatulenol de ramos (E) e folhas (F).
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Figura 15G e H. Tendéncias relacionadas as variacGes fenologicas observadas nas populacGes de ocorréncia natural no
Cerrado de Mogi-Guacu (PONCMG) e na Mata Atlantica do Instituto de Botanica (PONMAIB) e cultivada no Instituto
de Botanica (PCIB) para laevigatina de ramos (G) e folhas (H).
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Figura 16. Cromatograma do cristal isolado obtido do 6leo volatil de capitulos
da PONCMG no ano de 2007 (A) e espectro de massas do mesmo (B),
tentativamente identificado como laevigatina por comparacdo dos padrdes de
fragmentacdo com literatura consultada: m/z 212[M+](100), 197(96), 169(41),
152(39), 182(38), 141(22), 91(38) (Malizia e al. 2005).
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O sesquiterpeno oxigenado laevigatina é produzido majoritariamente em folhas e
capitulos. Nestes ultimos, a atragdo de agentes polinizadores como borboletas, mariposas,
vespas, besouros, joaninhas e abelhas chamou a atengdo, uma vez que estes causaram danos
as plantas cultivadas dentro da casa de vegetacdo proxima a populacéo cultivada, pondo ovos
que deram origem a lagartas, que as predaram. Gershenzon & Dudareva (2007) afirmam que
0s compostos volateis presentes em flores e frutos parecem servir como atrativo para agentes
polinizadores e dispersores pois, em estudos prévios com a larva do tabaco, Manduca sexta,
comprovou-se, por combinacdo de cromatografia a gas e eletroantenograma, que um grupo de
células receptoras do sistema olfativo deste inseto responde fortemente a certos mono- e
sesquiterpenos oxigenados, como geraniol, (E)-nerolidol e farnesol, o que sugere que a
laevigatina pode ter funcdo ecoldgica de atragdo de polinizadores em C. laevigata, embora
ainda nao haja estudos que o comprovem.

A funcdo ecoldgica dos Oleos volateis nos frutos de C. laevigata ainda ndo esta
definida. Nesta espécie, a dispersdo das sementes é anemocorica, ou seja, através do vento
(Frenedozo 2004), portanto ndo ha necessidade de atracdo de dispersores para os frutos, como
ocorre em frutos cujas sementes dependem da predacdo de animais para a sua dispersdo, como
sugerido por Vallilo et al. 2006 para Campomanesia adamantium cujos frutos, ricos em 0leos
volateis, sdo bastante predados na natureza por aves e mamiferos. Por outro lado, ja que as
cipselas apresentaram a maior variagcdo qualitativa entre as partes vegetais estudadas, pode
haver funcdo inseticida agregada como forma de defesa dos diasporos (unidades de dispersao)
contra herbivoria, uma vez que apos a fase de floracdo pOde ser observado, na populagédo
cultivada, que as folhas das plantas séo intensamente predadas por lagartas provenientes dos
ovos postos pelos polinizadores, mas os frutos permaneceram até a dispersdo. Alguns
componentes reconhecidamente repelentes ou inseticidas, como o hidrocarboneto
sesquiterpénico (E)-p-farneseno (Gershenzon & Dudareva 2007) e os monoterpenos limoneno
e mirceno (Viegas Junior 2003), respectivamente, estiveram presentes nos 6leos das trés
populacOes estudadas, mas em baixos teores. Enquanto (E)-pB-farneseno apresentou queda
tendencial em ramos e folhas das fases vegetativa e de floracdo para as de frutificacdo e
dispersdo, limoneno e mirceno ndo demonstraram tendéncia na variagdo ao longo das fases
fenoldgicas e estiveram presentes até mesmo em capitulos, sugerindo que, nos teores
observados, ndo interferiram na atracdo de polinizadores.

Os limites de deteccdo dos dleos volateis de C. laevigata testados contra os fungos
filamentosos Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum revelaram potencial
antifungico, variando entre as populacdes, partes vegetais e fases fenologicas. De maneira

geral, C. cladosporioides foi mais sensivel a todos os 6leos testados.

54



De acordo com a Tabela 7, observou-se que, contra C. cladosporioides, a atividade
antifungica dos 6leos obtidos na PONCMG em 2007 foi mais fraca, exceto pelos ramos e
folhas da fase de floragédo, que apresentaram limite de detec¢do com atividade forte até 25 ug.
Contra C. sphaerospermum, os 6leos obtidos em 2008 foram menos ativos, com excecdo de
folhas da fase vegetativa, ramos e folhas da fase de floracdo e ramos da fase de frutificacéo,
com uma reducdo no potencial antifingico dos 0leos nas ultimas fases fenoldgicas, os quais
apresentaram apenas atividades médias com 200 ug de 6leo. Os 6leos de capitulos e cipselas
ndo se destacaram nesta populacdo. Tanto em 2007 como em 2008, as atividades antifungicas
observadas nos ramos e folhas da fase de floracdo foram as mais fortes, no entanto os
monoterpenos estiveram ausentes em folhas e corresponderam a cerca de 4-5% em ramos,
sugerindo que nesse caso a atividade ndo dependeu dessa classe de compostos, como afirmam
diversos autores (Bakkali et al. 2008). Além disso, a composi¢do quimica dos 6leos cuja
atividade antifungica foi média na maior concentragdo testada e dos Oleos mais bioativos
desta populagdo apresentou-se muito semelhante, impossibilitando fazer uma correlagéo entre
essa atividade bioldgica e a composicao quimica desses 0leos.

Na Tabela 8 é possivel notar que, de um modo geral, a atividade antifingica obtida
pelos 6leos da PONMAIB foi mais forte em folhas do que em ramos e o0s 6leos de 2008 foram
mais fungitoxicos em relagdo ao ano anterior. Contra C. cladosporioides, os dleos de folhas
obtidos em 2008 apresentaram as atividades mais fortes, com limite de deteccdo com
atividade forte até 25 pg (Figura 17), bem como os 6leos de capitulos obtidos nos dois anos
de estudo. Contra C. sphaerospermum, o 6leo de capitulos obtido em 2007 foi o mais
bioativo, com limite de deteccdo com atividade forte até 25 ug, seguido dos 0Oleos de cipselas
obtido em 2007 e ramos e folhas obtidos em 2008.

A atividade dos 6leos da populacdo cultivada foi mais fraca que a da populacéo de
ocorréncia natural na Mata Atlantica, pois na Tabela 9 podem-se observar atividades fortes
até no méaximo 100 pg de 6leo, com excecdo do dleo de capitulos do ano de 2007 contra C.
sphaerospermum, cujo limite de detec¢do alcangou forte atividade em 50 pg de dleo. Folhas
da fase vegetativa do ano de 2008 e capitulos do ano de 2007, que apresentaram as atividades
fungitoxicas mais fortes nesta populacdo, também ndo apresentaram monoterpenos
oxigenados, classe de compostos a qual muitos autores atribuem o potencial antifungico de
6leos volateis, como os fendlicos timol, carvacrol e eugenol (Tullio et al. 2007). Dessa forma,
a atividade observada nesses 6leos pode ser atribuida aos sesquiterpenos.

O limite de deteccdo do cristal isolado de laevigatina (Tabela 10) revelou fraca

atividade deste composto, 0 que indica que a atividade antifingica dos 0leos volateis de C.
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laevigata ndo se deve apenas a alta concentracdo de laevigatina, mas a uma acéo sinérgica dos
compostos presentes nos 6leos testados.

Entre as trés populacBes testadas pelo método de bioautografia, a PONCMG
apresentou os resultados mais fracos, principalmente contra C. sphaerospermum, quando as
maiores concentragcdes deram atividade meédia nas fases de frutificacdo e dispersdo. A partir
dai, a PONMAIB apresentou 0s melhores resultados, sugerindo que mais estudos com ela
sejam realizados para que possa ser explorada pelo seu interesse farmacéutico.

Né&o foi possivel associar as variagdes observadas na atividade antifingica contra estes
fungos, no que se refere a composicdo, uma vez que muitos dos estudos com o6leos volateis
ddo énfase aos monoterpenos, existindo ainda pouca informacéo sobre a atividade fungitoxica
de sesquiterpenos (Bakkali et al. 2008).

Bakkali et al. (2008) enumeram alguns monoterpenos fungitéxicos como linalol, 1,8-
cineol, canfora, timol e carvacrol. No estudo de Chang et al. (2008), o 6leo volatil de folhas
de Calocedrus macrolepis mostrou forte inibigdo do crescimento micelial de Pestalotiopsis
funerea e Fusarium solani e os sesquiterpenos isolados T-muurolol e a-cadinol exibiram forte
atividade contra Rhizoctonia solani e F. oxysporum.

Os oleos volateis de C. laevigata apresentaram variacdo na atividade antifangica pelo
método de microdiluicdo contra C. albicans, o fungo prevalente em candidiase (Cruz et al.
2007), considerando ativos os Oleos que apresentaram porcentagem de inibigdo acima de
50%. Entre as populagdes estudadas, a PONCMG (Tabela 11) apresentou 6leos ativos
concentrados nas fases de frutificacdo e dispersdo. Na PONMAIB (Tabela 12), observou-se
que o oleo de folhas da fase de disperséo e os 0leos de ramos obtidos no ano de 2007 foram
ativos e que a inibicdo aumentou no decorrer das fases fenoldgicas sendo, portanto, a
populacdo com menor potencial antifingico. A PCIB (Tabela 13) revelou ser a mais
potencialmente ativa contra essa levedura patogénica, com excecao dos cristais de capitulos e
cipselas e de alguns ramos e folhas das fases vegetativa e de floracdo, o que demonstrou que
nos dois anos, os Oleos de ramos e folhas foram mais ativos nas fases de frutificacdo e
dispersdo. Nas trés populagdes, cristais e 0leos de capitulos ndo apresentaram bioatividade,
sugerindo que a laevigatina, composto predominante nesses 0leos, ndo é responsavel pela
manutencdo da atividade antifingica dos demais 0leos.

Segundo estudos realizados por Giordani et al. (2004), o teor de alcodis fendlicos, ndo
encontrados nos Oleos estudados neste trabalho, costuma ser responsavel pela atividade
antifangica de alguns 6leos volateis, uma vez que os 6leos de Thymus vulgaris e Origanum

vulgare, com 63% de timol e 82% de carvacrol, respectivamente, foram fortemente ativos
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contra Candida albicans e 0 mesmo 6leo de T. vulgaris potencializou a agcdo da anfotericina B
e inibiu completamente o crescimento do fungo em 0,3uL/mL.

Pauli 2006 enumera varios compostos volateis com comprovada atividade anticandida,
avaliados por diferentes métodos. Dentre eles, a-pineno, limoneno, terpinen-4-ol, p-cimeno e
y-terpineno, os quais foram também encontrados nos 6leos de C. laevigata.

Como mostram as tabelas 11, 12 e 13, considerando ativos os 6leos que apresentaram
porcentagem de inibicdo a partir de 50%, todos os 0leos voléateis de C. laevigata mostraram-se
inativos contra as bactérias gram-negativas P. aeruginosa e E. coli, mas alcancaram até 100%
de inibicdo contra a gram-positiva S. aureus, com excecao dos cristais, inativos contra esse
microrganismo, 0 que sugere que a laevigatina, composto predominante nos cristais, ndo é
responsavel pela atividade observada nos demais 6leos.

Estes resultados corroboram com os obtidos por Oyedeji & Afolayan (2005), cujo
estudo demonstrou que o 6leo de Centella asiatica, de composicdo muito semelhante a de C.
laevigata, € menos ativo contra bactérias gram-negativas, consideradas mais resistentes aos
extratos vegetais.

Em estudos in vitro, S. aureus costuma mostrar-se mais sensivel a 6leos volateis que
outras bactérias (Hussain et al. 2008), assim como foi observado neste trabalho. Em geral, a
atividade antimicrobiana dos 06leos voléateis se da pela presenca de fenois, aldeidos e alcoois
(Bakkali et al. 2008). Encontrado nos 6leos da espécie em estudo, terpinen-4-ol parece ser
responsavel pela atividade antimicrobiana de 6leos volateis de Melaleuca alternifolia frente a
S aureus e P. aeruginosa (Edris 2007). Ja o (E)-cariofileno, presente em baixos teores nos
6leos de C. laevigata, é considerado inativo frente a E. coli (Duarte et al. 2007). O 6leo volatil
de Phlomis russeliana, cujos compostos majoritarios sao -cariofileno, germacreno D e 0xido
de cariofileno, revelou atividade antimicrobiana de fraca a moderada quando testado contra
varias bactérias (Demirci et al. 2008), o que sugere que [-cariofileno e germacreno D,
presentes nos Oleos de C. laevigata, podem ser parcialmente responsaveis pelas atividades
observadas neste estudo, atuando por sinergismo com outros compostos bioativos cujo
potencial ainda é desconhecido, uma vez que a interacdo sinergistica e antagonistica entre 0s
compostos volateis presentes nos 6leos influenciam na sua atividade antimicrobiana, como
comprovado por Hussain et al. (2008), que observaram que 0 monoterpeno oxigenado linalol
tem atividade antimicrobiana mais forte que o 6leo bruto de Ocimum basilicum, do qual foi
isolado.

Souza 2007 testou os Oleos volateis de populacdes de Eupatorium laevigatum (C.
laevigata) provenientes de diferentes localidades no Rio Grande do Sul quanto a inibicdo da
enzima acetilcolinesterase, pelo método qualitativo de bioautografia em camada delgada, e
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observou que o 6leo oriundo de Carad, cujo teor do monoterpeno a-pineno (6,5%) foi maior,
apresentou maior inibicdo da enzima em relacdo ao 0leo de Canela, cujo teor do mesmo foi
equivalente a 0,1%. No mesmo estudo, a laevigatina isolada foi testada pelo mesmo ensaio e
revelou-se fracamente ativa, o que corrobora com o resultado obtido no presente trabalho em
relacdo ao cristal isolado (Tabelal4). Isso sugeriu que a atividade exercida pelo 6leo volatil de
C. laevigata oriundo do RS ndo pode ser atribuida a presenca desse composto isoladamente.
Como mostra a Tabela 14, no presente estudo ndo foi detectada atividade anticolinesterésica
acima de 50% para os Oleos de C. laevigata pelo método quantitativo em microplaca.

Registros na literatura (Miyazawa et al. 1997, Savelev et al. 2003, Barbosa Filho et al.
2006) atribuem com maior frequéncia a atividade anticolinesterdsica a monoterpenos, como
carvacrol, (+) e (-)-carvona, 1,8-cineol, (+) e (-)-mentol, (-)-mentona, iso-mentona, o- e -
pineno, acetato de bornila e (+)-pulegona, e com menor frequéncia a sesquiterpenos, como
oxido de cariofileno, a- e B-ionona, nootkatona, suberogorgina e terreulactona A, pela
escassez de estudos envolvendo essa classe de terpendides.

Estudos sugerem que os compostos volateis de um 6leo essencial interagem entre si de
forma sinérgica ou antagonica, potencializando ou reduzindo o potencial de acordo com as
proporcGes dos compostos presentes. Seguindo essa linha, Savelev et al. (2003), em seu
estudo com o Oleo voléatil de Salvia lavandulaefolia e seus compostos terpénicos isolados,
demonstraram que as atividades anticolinesterasicas dos compostos majoritarios testados
isoladamente nas concentracbes encontradas no oOleo ndo foram tdo fortes como a
proporcionada pelo 6leo bruto. Por isso, também € importante ressaltar aqueles compostos
cuja auséncia de atividade foi comprovada, o que pode auxiliar na compreenséo das relagoes
antagonisticas entre 0s compostos presentes nos 6éleos volateis. Barbosa Filho et al. (2006)
enumeram uma série de compostos ja testados quanto ao seu potencial anticolinesterasico,
entre 0s quais os terpenos canfora, geraniol, linalol, y-terpineno e terpineol mostraram-se
inativos.

Savelev et al. (2003) sugerem ainda, em seu estudo, que a diluicdo entre 0s compostos
pode reduzir a inibicdo da enzima acetilcolinesterase por bloqueio da entrada do substrato no
sitio de ligacdo da enzima e que o periodo de incubacdo pode reduzir a atividade de inibidores
reversiveis, como com o O6leo volatil de Salvia lavandulaefolia e 1,8-cineol puro, que

reduziram em 40% a atividade, sob incubacéo por 30 minutos a 30 °C.

58



Tabela 7. Limite de deteccdo da atividade antiflngica dos 0Oleos volateis de folhas, ramos, capitulos e cipselas de Chromolaena laevigata
proveniente da populagédo de ocorréncia natural no Cerrado de Mogi-Guacu (PONCMG) em diferentes fases fenoldgicas, no periodo de 2 anos,

pelo método de bioautografia direta contra os fungos filamentosos Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum.

Fase vegetativa Fase de Floracdo Fase de Frutificacdo Fase de Disperséo

Ramos Folhas Capitulos Ramos Folhas Cipselas Ramos Folhas Ramos Folhas
2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008
C. cladosporioides
Zooug ** **k%* * k% * k% * *k%* **%* *k%* * k% * k% ** **k%* **%* *k%* ** * k% ** *k%* ** *k%*
100”9 ** **k%* * k% * k% * *k%* **k%* *k%* * k% * k% ** *k%* **%* *k%* ** * k% ** *k%* ** *k%*
50“'9 * *k* ** ** * ** * k% ** *k* ** * ** * % ** * ** ** ** * % **
25“'9 * ** * ** * ** * k% ** *k* ** * ** * ** | ** * ** * **
10“'9 | * * * | | * % * ** * 1 * | * | * | * | *
5ug i * i [ i i * i * * i * i * i * i i i i
Controle *xk
C. sphaerospermum
Zooug * % *k* *k* *k* *k* *k* * k% ** *k* ** ** *k* *k* ** ** ** ** ** * % **
100“9 ** ** * k% ** * k% **k%* **%* ** * k% ** ** **k%* **%* ** ** ** ** ** ** **
50“-9 ** * ** * ** ** ** * ** * * ** ** * ** * ** * * *
25“'9 * * ** * * * ** * ** * * * * * * * * * * *
10 pug * [ * [ * [ *x [ *x [ i [ [ [ i [ i [ [ [
5ug i i * [ * i * i * [ i i i i i [ i i i i
Controle *xk

Legenda: *** = atividade forte; ** = media; * = fraca; i = inativo; controle = nistatina (1 ug).
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Tabela 8. Limite de deteccdo da atividade antiflngica dos 0Oleos volateis de folhas, ramos, capitulos e cipselas de Chromolaena laevigata
proveniente da populagdo de ocorréncia natural na Mata Atléantica do Instituto de Botanica (PONMAIB) em diferentes fases fenoldgicas, no

periodo de 2 anos, pelo método de bioautografia direta contra os fungos filamentosos Cladosporium cladosporioides e C. sphaerosper mum.

Fase vegetativa
Ramos Folhas
2007 2008 2007 2008

Fase de Floracdo
Capitulos Ramos Folhas
2007 2008 2007 2008 2007

Fase de Frutificacdo Fase de Disperséo
Cipselas Ramos Folhas Ramos Folhas
2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008

C. cladosporioides
200 ug
100 pg
30 pg
25 ng
10 ug
S ug

* k%

* %

* k%

* k%

* k%

* k%

* %

*k*k

**

**

**

*k*

* k%

* k%

* k%

**

**

*k*k

*k*

*k*

*k*

* %

* k%

* k%

* k%

* k%

* %

* k%

* k%

* k%

* k%

* k%

*k*k

**

**

*k*

* k%

* k%

* k%

**

**

*k*k

*k*

**

**k*

* k%

* k%

* %

* %

* k%

* k%

* k%

* k%

*k*k

*k*

*k*

**

*k*

* k%

* k%

* k%

**

*k*k

* k%

* k%

* k%

* k%

* k%

* k%

* %

* k%

* k%

* k%

* k%

* %

Controle

**k*

C. sphaerospermum
200 pg
100 ug
50 ug
25 g
10 ng
S pg

**

* k%

* k%

* k%

* %

**

* %

* %

* %

* k%

*k*

*k*

**

*k*

*k*k

*k*k

*k*k

* k%

* k%

* %

* k%

* k%

* k%

* %

**

* %

* %

* k%

*k*

*k*

**

*k*

*k*k

* %

* k%

* k%

* %

* %

**

* %

* %

* %

* k%

*k*

* k%

* k%

* %

**

**

* k%

* k%

* %

Controle

* k%

Legenda: *** = atividade forte; ** = média; * = fraca; i = inativo; controle = nistatina (1 ug).
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C. cladosporioides C. sphaerospermum

Figura 17. Limite de deteccdo da atividade antiflingica dos Oleos volateis de
Chromolaena laevigata obtidos de ramos, folhas, capitulos e cipselas da populagdo
de ocorréncia natural na Mata Atlantica do Instituto de Botanica, em diferentes
fases fenoldgicas, no ano de 2008, contra Cladosporium cladosporioides e C.
sphaerospermum. Legenda: R — ramos; F — folhas; Cap — capitulos; Cip — cipselas;
N — nistatina; FV — fase vegetativa; FL — fase de floracdo; FR — fase de frutificac&o;

FD - fase de dispersao.
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Tabela 9. Limite de deteccdo da atividade antiflngica dos 0Oleos volateis de folhas, ramos, capitulos e cipselas de Chromolaena laevigata
proveniente da populacdo cultivada no Instituto de Botanica (PCIB) em diferentes fases fenoldgicas, no periodo de 2 anos, pelo método de

bioautografia direta contra os fungos filamentosos Cladosporium cladosporioides e C. sphaerosper mum.

Fase vegetativa Fase de Floracdo Fase de Frutificacdo Fase de Disperséo
Ramos Folhas Capitulos Ramos Folhas Cipselas Ramos Folhas Ramos Folhas
2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008
C. cladosporioides
Zooug **%* *k%* * k% * k% * k% *k%* **%* *k%* ** * k% ** *k%* **%* **k%* ** * k% * k% **k%* **%* *k%*
100“9 **%* *k%* * k% * k% * k% *k%* **k%* *k%* ** * k% ** *k%* **%* *k%* ** * k% * k% **k%* ** *k%*
50“'9 * % ** ** ** ** ** * % ** ** ** ** ** * % ** ** ** ** ** * % **
25“'9 * % ** ** ** ** * * % ** ** ** ** * * ** * ** * ** * **
10“'9 * * * * * * * * * * | | | * | * | * | *
5ug [ * * * i * [ [ i [ i [ [ [ i [ i i [ i
Controle *xk
C. sphaerospermum
Zooug * k% *k* *k* *k* *k* *k* * *k* ** *k* *k* ** * *k* *k* *k* ** *k* *k* *k*
100”9 * k% ** *k* ** *k* ** * ** ** ** *k* ** * ** ** ** ** ** *k* **
50“-9 * % ** ** ** *k* * * * ** * ** * * * ** * ** * * % *
25“9 * ** ** * ** | * * * * ** | * * * * * * * *
10 ug * * * [ * [ [ [ * [ * [ [ [ * [ i i i i
5ug [ [ i [ * [ [ [ i [ i [ [ [ i [ i [ [ [
Controle *kx

Legenda: *** = atividade forte; ** = media; * = fraca; i = inativo; controle = nistatina (1 ug).
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Tabela 10. Limite de deteccdo da atividade
antifungica do cristal de laevigatina isolado
dos capitulos de Chromolaena laevigata
provenientes da populacdo de ocorréncia
natural no Cerrado de Mogi-Guagu
(PONCMG) pelo método de bioautografia
direta contra os fungos filamentosos

Cladosporium  cladosporioides e C.

sphaer osper mum.
Laevigatina
C. cladosporioides
200 pg *
100 pg *
50 pg *
25 ug *
10 ug [
5ug [
Controle i
C. sphaerospermum
200 ug *
100 pg *
50 ug *
25 ug *
10 ug [
5ug [
Controle *rx
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Tabela 11. Atividades antifungica (Candida albicans) e antibacteriana (Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli) de 6leos volateis e cristais de
folhas, ramos, capitulos e cipselas de Chromolaena laevigata coletada em diferentes
fases fenoldgicas, nos anos de 2007 (cinza) e 2008 (sem preenchimento), proveniente da

populacédo de ocorréncia natural no Cerrado de Mogi-Guagu.

% de inibicéo

C.albicans  S.aureus P.aeruginosa E. cali

RAMOS 34,8 93,4 23,9 22,9
Fase 87,8 95,3 34,2 5,7
vegetativa 0,0 90,7 41,8 18,6
Folhas
0,0 96,7 36,5 0,0
cristal 24,4 42,1 0,0 0,0
Capitulos oleo 0,0 70,1 2,3 0,0
integral 17,2 3,5 0,0 0,0
Fase de 83,0 98,4 39,7 13,8
floragdo Ramos ’ , , :
6,3 98,1 50,4 12,4
Folhas
14,3 100,0 21,3 0,0
. integral 57,4 68,3 0,0 0,0
Cipselas .
integral 93,3 53,1 0,0 0,0
Fase de 80,4 96,0 48,7 28,3
S Ramos
frutificacdo - - - -
75,9 96,6 28,1 0,0
Folhas
12,4 96,3 38,2 0,0
91,4 97,1 41,1 48,8
Ramos
Fase de 90,0 96,0 38,9 0,0
dispersao 80,1 96,5 49,2 15,0
Folhas
28,0 90,9 32,6 0,0
Controle 96,2 100,0 100,0 100,0

Legenda: -: ndo realizado.
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Tabela 12. Atividades antifungica (Candida albicans) e antibacteriana (Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli) de 6leos volateis e cristais de
folhas, ramos, capitulos e cipselas de Chromolaena laevigata coletada em diferentes
fases fenoldgicas, nos anos de 2007 (cinza) e 2008 (sem preenchimento), proveniente da

populacdo de ocorréncia natural na Mata Atlantica do Instituto de Botanica.

% de inibicéo

C.albicans S aureus P.aeruginosa E. coli

RAMOS 66,2 95,2 32,5 27,5
Fase - - - -
vegetativa 13,0 90,5 43,7 11,7
Folhas
0,0 93,3 26,8 0,0
i cristal + 6leo 0,0 0,0 0,0 0,0
Capitulos . ' ' ' '
integral - - - -
Fase de 70,0 87,3 47,9 17,3
~ Ramos
floragdo - - - -
Folhas 5,9 94,8 46,7 51
0,0 96,4 32,6 0,0
. oleo 435 64,5 15 0,0
Cipselas .
integral - - - -
Fase de 74,3 90,7 37,3 24.8
DA Ramos
frutificacdo - - - -
10,3 97,7 41,6 8,4
Folhas
17,0 94,1 40,0 0,0
90,7 88,7 43,3 3,4
Ramos
Fase de - - - -
dispersao 93,0 93,5 53,7 0,8
Folhas
4,7 94,9 38,4 0,0
Controle 96,2 100,0 100,0 100,0

Legenda: -: ndo realizado.
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Tabela 13. Atividades antifungica (Candida albicans) e antibacteriana (Staphylococcus

aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli) de 6leos volateis e cristais de folhas,

ramos, capitulos e cipselas de Chromolaena laevigata coletada em diferentes fases

fenoldgicas, nos anos de 2007 (cinza) e 2008 (sem preenchimento), proveniente da

populacéo cultivada no Instituto de Botanica.

% de inibigéo

C.albicans S aureus P.aeruginosa E. coli
RAMOS 86,0 87,9 43,6 27,0
Fase 94,3 98,2 32,4 8,8
vegetativa 1,1 87,6 32,5 9,5
Folhas
51,5 93,6 21,9 1,4
, cristal + éleo 0,0 0,0 0,0 0,0
Capitulos ' ' ’ ’
integral 62,2 71,0 40 0,0
Fase de 75,5 89,1 43,3 23,8
x Ramos
floracdo 0,0 98,9 40,4 7,3
0,0 94,4 43,1 9,6
Folhas
64,9 97,9 44,6 0,0
cristal 25,2 80,5 0,0 0,0
Cipselas oleo 51,0 77,3 0,0 0,0
integral 65,8 76,0 0,0 0,0
Fase de 90,7 96,9 415 215
frutificacdo Ramos : ’ ’ ’
96,7 98,7 34,2 5,4
71,6 96,1 43,8 55
Folhas
57,6 94,8 41,2 0,0
87,8 91,8 37,5 9,7
Ramos
Fase de 88,7 95,1 33,3 0,0
dispersdo 86,3 91,6 33,8 0,0
Folhas
85,0 93,9 28,1 0,0
Controle 96,2 100,0 100,0 100,0

Legenda: -: ndo realizado.
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Tabela 14. Atividade anticolinesterasica (% de inibicdo; média + erro padrdo) dos 6leos volateis de folhas, ramos, capitulos e cipselas e laevigatina

isolada de Chromolaena laevigata proveniente das populacGes de ocorréncia natural no Cerrado de Mogi-Guacu (PONCMG), na Mata Atléntica do

Instituto de Botanica (PONMAIB) e cultivada no Instituto de Botanica (PCIB), em diferentes fases fenoldgicas, no periodo de dois anos.

PONCMG PONMAIB
2007 2008 2007 2008 2007 2008
Fase vegetativa Ramos 8,57 + 2,50 26,79 + 1,06 20,34 + 1,76 16,62 + 0,81 26,79 + 1,06 6,87 £ 0,34
Folhas 15,74 + 2,62 13,08 + 3,34 14,99 + 2,11 14,62 + 2,49 13,08 + 3,34 11,04 +,013
Capitulos 14,69 + 3,03 36,31+ 2,12 42,65+1,01 23,94 +1,53 36,31+ 2,12 18,08 + 0,59
Fase de floragdo Ramos 14,36 £ 1,82 30,13+ 1,07 14,22 + 2,38 23,43 £ 1,66 30,13+ 1,07 17,18 £ 1,49
Folhas 16,11 + 1,53 21,29 +1,01 5,75 + 3,40 22,38 +1,32 21,29 +1,01 13,72 + 3,68
Cipselas 8,26 + 2,56 16,58 + 3,28 13,91 + 1,69 7,97 +1,28 16,58 + 3,28 15,58 + 0,17
Fase de frutificagcdo Ramos 22,67 + 0,52 20,79 + 3,34 24,22 + 0,67 18,96 + 0,94 20,79 + 3,34 18,96 + 0,96
Folhas 17,76 + 1,57 14,60 + 1,39 12,59 + 0,95 16,39 + 0,65 14,6 £1,39 13,54 + 2,17
Fase de dispersio Ramos 20,85+ 1,21 27,08 + 1,99 21,85+ 0,51 20,91 + 2,12 27,08 + 1,99 18,74 + 1,68
Folhas 15,70 £ 0,59 13,52 + 2,74 15,54 + 0,93 12,54 + 1,26 13,52 + 2,74 12,9+ 1,04
Laevigatina 18,92 £1,01
Galantamina 81,23 +0,42
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5. Consideracoes Finais

Os menores rendimentos de Oleos volateis obtidos de folhas de Chromolaena
laevigata da populacdo proveniente do Cerrado, bem como o menor teor de monoterpenos
desta, em relacdo as populacdes provenientes da Mata Atlantica, podem estar relacionados
com a maior temperatura e menor umidade e precipitacdo daquela regido, o que desfavorece a
manutencdo de compostos mais volateis, como 0os monoterpenos. Mas de um modo geral, as
variagdes observadas na composicdo quimica dos 6leos volateis de Chromolaena laevigata
ndo puderam ser diretamente relacionadas com as variaveis ambientais medidas, o que sugere
que outros fatores ambientais ndo avaliados podem estar envolvidos, bem como o fator
genético de cada populacao.

A composicdo quimica das trés populacdes foi semelhante, com predominéncia de
sesquiterpenos e 0s mesmos compostos majoritarios, com um balanco entre espatulenol em
ramos e laevigatina em folhas e 6rgaos reprodutivos.

As atividades bioldgicas observadas neste estudo se devem a acdo sinergistica dos
compostos volateis que compdem os 6leos testados, uma vez que a laevigatina, o constituinte
majoritario nos 6leos de folhas e partes reprodutivas da espécie estudada, ndo apresentou
atividade nos ensaios utilizados.

A escassez de trabalhos publicados sobre a bioatividade da maioria dos compostos
identificados nestes 0leos sugere que mais estudos sejam realizados, principalmente no que se
refere aos sesquiterpenos.

Os oOleos volateis apresentaram bons resultados contra os fungos filamentosos
Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum, principalmente na populacdo de
ocorréncia natural na Mata Atlantica, mas em concentragdes muito maiores que a do controle
Nistatina.

Para o fungo leveduriforme Candida albicans, os 6leos obtidos da populacédo cultivada
mostraram-se mais ativos, com aproximadamente o triplo da concentragdo do controle
positivo.

Exceto pelos cristais isolados, todos os Oleos volateis testados revelaram bons
resultados contra a bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus. Estudos posteriores
deverdo ser realizados para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e
concentracdo bactericida minima (CBM) desses 6leos frente a este microrganismo.

Os 6leos testados ndo apresentaram potencial anticolinesterasico.
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6. Conclusdes

» Foram encontrados cerca de 60 compostos nos éleos de Chromolaena laevigata das
populagOes da Mata Atlantica e do Cerrado, dos quais 47 foram identificados.

» A laevigatina pode ser considerada um marcador taxondmico para esta espécie.

» Observou-se um balanco entre laevigatina e espatulenol, compostos encontrados

majoritariamente em folhas e partes reprodutivas e em ramos, respectivamente.

» Os compostos verboccidentafurano, dihidroisochromolaenina e pirocurzerenona foram

encontrados exclusivamente nos 6rgaos reprodutivos.

» Apesar da literatura definir os monoterpenos como a classe de compostos
predominante nos Oleos volateis, os 6leos de C. laevigata apresentam teores bem

maiores de sesquiterpenos em sua composicao.

» O periodo de dois anos nao foi suficiente para observar uma tendéncia na producao e
composi¢do dos 0Oleos volateis nessa espécie. Talvez seja necessario um periodo de

anélise mais longo para encontrar um padré&o.

» Este foi o primeiro estudo com esta espécie envolvendo a analise de diferentes partes
vegetais e nas diferentes fases fenoldgicas, buscando compreender, no periodo de dois
anos, a dindmica de producdo de 6leo volatil ao longo do seu ciclo de vida, em

diferentes populacgdes.
> Apesar da espécie apresentar bom rendimento de 6leo volatil, as atividades bioldgicas

detectadas nas concentracBes preliminares, quando comparadas a concentracdo dos

padrdes, ndo justificam a exploracédo desses 6leos para fins farmacéuticos.
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7. Resumo

Chromolaena laevigata (Lam.) King & Rob., pertencente a familia Asteraceae, € uma
planta perene, arbustiva, proveniente das Ameéricas e encontrada em cerrado, bordas de
floresta e areas de vegetacdo alterada. Trabalhos anteriores demonstraram que apesar da
composi¢do quimica dos Oleos desta espécie variar em funcdo do seu local de coleta, a
laevigatina é a substancia majoritaria, considerada marcador quimico da espécie. Ensaios com
extratos da espécie revelaram atividades antifungica e antibacteriana. O objetivo deste estudo
foi analisar a composicdo quimica e as atividades biologicas dos Oleos volateis de C.
laevigata, em diferentes fases fenoldgicas, no periodo de dois anos, de populagdes de
ocorréncia natural do Cerrado de Mogi-Guacu e do Instituto de Botanica e de plantas
cultivadas no Instituto de Boténica. Para tanto, ramos e folhas secos e capitulos e cipselas
frescos foram extraidos por hidrodestilagdo (3 horas) e analisados por CG/EM. A atividade
antifungica pelo método de bioautografia direta utilizou como fungos reveladores
Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum. Para o ensaio por microdilui¢do foram
utilizados os microrganismos Candida albicans, Saphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli. A atividade anticolinesterasica foi avaliada por ensaio
colorimétrico em microplaca. Os maiores rendimentos de 6leo volétil foram obtidos de folhas,
em relacdo a ramos e 6rgdos reprodutivos, e em geral maiores no segundo ano de coleta. As
folhas das plantas provenientes do Cerrado apresentaram menor rendimento que as da Mata
Atlantica. Foram encontrados cerca de 60 compostos volateis, dos quais 47 foram
identificados, com predominio de sesquiterpenos. Os maiores teores de monoterpenos foram
obtidos nos 6leos oriundos das populagdes de Mata Atléntica e no segundo ano de estudo
notou-se, em geral, uma reducdo dessa classe de compostos nos 0Oleos. Observou-se um
balango entre os majoritarios espatulenol e laevigatina, em que o aumento de um coincidiu
com a reducgéo do outro, sendo que o primeiro predominou em ramos e o segundo em folhas,
capitulos e cipselas. Cristais de laevigatina formaram-se nos 6leos de capitulos e cipselas
coletados em 2007, o que ndo se repetiu em 2008. O limite de deteccdo do ensaio de
bioautografia direta revelou que, de um modo geral, os Gleos de C. laevigata possuem
potencial antifungico contra Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum, nao
atribuido a presenca de laevigatina, com destaque para a populacdo de ocorréncia natural na
Mata Atléntica, com atividade forte em até 25 ug de dleo. A populacdo cultivada foi mais
ativa que as demais contra Candida albicans. Todos os dleos testados foram ativos contra
Saphylococcus aureus com até 100% de inibicdo, com excecdo dos cristais de capitulos, mas
inativos contra Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. N&o foi detectada atividade
anticolinesterasica para os 0leos testados. Os resultados permitem concluir que os 6leos de C.
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laevigata sofrem variacGes de acordo com o ambiente em que se desenvolvem as plantas, bem
como de um ano para o outro e sob as diferentes fases fenologicas, resultando em variages

nas atividades bioldgicas por eles promovidas, com destaque para o seu potencial antifungico.
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8. Abstract

Chromolaena laevigata (Lam.) King & Rob., belonging to the Asteraceae family, is a
perennial shrub from the Americas and found in Cerrado, forest edges and areas of altered
vegetation. Previous studies have shown that despite the chemical composition of the oils of
this species varies according to their place of collection, laevigatin is the majority compound,
considered the chemical marker of the species. Bioassay with extracts of this species showed
antibacterial and antifungal activities. The aim of this study was to analyze the chemical
composition and biological activities of the volatile oils of C. laevigata in different
phenological phases, during the period of two years, of natural occurrence populations from
the Mogi-Guacu Cerrado and the Instituto de Botanica and plants cultivated in the Instituto de
Boténica. Dried stems and leaves and fresh capitula and cypselas were extracted by
hydrodistillation (3 hours) and analyzed by GC/MS. Cladosporium cladosporioides and C.
sphaerospermum were used in antifungal activity by the method of direct bioautography.
Candida albicans, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli
were used for the antimicrobial test by microdilution. The anticholinesterase activity was
evaluated by colorimetric assay in microplate. The best yields of volatile oil were obtained
from leaves, instead of stems and reproductive organs, and generally higher in the second year
of collection. Leaves of the plants from Cerrado had lower yields than those from the Atlantic
Forest. Sixty volatile compounds were found and 47 of them were identified, with
predominance of sesquiterpenes. The highest levels of monoterpenes were obtained in oils
from the populations of Atlantic Forest and, in general, in the second year of study a reduction
of this class of compound was noticed. There was a balance between the major compounds
spathulenol and laevigatin, when the increase of one coincided with the reduction of the other,
with the first in stems and the second in leaves, capitula and cypselas. Laevigatin crystal was
formed in oils of capitula and cypselas collected in 2007, what didn’t repeat in 2008. The
detection limit of the direct bioautography test showed that, in general, the oils of C. laevigata
have antifungal potential against Cladosporium cladosporioides and C. sphaerospermum,
which cannot be attributed to the presence of laevigatin, with emphasis on the population of
natural occurrence in the Atlantic Forest, which showed the strongest activities up to 25 u g of
oil. The cultivated population was the most active against Candida albicans. All oils tested
were active against Staphylococcus aureus with up to 100% of inhibition, except for the
crystals of capitula, but inactive against Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli.
Anticholinesterase activity was not detected for the oils tested. The results show that the oils

of C. laevigata suffer variations according to the environment in which plants are developed
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as well as from one year to another and under the different phenological phases, resulting in

changes in their biological activities, with emphasis on its antifungal potential.
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10. Anexo

Tabela 15. Tempos de retencéo da série homdloga de n-

alcanos (Cs-Cg) utilizada para o calculo do indice de

Kovats.
C Tempo de Retencéo
5 4,80
6 6,82
9 7,73
10 11,84
11 16,39
12 21,06
13 25,59
14 29,92
15 33,99
16 37,84
17 41,53
18 44,64
19 48,06
21 54,29
22 57,14
23 59,92
25 65,17
26 73,27

30 76,40
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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