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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pé6s-Graduagcdo em Engenharia Florestal
Universidade Federal de Santa Maria

OLEOS ESSENCIAS DE Nectandra grandiflora E
Ocotea acutifolia: RENDIMENTO, COMPOSICAO QUIMICA E
ATIVIDADES BIOLOGICAS

AUTORA: DANIELA THOMAS DA SILVA
ORIENTADORA: BERTA MARIA HEINZMANN
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 25 de fevereiro de 2013.

Este trabalho visa contribuir com o conhecimento e com a obtencdo de novos
produtos Uteis ao homem e aos animais a partir de espécies nativas, nomeadamente
Nectandra grandiflora Nees e Ocotea acutifolia (Nees) Mez. Os 6leos essenciais
(OE) destas espécies foram extraidos através da hidrodestilacdo, com auxilio do
aparelho Clevenger, determinando-se o rendimento (% m/m) e a composi¢céo
guimica por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).
As andlises referentes ao efeito da variabilidade sazonal sobre o rendimento e a
composi¢cdo do OE obtido a partir das folhas de N. grandiflora durante um ano
também foram realizadas, a fim de se verificar a melhor época de coleta do material
vegetal. Adicionalmente, objetivou-se a avaliagcdo das propriedades sedativo-
anestésicas do OE das folhas de O. acutifolia em jundias, e do potencial larvicida do
OE das folhas de N. grandiflora frente as larvas de Odonata. A analise quimica dos
OE das folhas, inflorescéncias e das cascas de N. grandiflora evidenciou que este é
formado preponderantemente por sesquiterpendides, sendo a deidrofuquinona o
composto majoritario. Para os OE das folhas e inflorescéncias de O. acutifolia
identificou-se como sesquiterpendide majoritario o 6xido de cariofileno. O OE das
folhas de N. grandiflora, apresentou rendimento significativamente maior na
primavera (0,75%), que coincide com o periodo de floragdo da espécie, e 0 menor
rendimento foi obtido durante o inverno (0,39%). No entanto, a composi¢cao quimica
nao sofreu influéncia das estagbes do ano e foram verificadas apenas pequenas
diferencas quantitativas na proporcéo dos sesquiterpendides majoritarios no OE das
folhas de N. grandiflora. O composto deidrofuquinona predominou durante o periodo
de estudo, sendo encontrado em maiores teores na estacdo do inverno. Ja na
primavera, houve um incremento nos teores do composto biciclogermacreno, e
decréscimo nas concentracdes de deidrofuquinona. O OE das folhas de O. acutifolia
apresentou atividade anestésica frente a juvenis de jundia (Rhamdia quelen), em
concentracdes que variaram de 300-900 pL L™. A concentracdo de 100 pL L™ do OE
de N. grandiflora ndo mostrou ser eficiente no controle das larvas da ordem
Odonata.

Palavras-chaves: Extrativos vegetais. Lauraceae. Produtos florestais néao-
madeireiros. Sazonalidade.
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ESSENTIAL OILS OF Nectandra grandiflora AND
Ocotea acutifolia: YIELD, CHEMICAL COMPOSITION AND
BIOLOGICAL ACTIVITIES

AUTHOR DANIELA THOMAS DA SILVA
ADVISOR: BERTA MARIA HEINZMANN

This work aimed to contribute with the knowledge and generation of new and useful
products to humans and animals from native species, namely, Nectandra grandiflora
Nees and Ocotea acutifolia (Nees) Mez. Essential oils (EO) of these species were
extracted by hydrodistillation with Clevenger apparatus in order to determine the yield
(% w/w) and chemical composition using gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS). Analyzes concerning the effect of seasonal variability on the
yield and composition of EO obtained from leaves of N. grandiflora for a year were
also performed in order to verify the best time for collecting the plant material.
Additionally, the evaluation of the sedative/anesthetic properties of EO of leaves of
O. acutifolia in silver catfish, and the larvicidal potential of EO of leaves of N.
grandiflora against Odonata larvae were performed. Chemical analysis of EO of
leaves, inflorescence and bark of N. grandiflora showed that they are composed
mainly of sesquiterpenoids, being dehydrofukinone the major compound. For EO of
leaves and inflorescences of O. acutifolia, we identified the sesquiterpenoid
caryophyllene oxide as major compound. The leaves of EO of N. grandiflora showed
significantly higher yield in the spring (0.75%), which coincides with the flowering
period of the species, whereas the lowest yield was obtained during the winter
(0.39%).However, the chemical composition was not influenced by the seasons of
collection. There were only small quantitative differences in the proportion of the
major sesquiterpenoids in the EO of the leaves of N. grandiflora. The compound
dehydrofukinone predominated during all the period, and was found at higher
concentrations in the winter. In the spring, there was an increase of the contents of
bicyclogermacrene, and a decrease of the concentrations of dehydrofukinone. The
leaves of EO of O. acutifolia showed anesthetic activity against juvenile silver catfish
(Rhamdia quelen) at concentrations ranging from 300-900 L L. The concentration
of 100 uL L™of N. grandiflora EO was not effective to the control of larvae of the
Odonata order.

Key-words: Plant extracts. Lauraceae. Non-timber forest products. Seasonality.
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1 INTRODUCAO GERAL

Durante muito tempo as perspectivas florestais foram voltadas somente para
0S recursos madeireiros e sua exploracéo intensiva, desconsiderando o restante do
ecossistema florestal. No entanto, a valorizacdo apenas da producdo madeireira
vem sendo gradualmente modificada nos ultimos anos, abrindo portas para outros
produtos e beneficios que as florestas podem proporcionar (SANTOS et al., 2003).
Conforme Janse e Ottitsch (2005), recentemente, a atencdo europeia esta voltada
para a ampla gama de produtos e servigos que a sociedade pode obter dos recursos
florestais, e mencionam o termo “Produtos e Servicos Florestais Ndo — Madeiraveis”
como um dos termos usados para designar tais funcdes florestais, além da producéo
madeireira.

De acordo com a classificacdo da FAO (2008), produtos florestais nao -
madeiraveis (PFNM) sédo produtos biolégicos para consumo humano (frutos, mel,
fungos) ou outros produtos como Oleos essenciais, resinas, corticas, que Sao
derivados de florestas nativas, sistemas agroflorestais, florestas plantadas, bem
como de locais cobertos com algum tipo de vegetacdo. Aos servicos florestais cabe
a protecdo contra erosao do solo, considerando-se também os valores sociais e
econdbmicos, como atividades de lazer (turisticas, esportivas e recreativas), valores
estéticos e culturais.

Atualmente os PFNM representam um dos grupos mais desafiadores do
ponto de vista mercadoldgico, gracas a seu numero, versatilidade, variedade de
usos e diferenciacdo de outros produtos basicos (SANTOS et al., 2003). Tais
produtos tém sido reconhecidos como uma importante ferramenta para a
conservagao e manejo dos recursos naturais (BATISH et al., 2008) e como uma
fonte alternativa de renda (TORRES, 2001). Além disso, o0 manejo florestal voltado a
producdo de produtos florestais n&do-madeireiros pode ser ecologicamente e
economicamente sustentavel, desde que adequadamente utilizado (CAMPBELL;
TEWARI, 1996).

Deste modo, nota-se a importancia que espécies produtoras de 6leos detém
no que se refere ao desenvolvimento de pesquisas, bem como de programas de

reflorestamentos e alternativas de manejo sustentavel da flora nativa, uma vez que



alguns PFNM, dentre eles os 6leos essenciais (OE) possuem alto valor no mercado.
Isso se deve as conhecidas propriedades antibidticas, anti-inflamatorias,
antifangicas, analgésicas e sedativas (PINHEIRO, 2003), além da utilizacdo dos
compostos volateis nas indastrias farmacéuticas e de perfumaria, produtos de
higiene e limpeza (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

O Brasil € considerado o pais com a maior biodiversidade do planeta, com
aproximadamente 55 mil espécies de plantas nativas distribuidas nos seis principais
biomas (VIEIRA; BIZZO; DESCHAMPS, 2009). No entanto, mesmo se destacando
na producéo de OE, ao lado da india, China e Indonésia, o Brasil deve esse espago
a industria de OE obtidos a partir de espécies citricas, principalmente da laranja
(BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009), demonstrando o quanto o pais ainda pode
crescer neste ramo.

As espécies Nectandra grandiflora Nees e Ocotea acutifolia (Nees) Mez,
conhecidas popularmente como canela-amarela e canela-branca, respectivamente,
pertencem a familia Lauraceae, considerada como uma das familias de maior
importancia econdmica em virtude de suas espécies possuirem extensa aplicacao
(MARQUES, 2001; MELO et al., 2006). Cita-se como exemplo as espécies Laurus
nobilis L., Cinnamomum zeylanicum Blume e Cinnamomum camphora (L.) J. Presl,
gue sdo amplamente utilizadas em condimentos, e nas industrias de perfumaria e
medicamentos, respectivamente. Muitos representantes dos géneros Aniba Aubl.,
Ocotea e Nectandra se destacam pelo alto valor econbmico de seus Oleos
essenciais encontrados em grande quantidade no lenho e na casca, e também pelo
potencial madeireiro (MARQUES, 2001; VIEIRA; BIZZO; DESCHAMPS, 2009).
Esses sdo alguns exemplos da diversidade de produtos gerados por este grupo de
espécies, que além de destaca-los cada vez mais no mercado, estimulam a
realizacdo de pesquisas com o intuito de aprimorar os conhecimentos bioldgicos e
guimicos, visto o potencial dessas espécies.

Esta dissertacdo esta organizada na forma de trés manuscritos. Cabe
ressaltar que os mesmos estao formatados de acordo com os periddicos aos quais
foram submetidos. Aqueles que serdo submetidos se encontram nas normas da
Universidade Federal de Santa Maria.

O item destinado a Revisdo de Literatura inicia com uma breve descricdo
sobre Oleos essenciais, apresentando apds uma revisdo sobre os géneros

Nectandra e Ocotea, com aspectos quimicos e usos gerais relativos a eles. Em
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seguida, apresentam-se as espécies estudadas, Nectandra grandiflora Nees e
Ocotea acutifolia (Nees) Mez, suas respectivas caracteristicas botanicas, bem como
dados quimicos e usos descritos.

Os manuscritos sdo apresentados como parte dos resultados e estdo
inseridos no item Manuscritos Cientificos. De forma geral, 0 manuscrito 1 aborda a
variabilidade sazonal do rendimento do OE das folhas de N. grandiflora, o
manuscrito 2 descreve a composi¢cao quimica do OE de diferentes 6rgdos de N.
grandiflora e de O. acutifolia, e por fim, o manuscrito 3 avalia a variabilidade sazonal
da composicédo quimica do OE das folhas de N. grandiflora. Nos mesmos constam
Material e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias utilizadas. Aqueles
resultados que ndo foram descritos nos Manuscritos Cientificos, sdo apresentados
em Resultados Adicionais, e descrevem o0s testes bioldgicos realizados e os
resultados obtidos.

Na Discussao Geral, buscou-se realizar uma interpretacdo dos resultados
obtidos, bem como correlaciona-los com a literatura e entre si. A dissertacdo é

finalizada pelas Conclusdes, Referéncias Bibliograficas e Anexos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

O objetivo deste trabalho é analisar o rendimento e a composi¢cao quimica dos
Oleos essenciais obtidos a partir das espécies Nectandra grandiflora Nees e Ocotea

acutifolia (Nees) Mez, e avaliar suas potenciais atividades bioldgicas.

2.2 Especificos

— Analisar a variabilidade sazonal do rendimento do 6leo essencial das folhas
de N. grandiflora, coletada no municipio de Jaguari, RS, no periodo de um

ano,

— Analisar o rendimento e a composi¢cao quimica dos 6leos essenciais extraidos

de diferentes 6rgaos vegetais de N. grandiflora, coletados na primavera;

— Analisar o rendimento e a composi¢cdo quimica dos Oleos essenciais das
folhas e inflorescéncias de O. acutifolia coletada no outono, no municipio de

Sao Francisco de Assis, RS;

— Analisar a variabilidade sazonal da composicdo quimica do 6leo essencial das

folhas de N. grandiflora, no periodo de um ano;

- Investigar a atividade anestésica do Oleo essencial de O. acutifolia, e a

atividade larvicida do 6leo essencial de N. grandiflora.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Oleos essenciais

Entre os produtos do metabolismo vegetal mais promissores e de mais facil
acesso para a pesquisa de compostos Uteis ao homem e aos animais encontram-se
os 6leos essenciais (OE), conhecidos também por esséncias, 6leos volateis ou 6leos
etéreos (SOUZA, 2007). Correspondem a misturas complexas de substancias
volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas, liquidas de coloracdo amarela ou incolor,
sollveis em solventes organicos, e instaveis na presenca de luz, calor, umidade e
metais (SIMOES; SPITZER, 2004).

Os componentes dos OE, responsaveis pelas propriedades aromaticas e
odoriferas das plantas, sdo pequenas moléculas, de baixo ponto de ebulicdo e
elevadas pressdes de vapor a temperatura ambiente. Os mesmos sao originados
por vias biossintéticas distintas, em geral sdo derivados terpenoidicos (que resultam
da polimerizacdo de unidades de isopreno) ou fenilpropanoidicos (compostos de
estrutura aromatica), e podem apresentar em sua constituicdo diversos grupos
quimicos funcionais, como ésteres, éteres, aldeidos, alcoois, acidos, cetonas,
oxidos, peréxidos, etc. Os compostos terpénicos sao os mais frequentes nos 6leos
essenciais. Sao classificados em monoterpendides, sesquiterpendides e
diterpendides, conforme o nimero de unidades de isopreno em sua estrutura. As
duas primeiras classes de derivados terpenoidicos sdo comuns nos OE, enquanto a
terceira aparece raramente (SIMOES; SPITZER, 2004; GANG, 2005).

Os OE podem ser sintetizados por todos os 6rgaos vegetais (botdes florais,
folhas, sementes, frutos, galhos/ramos, raizes, lenho ou casca), sendo secretados e
armazenados em estruturas secretoras como cavidades, canais/dutos, idioblastos e
tricomas glandulares (SIMOES; SPITZER, 2004; BAKKALI et al., 2008;
FIGUEIREDO et al., 2008). Também sao obtidos por varios métodos de extragéo,
que incluem as técnicas de prensagem ou espressdo, enfloracdo (enfleurage),

extracdo assistida por microondas, extracdo com solventes organicos, com fluido
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supercritico, arraste a vapor e hidrodestilacdo (SIMOES; SPITZER, 2004; BAKKALI
et al., 2008; ZHANG; YANG; WANG, 2011).

A distribuicdo dos OE no reino vegetal ndo € muito ampla, sendo
encontrados em aproximadamente 50 familias, com rara ocorréncia em
Gimnospermas (excecdo para a familia Pinaceae), e baixa em Angiospermas
Monocotiledéneas (excecdo para as familias Cyperaceae e Poaceae). Entre as
Angiospermas Eudicotiledéneas, citam-se as familias Apiaceae, Asteraceae,
Fabaceae, Lamiaceae, Myrtaceae, Oleaceae, Rosaceae e Rutaceae, e entre as
Angiospermas Magnoliideas, citam-se as familias Lauraceae e Piperaceae,
bastante conhecidas por suas propriedades biologicas relacionadas a presenca de
OE (BRUNETON, 2001; SIMOES; SPITZER, 2004; FIGUEIREDO et al., 2008).

3.1.1 Funcdes bioldgicas dos 6leos essenciais nas plantas

Os OE foram considerados, por muito tempo, como um “desperdicio
fisiologico” (SIMOES; SPITZER, 2004), ou ainda, como residuo do metabolismo
vegetal (GANG, 2005). Inumeras hipéteses foram levantadas para explicar a real
importancia da sintese desses compostos nas plantas. Entretanto, nas ultimas
décadas, o que se tem comprovado € que os OE exercem fungdes importantes e
especificas dentro das plantas. Mesmo nao sendo requeridos para 0 processo do
metabolismo primario, como a sintese de proteinas, muitos desses compostos sao
vitais para a manutencao da espécie e, portanto, ndo sao de secundaria importancia
(GANG, 2005).

Na natureza, os OE atuam na defesa das plantas contra seus inimigos
naturais, como os herbivoros (BAKKALI et al., 2008), desempenhando um papel
fundamental nas interacdes entre planta-inseto, bem como entre planta-planta
(GLINWOOD; NINKOVIC; PETTERSSON, 2011). Esses compostos podem atuar
também na protecdo das folhas e meristemas contra perda de dgua e aumento da
temperatura, contribuindo para a termotolerancia da planta ao estresse abiotico e,
também, na remocdo de espécies reativas de oxigénio (radicais livres) (GANG,
2005; GLINWOOD; NINKOVIC; PETTERSSON, 2011). Além disso, varios Oleos



14

volateis se mostram como potenciais agentes defensores contra bactérias, fungos e
infestantes (GANG, 2005; BAKKALI et al., 2008).

Adicionalmente, estes compostos também exercem outras funcdes nos
vegetais. Desta forma, € aceito que as substancias volateis emitidas pelas flores
envolvem a atragcdo e orientacdo dos polinizadores, agindo ainda de maneira a
proteger os 0Orgdos de reprodugcdo contra possiveis inimigos (DUDAREVA;
PICHERSKY; GERSHENZON, 2004), como é o caso do composto metileugenol,
liberado pelos 6rgéaos florais de Clarkia breweri (A. Gray) Greene quando a flor esta
receptiva a polinizacdo (GANG, 2005). Dentre todas as espécies de plantas que
florescem, 66% dependem da polinizacdo por insetos para sua reprodugédo e
manutencao (SCHIESTL; AYASSE, 2002; LUCAS-BARBOSA; VAN LOON; DICKE,
2011). Outra funcdo dos OE engloba a dispersdo de sementes, ou seja, alguns de
seus componentes sao emitidos pelos frutos para sinalizar aos organismos que 0
fruto esta maduro e suas sementes podem ser dispersas. Essa funcdo € baseada no
fato de que algumas substancias sao especialmente produzidas quando o fruto esta
maduro e estdo ausentes em determinados tecidos vegetais ou em frutos imaturos
(GANG, 2005; SCHWAB; DAVIDOVICH-RIKANATI; LEWINSOHN, 2008).

A atividade alelopéatica sobre a germinagdo de sementes e no crescimento de
plantulas também tem sido reportada como de responsabilidade de alguns
compostos presentes nos OE. Zahed et al. (2010), verificaram que os OE das folhas
e frutos de Schinus molle L. inibiram fortemente a germinacdo e elongacdo da
radicula de Triticum aestivum L. Do mesmo modo, os OE das espécies Eucalyptus
camaldulensis Dehnh. e Lantana camara L. mostraram atividade inibitoria sobre a
germinacéo de Amaranthus hybridus L. (VERDEGUER; BLAZQUEZ; BOIRA., 2009).

3.1.2 Atividades bioldgicas dos 6leos essenciais

Os OE, além de possuirem importancia ecologica nas relagdes planta-planta
e planta-inseto, constituem um grupo de substancias cada vez mais estudado por

sua importancia econbmica. Inumeras propriedades farmacoldgicas estéo
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relacionadas a eles, sendo observadas em mamiferos, bem como em outros
organismos (SCHWAB; DAVIDOVICH-RIKANATI; LEWINSOHN, 2008).

Entre as atividades biolégicas encontradas em OE, seja para um composto
isolado ou para a mistura volatil, estdo as atividades anestésica (CUNHA et al.,
2010a; SILVA et al., 2012); antifangica (TULLIO et al., 2007; FONTENELLE et al.,
2007), repelente/inseticida (NERIO; OLIVERO-VERBEL; STASHENKO, 2010;
MOSSI et al., 2011), antimicrobiana (PABON; CUCA, 2010), acaricida (RIBEIRO et
al., 2010), larvicida (SANTOS et al., 2012), anti-inflamatéria (APEL et al., 2006) e
antioxidante (YAMAGUCHI; ALCANTARA; VEIGA JUNIOR, 2012).

3.1.3 Variacdo sazonal dos 6leos essenciais

A composicdo quimica e o teor de OE de uma planta sdo determinados
geneticamente, dependentes para cada 6rgdo vegetal e seu estagio de
desenvolvimento (SIMOES; SPITZER, 2004; FIGUEIREDO et al., 2008). Outro ponto
a ser considerado, é a existéncia de quimiotipos, que sdo muito frequentes em
plantas produtoras de OE (RAGGI, 2008). Além disso, as condigcbes ambientais,
climaticas e temporais também podem exercer influéncia sobre o metabolismo
secundario das plantas (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

A producdo de OE por Siparuna guianensis Aubl. decresceu no periodo
vegetativo, e aumentou nos meses reprodutivos (VALENTINI et al., 2010). Ja para o
OE de Artemisia annua L. foi observado que o constituinte majoritario, artemisinina,
estd presente em maiores concentracées no periodo vegetativo, e em maior
guantidade nas folhas do que nos galhos (GUPTA et al., 2002).

As variacdes de rendimento e composicdo dos OE estdo correlacionadas
também com a herbivoria, com o ataque de patégenos, bem como com a altitude,
solo, época de coleta, frequéncia de ventos, idade da planta, injuria fisica, poluicédo
atmosférica e estrutura de armazenamento (LIMA; KAPLAN; CRUZ, 2003;
FIGUEIREDO et al., 2008). Deste modo, a época de coleta de uma planta odorifera
€ um dos fatores de maior importancia para que se alcance uma matéria-prima de
gualidade e com concentracdes desejaveis de compostos ativos (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007). Conforme Vitti e Brito (1999), o rendimento e a qualidade do OE das
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folhas de E. citriodora Hook. (atualmente Corymbia citriodora (Hook.) K. D. Hill & L.
A. S. Johnson) aumentam nos meses mais quentes do ano, devido ao baixo teor de
umidade. Barros et al. (2009), verificaram que o teor de OE de Lippia alba (Mill.) N.E.
Br. ex Britton & P. Wilson aumenta no verdo e na primavera, bem como os niveis do

constituinte germacreno D na mistura volatil.

3.2 O género Nectandra Rol. ex Rottb.

A familia Lauraceae tem sua distribuicdo geografica nas regides tropicais e
subtropicais do planeta, sendo representada por cerca de 50 géneros e em torno de
2.500 a 3.000 espécies de arvores e arbustos (VAN DER WERFF; RICHTER, 1996).
No Brasil, ocorrem cerca de 24 géneros e aproximadamente 400 espécies de
Lauraceas (SOUZA; LORENZI, 2012).

Conforme Van der Werff (1991), o género Nectandra Rol. ex Rottb. € o
segundo em importancia entre as Lauraceas neotropicais, por possuir cerca de 120
espécies reconhecidas até o presente. No Brasil, 0 género Nectandra encontra-se
representado por 43 espécies, com grande diversidade nas Florestas Amazonica e
Atlantica (BAITELLO et al.,, 2003 apud ALVES; SARTORI, 2009). O género é
composto por arvores ou arbustos monoicos, com folhas alternas, raras opostas e
subopostas, com inflorescéncia tirséide ou panicula, e fruto bacaceo, elipséide ou
sub-globuloso (QUINET; ANDREATA, 2002).

Nectandra estd entre os géneros de Lauraceae que apresentam maior
namero de espécies de importancia econémica de Lauraceae, juntamente com
Aniba e Ocotea. Esses géneros sdo amplamente utilizados como temperos e
especiarias na culinaria, como matéria-prima para a fabricacdo de papel, construcao
civil, marcenaria, perfumes, industria quimica e farmacéutica, bem como na medicina
popular (GOTTLIEB, 1972; MARQUES, 2001; MELO et al., 2006).

Algumas espécies de Nectandra sdo amplamente utilizadas na medicina
tradicional, como diuréticos, digestivos, antifungicos e anestésicos (MELO et al.,
2006; BRITO, 2009). Os frutos e as folhas de N. pichurim (Kunth) Mez sao odoriferos
e usados contra colicas e problemas gastricos e o lenho de N. rodiei Schomb. ex

Meissner é reconhecido como tonico e antipirético (MARQUES, 2001). Pesquisas
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cientificas evidenciaram atividade antitumoral para os extratos etandlicos das folhas
de N. rigida (Kunth) Nees (LE QUESNE; LARRAHONDO; RAFFAUF, 1980).
Propriedades anti-inflamatorias foram descritas para as espécies N. angustifolia
(Schrad.) Nees (sin. N. falcifolia) e N. megapotamica (Spreng.) Mez (MELO et al.,
2006; SILVA FILHO et al., 2004). Esta ultima espécie apresentou também
propriedades antibacterianas contra Candida albicans, Bacillus subtilis, Escherichia
coli e Aspergillus niger (BARNECHE et al., 2010). A espécie N. salicifolia (Kunth)
Nees apresentou atividade antimalarica (BOHLKE et al.,1996), sendo utilizada
também como relaxante vascular (SLISH et al., 1999).

Os OE presentes em espécies de Nectandra, bem como suas propriedades
bioldgicas sdo pouco estudados. Na literatura sdo reportados estudos
farmacoldgicos de o6leos essenciais de N. salicina C.K. Allen e N. membranacea
(Sw.) Griseb., que apresentaram propriedades antitumorais (CICCIO; CHAVERRI;
DIAZ, 2009; WERKA; BOEHME; SETZER, 2007), e de OE de N. megapotamica
como sendo potenciais antimicrobianos frente a bactéria Gram-positiva
Staphylococcus aureus (BRITTO, 2009). O OE de N. megapotamica também exibiu
propriedades anti-inflamatoérias (APEL et al., 2006), e atividade anestésica frente a
juvenis de robalo (TONDOLO, 2011).

3.2.1 Nectandra grandiflora Nees

As caracteristicas botanicas da espécie N. grandiflora foram descritas por
Lorenzi (2002) como correspondentes a:

Arvore de cerca de 10-15 m de altura, perene, dotada de copa globosa
densa, com ramos novos levemente angulares. Tronco ereto e mais ou
menos cilindrico, com casca quase lisa, de 40-70 cm de diametro. Folhas
alternas, simples, coriaceas, geralmente glabras em ambas as faces, de 5-
15 cm de comprimento por 2-6 cm de largura, sobre peciolo de 4-10 cm de
comprimento. Inflorescéncias em paniculas axilares e terminais, glabras e
glaucas, contendo muitas flores de cor branca e muito perfumadas. Fruto
baga elipsoide, glabra, de 15-10 mm de comprimento, com polpa carnosa e
de cor preta quando madura. (LORENZI, 2002).

Considerada como endémica do Brasil, a espécie N. grandiflora é encontrada

predominantemente nos biomas Mata Atlantica e Cerrado, entre os estados de
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Minas Gerais e Rio Grande do Sul (QUINET et al., 2010; Figura 1). Conhecida
popularmente como canela-amarela, canela-fedida e canela-cheirosa, € uma planta
helidfila e secundaria, sendo uma das espécies de melhor regeneracdo dentro da
floresta (PIZZATO, 1999; LORENZI, 2002).

H

Figura 1 — Distribuicdo geografica da espécie Nectandra grandiflora Nees.

Fonte: Flora do Brasil.

A espécie possui as seguintes sinonimias: Gymnobalanus regnellii Meisn.,
Nectandra glauca Warm. ex Meisn., Nectandra grandiflora var. cuneata Meisn.,
Nectandra grandiflora var. latifolia Nees, Nectandra grandiflora var. longifolia Meisn.,
Nectandra grandiflora var. oblongifolia Nees e Nectandra grandiflora var. obovata
Meisn. (Tropicos.org).

No Rio Grande do Sul, esta espécie participa da composicéo floristica, porém
de forma esporadica, das Florestas do Alto Uruguai, Serra do Sudeste, Depresséo
Central e Campos de Cima da Serra (SOBRAL et al., 2006). E frequente em
formacdes semi-abertas como matas ciliares, capoeiras e matas de pinhais, em
altitudes compreendidas entre 600-1300 m (LORENZI, 2002), preferindo sitios bem

drenados e a encosta superior de morros (MARCHIORI, 1997).



19

Com porte pequeno (Figura 2), N. grandiflora ndo é considerada como de
grande expressdo madeireira (PIZZATO, 1999). Apresenta madeira com cheiro
fortemente adocicado e desagradavel, porém sem o odor de excremento presente
em outras espécies de Lauraceae (ZANON; GOLDENBERG; MORAES, 2009). As
folhas, flores e a casca também possuem odor caracteristico. A floracdo da espécie
ocorre entre os meses de agosto a outubro e a frutificagcdo de janeiro a margo
(MARCHIORI, 1997).

Figura 2 — Exemplar de Nectandra grandiflora Nees, Jaguari, RS.

Autor: Longhi, S. J.

s

Na medicina popular, a canela-amarela é utilizada como anti-reumatica,
diurética e digestiva (RAGGI, 2008). Estudos quimicos e farmacoldgicos preliminares
realizados com essa espécie evidenciaram atividade antitumoral do extrato etandlico
de sua casca, que produziu efeito inibitério do sarcoma 180 e do carcinoma de
Ehrlich implantados em ratos (MORENO et al., 1993). Ja o extrato etandlico de suas
folhas mostrou atividade antioxidante frente ao -caroteno (RIBEIRO et al., 2005).

O OE de N. grandiflora foi estudado somente por Cunico et al. (2010). Estes

autores identificaram um total de 33 componentes presentes no OE das folhas,
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sendo eles: ciclosativeno, a-copaeno, iso-B-elemeno, B-bourboneno, B-elemeno,
longifoleno, E-cariofileno, aromadendreno, a-himachaleno, alo-aromadendreno, 9-
epi-E-cariofileno, 4,5-di-epi-aristolocheno, p-chamigreno, y-muuroleno, aristocheleno,
B-selineno, y-amorfeno, viridifloreno, germacreno A, Z-dracunculifoliol, elemol,
espatulenol, globulol, B-4a-copaenol, epéxido de B-cedreno, 10-epi-y-eudesmol,
eremoligenol, gimnomitrol, alo-himachalol, eremofilona, esclareno e caureno. Os

mesmos autores evidenciaram que o mesmo OE contém substancias com potencial

antimicrobiano frente a bactéria S. aureus.

3.3 O Género Ocotea Aubl.

O género Ocotea Aubl. é considerado o maior da familia Lauraceae na regiao
Neotropical, com cerca de 350 espécies, a maioria nas Americas tropical e
subtropical. No Brasil, estima-se que ocorram entre 120 a 160 espécies (BAITELLO,
2001). O género € composto por arvores e arbustos, mondicos, didicos ou
gimnodidicos, com folhas em geral alternas, raramente opostas ou subopostas,
inflorescéncia tirsidide-paniculada ou racemiforme, e fruto bacaceo envolvido pela
cupula (ALVES; ISHII, 2007).

Este género apresenta 0 maior nimero de espécies com usos medicinais,
sendo utilizadas contra cefaleias, reumatismo, intoxicagbes metalicas, sifilis,
dermatoses, problemas no trato urinario, como ténicas, estomaquicas, diuréticas,
etc. (ZSCHOCKE et al., 2000a; 2000b; MARQUES, 2001; BACKES; IRGANG, 2009).
Estudos cientificos evidenciaram atividade antiprotozoaria contra Tripanosoma cruzi
e trés cepas de Leishmania para alcaloides presentes em O. lancifolia (Schott) Mez
(FOURNET et al., 2007). A atividade antinociceptiva foi descrita para substancias
presentes no extrato cloroférmico dos frutos de O. puberula (Rich.) Nees
(MONTRUCCHIO et al., 2012), e atividade antimicrobiana contra S. aureus, E. coli,
Enterococcus faecalis e Salmonella tiphymurium foi relatada para compostos
isolados dos galhos de O. macrophylla Kunth (PABON; CUCA, 2010). Propriedades
antioxidantes foram observadas para os extratos etandlicos foliares de O. minor

Vicent., O. nigrescens Vicent., O. leucoxylon (Sw.) Laness., O. ceanothifolia (Nees)
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Mez (YAMAGUCHI; ALCANTARA; VEIGA JUNIOR, 2012), e O. catharinensis
(FUNASKI, 2006) e atividade anti-inflamatoria para O. bullata (Burch.) E. Meyer in
Drege (ZSCHOCKE et al., 2000b). Propriedades sobre o Sistema Nervoso Central
foram descritas para as espécies O. duckei Vattimo-Gil, O. cujumary Mart. e O.
opifera Mart. (MORAIS; BARBOSA-FILHO; ALMEIDA, 1998; GIOGERTTI; NEGRI,
RODRIGUES, 2007).

Sa80 muitas as pesquisas realizadas sobre a composicdo e atividades
biologicas dos OE presentes em espécies de Ocotea. Entre as atividades
observadas para esse grupo de metabdlitos secundarios podem-se citar acdo
antiplaquetaria e vaso relaxante para o OE das folhas de O. quixos (Lam.) Kosterm.
(BALLABENI et al., 2007), antibacteriana para os OE de O. quixos (BRUNI et al.,
2004), O. bofo Kunth (GUERRINI et al., 2006) e O. notata (Nees & Mart.) Mez
(GARRETT et al., 2007), bem como atividade antifingica para os OE de O. odorifera
(Vell.) Rohwer (CASTRO; LIMA, 2011) e O. bofo (GUERRINI et al., 2006). Werka et
al. (2007), evidenciaram que o OE de O. floribunda (Sw.) Mez se mostrou eficiente
como antibacteriano frente a S. aureus, citotoxico (carcinoma hepatocelular), bem
como ativo contra Artemia saligna. Outras atividades foram descritas como de
responsabilidade dos OE presentes em representantes do género Ocotea, como
anti-inflamatéria (BALLABENI et al., 2010), cardiovascular (BARBOSA-FILHO et al.,
2008), larvicida (PINTO JUNIOR et al., 2010) e moluscicida (DIAS et al., 2006).

3.3.1 Ocotea acutifolia (Nees) Mez

Ocotea acutifolia (Ness) Mez é uma espécie riparia, de tamanho mediano e
nativa do Uruguai, Argentina até o Brasil, onde ocorre do Mato Grosso do Sul até o
Rio Grande do Sul, bem como no estado de Minas Gerais (Figura 3). No Rio Grande
do Sul é encontrada na Serra do Sudeste, Campanha e Depressao Central
(SOBRAL et al., 2006; QUINET et al., 2011).

Conhecida popularmente por canela ou canela-branca, O. acutifolia foi

descrita por Klein (1966), da seguinte forma:
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Espécie seletiva xerdfila, bastante frequente no alto das encostas, topo de
morros, bem como em declives fortes, caracterizando-se principalmente
pela sua distribuicdo irregular através da Formacdo da Araucéria. Parece
preferir como agrupamentos preferenciais 0s imbuiais, bem como
associacfes pioneiras da mata pluvial subtropical do oeste. Em virtude
deste fato, observa-se uma sensivel irregularidade quanto a frequéncia,
contudo sua distribuicdo pela mata subtropical € um pouco mais uniforme.
(KLEIN, 1966).

H

Figura 3 — Distribuicdo geografica da espécie Ocotea acutifolia (Nees) Mez.

Fonte: Flora do Brasil.

Marques (2001) relata que a espécie possui madeira adequada para uso em
marcenaria e construcao civil. Os estudos fitoquimicos e biologicos relatados até o
momento para esta espécie sao escassos. Garcez et al. (2011) relatou a
citotoxidade de oito alcaldides aporfindides isolados a partir do extrato etandlico das
folhas e da casca do tronco de O. acutifolia contra células cancerigenas de
humanos. Barneche et al. (2010) evidenciaram atividade antimicrobiana do extrato
diclorometéanico foliar, contra S. aureus e B. subtilis, e do extrato acetdnico foliar,

contra S. aureus, B. subtilis, Pseudomonas aeruginosa e C. albicans (Figura 4).



SALENGUE & SARATVA

Figura 4 — Inflorescéncia de Ocotea acutifolia (Nees) Mez.

Fonte: FloraRS.
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4 MANUSCRITOS CIENTIFICOS

4.1 Manuscrito 1

SILVA, D. T.; BIANCHINI, N. H.; AMARAL, L. P.; LONGHI, S. J.; HEINZMANN, B. M.
Analise do efeito da sazonalidade sobre o rendimento do 6leo essencial das folhas

de Nectandra grandiflora Nees, submetido & Revista Arvore.
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Analise do efeito da sazonalidade sobre o rendimentio 6leo essencial das folhas de
Nectandra grandiflora Nees

RESUMO

Este estudo teve por objetivo avaliar o efeito @alzosalidade sobre o teor de 6leo essencial
(OE) presente nas folhas diectandra grandiflora Nees e determinar se o processo de
secagem do material vegetal influencia no rendimdaste extrativo. Para tanto, foi coletado
material vegetal de 12 individuos ao longo de um e OE foi extraido separadamente de
folhas frescas e folhas secas a temperatura arapipeto método de hidrodestilacéo.
Paralelamente, 20 g de folhas frescas foram levadestufa a 4C até peso constante, para
determinacdo do teor de umidade, procedimento es#tizado para cada coleta,
individualmente. O rendimento de OE das folhas (#n)rfoi calculado para o material
vegetal fresco com base a massa seca, determioadaerando o teor de umidade, bem
como para o material seco a temperatura ambiesteesdltados mostraram que o teor de OE
das folhas da espécie apresentou variabilidadenahzaendo a maior producdo detectada na
primavera (0,75 + 0,06%), e o menor rendimentomerino (0,39 + 0,02%). Desse modo,
indica-se que a coleta de material vegetaNdgrandiflora seja realizada durante o periodo
da floragdo da espécie, ou seja, de agosto a autdiicionalmente, verificou-se que ndo ha
perda de teor OE durante o processo de secagempartgura ambiente e, desta forma esse
procedimento pos-colheita podera vir a ser adot@&lm comprometer o rendimento do

extrativo.

Palavras-chave:extrativos vegetais, Lauraceae, produtos flores@ismadeireiros.
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Analysis of the effect of seasonality on the essaitoil yield of leaves of
Nectandra grandiflora Nees

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of seaseahbility on the essential oil (EO) yield
present in leaves dflectandra grandiflora Nees and as well as to determine whether the
drying process of the plant material influencesyiiedd of this extractive. Plant material was
collected from 12 individuals over a year and EOswextracted by hydrodistillation
separately from fresh and dried leaves at room ¢eatpre. Simultaneously, 20 g of fresh
leaves was taken to stove at 40 °C to constanthivédg determination of moisture content.
This procedure was performed for each collectiahvidually.The yield of EO in leaves (%
w/w) was calculated for fresh plant material basaddry matter, determined by considering
the moisture content, as well as for the dried meltat room temperature. Results showed
that the content of EO in the leaves showed sedsanability with the highest production
detected in spring (0.75 = 0.06%) and the lowesidyin winter (0.39 + 0.02%). Thereby, it is
recommended that the leaved\bfgrandiflora be collected from August to October, which is
the flowering period of the species. Additionalhg loss of EO content during the drying
process at room temperature occurred thus thishaogst procedure could be adopted

without compromising the extractive yield.

Keywords: plant extracts, Lauraceae, non-timber forest prsduc
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1. INTRODUCAO

As espécies fornecedoras de produtos florestaism#eireiros, como as produtoras
de dOleo essencial (OE), tém sido reconhecidas aom fonte alternativa de renda e como
uma importante ferramenta para conservacao e ojondoe recursos florestais (TORRES,
2001; BATISH et al., 2008). As plantas odoriferaglgm alcancar alto valor no mercado
(MARQUES, 2001), além de contribuirem para o comhento do potencial econémico dos
biomas, visando a utilizacdo sustentavel de seusses.

Desde a Antiguidade, os OE sdo amplamente utdzalevido as suas propriedades
antifingicas, antibacterianas, antiparasitariasngeticidas. Atualmente, sdo conhecidos
aproximadamente 3000 OE, sendo que destes 300os@&Eraalmente importantes. Isto se
deve ao fato de possuirem aplicacdo na perfumamaprodutos de limpeza, cosmética,
conservacao de alimentos, como coadjuvantes decamdntos e na indastria farmacéutica
(BAKKALI et al., 2008; BIZZO et al., 2009).

Nectandra grandiflora Nees (Lauraceae), conhecida popularmente comolacane
amarela, € uma espécie endémica do Brasil, endanpr@dominantemente nos biomas Mata
Atlantica e Cerrado (LORENZI, 2002). Na medicingplar,N. grandiflora é utilizada como
anti-reumatica, diurética e digestiva (RAGGI, 20085 estudos farmacoldgicos realizados
com o OE das folhas dessa espécie sdo poucoscarimgobtencial antimicrobiano (CUNICO
et al., 2010).

Ha inumeros fatores que podem levar a variagcfeguaatidade e constancia da
composicdo de metabdlitos secundarios, como fatamelsientais e climaticos, poluicdo
atmosférica, solo, bem como fatores inerentes @rigrplanta, como idade e ciclo de
desenvolvimento, etc. Desse modo, fica clara assatzde de se desenvolver estudos que
avaliem as condi¢Bes e épocas para coleta, comtuzissim a uma elevada producdo de
matéria-prima e qualidade da mesma (GOBBO-NETO BES) 2007; FIGUEIREDO et al.,
2008). Considerando os aspectos acima expostassernte estudo visou analisar o efeito da
sazonalidade sobre o rendimento de OE das folhaNed@andra grandiflora, buscando
definir a época de colheita do material vegetalfengdo da maior producdo de compostos
volateis. Adicionalmente, buscou-se determinar &ediminuicdo dos teores de OE apés a
secagem do material, com o objetivo de avaliar ssipel uso deste procedimento poés-

colheita.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencdo do material vegetal

O material vegetal dd. grandiflora Nees foi coletado em populacdo nativa, em area
no municipio de Jaguari, Rio Grande do Sul, loealiZzsob as coordenadas geograficas -29°
26'25,09” de latitude e -54°4027,73” de longitude.espécie foi identificada pelo Prof.
Solon Jonas Longhi, e uma exsicata de registro SMBB62 encontra-se arquivada no
herbario do Departamento de Biologia, da Univedad&ederal de Santa Maria (UFSM).
Para a avaliacdo do rendimento sazonal do OE, fa@etiadas folhas de doze individuos

(trés individuos em cada estac&o) da espécie @ntreses de julho 2011 até junho de 2012.
2.2  Determinacéo do teor de umidade

Para a determinacdo da umidade, preparou-se umstrande aproximadamente 20 g
de folhas frescas de cada individuo. Apds, estasnfeubmetidas a secagem em estufa a
40°C, até peso constante. O teor de umidade peesentada amostra foi calculado através

. Pumido—Pseco . . A . p
da formula"P,T %X 100. A fim de se comprovar a influéncia do teor degagabre o
u

teor de OE, utilizaram-se, para os calculos deimegto, os valores de massa das folhas
frescas em relacdo a massa fresca (MF BU) e a masaa(MF BS) do material vegetal. A

massa foliar a base seca (MF BS) foi corrigida pety de umidade presente no material

TU-MF BU

vegetal, através da formulF BU — 0

, em que MF BU é equivalente a massa das

folhas frescas usadas nas extracdes dos OE.
2.3  Obtencao do 6leo essencial

O material vegetal picado, composto de folhascées folhas secas a temperatura
ambiente e a sombra, durante 15 dias, foi submetafmaradamente a hidrodestilacéo,
utilizando-se o aparelho Clevenger modificado (FARBOPEIA BRASILEIRA, 2010),
acoplado a um baldo de fundo redondo, com capacidadb L, durante 3 h. As extracdes
foram realizadas em triplicatas, com aproximadasn&0 g de folhas frescas e 300 g de

folhas secas em cada baldo. O teor de OE foi olptidigpesagem em balanca de precisdo e
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133 posterior céalculo do rendimento (% m/m), em relagdoassa foliar & base umida (MF BU),
134 massa foliar a base seca (MF BS) e massa foliar #g¢emperatura ambiente (FS). Os OE
135  obtidos foram armazenados em frascos de vidro gmbdados e conservados a - 4°C.

136

137 2.4  Anélise estatistica

138
. VR% L
139 Os valores dos rendimentos foram transformados par sen_—, antes da anélise

140  estatistica. Para a verificacdo da normalidadeddo®s e homogeneidade de variancias, 0s
141  dados foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilvene, respectivamente. A analise de
142  variancia (ANOVA) de uma via, os testes Tukey, M&¥hitney e teste t foram usados para
143  comparar os dados de rendimento, que estdo apdesnpor média + EPM. As analises
144  foram realizadas no software SigmaPlot, versao, Xhth o nivel minimo de significancia
145  (P<0,05).

146

147

148 3. RESULTADOS

149

150

151 O rendimento médio obtido para o OE das folhascée (MF BS) dél. grandiflora

152  em um ano de coleta foi igual a 0,54 + 0,03%, entpugue para folhas secas, o rendimento
153  médio correspondente foi de 0,51 £ 0,02%. O OEaékirdas folhas frescas (MF BS) e

154  grandiflora apresentou variabilidade sazonal significativa estacdo ao rendimento
155 segundo o teste Tukey, uma vez que aqueles indisidoletados durante a primavera
156  apresentaram teores significativamente maiorescenparacdo com os individuos coletados
157  nas demais estacdes do ano (Figura 1).

158 A guantidade de OE armazenado nas folhas fresc&s B8l deN. grandiflora
159  apresentou um rendimento maximo de 0,75 + 0,06%rin@avera, periodo que coincide com
160 a floracdo da planta, e com o maior nivel de unadétd,09%). Durante o inverno foi
161  verificado um menor rendimento de OE nas folhascae (MF BS), igual a 0,39 £ 0,02%,
162  periodo este em que o teor de umidade das folh@seta foi o mais baixo (40,76%) (Figura
163  2).

164 A fim de se avaliar a influéncia da secagem solieor de OE dé&l. grandiflora, os

165 rendimentos obtidos para as folhas secas a temperambiente (FS) foram comparados
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com aqueles obtidos para as folhas frescas, atosgpela umidade (MF BS), onde foi
observado que ndo ha diferenca significativa eanttbos os rendimentos para cada estagéo
do ano. Esses resultados indicam que houve penddgssecacdo das folhas, ndo tendo
ocorrido diminuicéo do teor de OE por influénciaséaagem a temperatura ambiente.
Realizou-se, paralelamente, a contraprova dessdtado, uma vez que os dados
obtidos para os rendimentos da MF BU sao difereeséatisticamente daqueles obtidos a
partir de MF BS e FS, em cada periodo sazonal (&i8u Esta analise somente foi descrita
a fim de se confirmar que ha influéncia do teoadea presente nas folhas sobre o teor de
volateis, sendo necesséria a retirada da massaguke dos célculos e avaliagbes de

rendimento.

4. DISCUSSAO

O rendimento médio anual a base seca do OE dhaasfdtescas (MF BS) dN.
grandiflora verificado no presente estudo foi inferior ao en@do em espécies de outros
géneros da familia Lauraceae, considerando-se smmésgdo vegetal. A espéci@cotea
porosa (Nees & Mart.) Barroso apresentou um teor de 0,8BRITO, 2009), enquanto que
Taveira et al. (2003) obtiveram rendimentos entfe008% para Aniba canelilla (Kunth)
Mez. J&O. quixos (Lam) Kosterm apresentou teor de OE equivaleit®% (SACCHETTI et
al., 2006). No entanto, em comparacédo com outqaécess deéNectandra, verificou-se que o
OE obtido da canela-amarela apresentou um rendinseipierior . salicina C. K. Allen e a
N. megapotamica (Spreng.) MeZAPEL et al., 2006; CICCIO et al., 2009).

O efeito da sazonalidade sobre o rendimento detadtbém foi verificado para
espécies com®. porosa e N. megapotamica, A. candilla, O. odorifera (Vell.) Rohwer,
Corymbia s citriodora (Hook.) K.D. Hill & L.A.S. Johnson e&paruna guianensis Aubl.
(VITTI and BRITO; 1999; TAVEIRA et al., 2003; CASTRNI et al., 2006; BRITO, 2009;
VALENTINI et al., 2010). Nesses estudos, observewgse a quantidade e a composicao
volatil muitas vezes sédo dependentes da espéas éasdes fenoldgicas em que a mesma se
encontra. Conforme Gobbo-Neto e Lopes (2007), éérecia no aumento do rendimento dos

OE é mais susceptivel ao ciclo vegetativo que aagdes climaticas observadas.
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Pesquisas fenoldgicas cavngrandiflora realizadas no sul do Brasil confirmam que a
espécie floresce de agosto a outubro (CARVALHO,0198ARCHIORI, 1997). O periodo
de floracdo coincidiu com os maiores teores de @& fdlhas deN. grandiflora, ou seja,
houve um aumento significativo no teor de OE dwaat estacdo da primavera. A
variabilidade sazonal encontrada para o OE daadaleN. grandiflora é similar a observada
para as partes aéreas Baccharis dracuncifolia DC. e B. uncinella DC., que conforme
FRIZO et al. (2008), devem ser coletadas duraetdagio de plena floracéo.

Adicionalmente, foi observado que os niveis dedawhe presentes nas folhas foram
diretamente proporcionais aos teores de OE no mesaterial vegetal durante o periodo de
estudo. Desse modo, ha indicios que o rendiment@Eepossa estar ligado também a
disponibilidade hidrica do solo, como detectado@nodorifera e Casearia sylvestris Sw.
(CASTELANI et al., 2006).

Os compostos volateis sdo produzidos por céludmseras especializadas que
minimizam o risco de autotoxicidade e, simultane@mie permitem a presenca de
concentracdes elevadas de metabdlitos secundanidscais onde sua funcdo de defesa e/ou
atracdo pode ser vital (FIGUEIREDO et al., 2008ndJdas possiveis explicacdes para a
permanéncia de compostos volateis nas folhall.dgandiflora mesmo apés sua secagem
relaciona-se a morfoanatomia das suas folhas. Astanmcias lipofilicas e mucilaginosas
presentes em espécies da familia Lauraceae saetaskxy por estruturas internas
denominadas idioblastos, que sdo encontrados em awiparénquima palicadico e/ou
esponjoso (FARAGO et al.,, 2005; COUTINHO et al.0@0FIGUEIREDO et al., 2008;
MARANHO et al., 2009). Os idioblastos secretores distinguem das estruturas
multicelulares pelo contetdo, forma, tamanho e ssspraento da parede (FARAGO et al.,
2005), motivo pelo qual o OE contido nessas estatpossui um padrdao de volatilidade
distinto daquele OE presente em estruturas seasetexternas como 0s tricomas, que
dependendo do método de secagem, sado fortemerntedade(VENSKUTONIS, 1997;
HAMOROUNI SELLAMI et al., 2012).

No entanto, estudos da literatura indicam que roegme os OE estejam armazenados
em células internas, a analise dos métodos deesecdgve ser realizada. Costa et al. (2005)
relatam o uso do desumidificador como um métodoegfie para a secagem do material
vegetal antes da extracdo do OE, visando mantearasteristicas originais d&mbopogon
citratus (DC.) Stapf.
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5. CONCLUSAO

A espécieNectandra grandiflora apresenta variacdo sazonal do rendimento do 6leo
essencial das folhas, que pode ocorrer em func&oaléenologia e teor de umidade presente
no material vegetal. O melhor rendimento foi obtidoperiodo de floragédo, ou seja, indica-se
que a coleta de material vegetal seja realizada est meses de agosto a outubro. Uma vez
que nao houve perda de 0Oleo essencial atravésodesgso de secagem branda, o material
vegetal pode ser submetido a este processamentmin@sta sem comprometer o rendimento
do extrativo. No entanto, pesquisas envolvendonaposicao quimica do 6leo essencial bem
como a comparacao entre diferentes méetodos deesecdgvem ser realizadas a fim de se

otimizar a obtencao do extrativo das folhas despeae.
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Figura 1 — Rendimentos médios (%) dos 6leos essenciais daasfdtescas (MF BS)
obtidas del2 individuos deéNectandra grandiflora nas quatro estacdes do ano (trés coletas
por estacao).
Diferentes letras minasculas indicam diferencasisggtivas entre os rendimentos, pelo
teste Tukey, P<0,05.

Figure 1 —Average yields (%) of essential oils of fresh leay®IF BS) obtained from 12
individuals ofNectandra grandiflora in four seasons (three collections per season).

Different lowercase letters indicate significantfetiences between yields, based on Tukey
test, P<0.05.
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Figura 3 — Rendimentos (%) dos o6leos essenciais das folhasasedeterminados a base
seca (MF BS) e a base umida (MF BU), e das foleaass(FS) délectandra grandiflora
nas quatro estacées do ano.

Diferentes letras maiusculas indicam diferencasifsigtivas de rendimento entre os grupos
e diferentes letras minusculas indicam diferenggsfativas entre os rendimentos dentro

do mesmo grupo, pelo teste Tukey, P<0,05.

Figure 3 —Yields (%) of essential oils of fresh leaves baseddry (MF BS) and fresh
weight (MF BU), and of dry leaves (FS) Wéctandra grandiflora in four seasons.

Different uppercase letters indicate significanffedlences of yields between groups and
different lowercase letters indicate significarftatiences between yields of the same group,
based on Tukey test, P<0.05%.
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4.2 Manuscrito 2
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B. M. Chemical composition of essential oils from different parts of Nectandra

grandiflora Nees and Ocotea acutifolia (Nees) Mez.
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ABSTRACT

The present study aimed to perform a comparative analysis of the chemical
composition of the essential oils (EO) obtained from different organs of Nectandra
grandiflora Nees and Ocotea acutifolia (Nees) Mez, collected in south of Brazil, in
their respective flowering periods. Leaves and inflorescences of both species and
bark of N. grandiflora were collected, and the EO from the fresh samples were
separately extracted by hydrostillation in a Clevenger apparatus and analyzed by gas
chromatography-mass spectrometry (CG-MS). In total, 56 different compounds were
identified, and oxygenated sesquiterpenoids comprised the largest part of volatile
composition of both species. The main compound of the EO from leaf, inflorescence
and bark of N. grandiflora was dehydrofukinone, in variable proportions. The
chemical composition of inflorescence and leaf EO of O. acutifolia also did not differ
significantly. Additionally, the compounds caryophyllene oxide and calarene epoxide
make up the major percentage of them. In conclusion, the volatile composition
observed for the EO of both species differed from those found in other species of
Lauraceae family studied yet.

Keywords: Sesquiterpenoids. Lauraceae. Plant extracts. Volatile composition.
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1 INTRODUCTION

The Lauraceae is a predominantly tropical and large family of trees and
shrubs, with about 50 genera and 2500-3000 species currently recognized in the
world (VAN DER WERFF; RICHTER, 1996). Economically, Lauraceae are an
important group due to the different purposes for which their species can be used
(GOTTLIEB, 1972; MARQUES, 2001; BAKKALI et al., 2008; VIEIRA; BIZZO;
DESCHAMPS, 2009; YAMAGUCHI; ALCANTARA; VEIGA JUNIOR, 2012). There is
increasing researches for the essential oils (EO) of species belonging to this group,
since they are promising survey of new compounds which may be useful to the
society.

Brazil has an important participation in the EO world market, being the fourth
largest producer, after India, China and Indonesia (VIEIRA; BIZZO; DESCHAMPS,
2009). Despite Brazil is considered the country with the greatest biodiversity on the
planet, this participation is mainly due to the export of EO obtained from Citrus
species, like orange, lemon and lima (B1ZZO; HOVELL; REZENDE, 2009; VIEIRA,
B1ZZO; DESCHAMPS, 2009).

The species Nectandra grandiflora Nees and Ocotea acutifolia (Nees) Mez
(Lauraceae) are native trees from Brazil, whose leaves, inflorescences and bark
have intense odor. Previous researches have demonstrated the antimicrobial
properties of both species (BARNECHE et al., 2010; CUNICO et al., 2010). Literature
data on the EO of other members of Lauraceae indicate that there is a great diversity
of chemical composition within the same species, depending on the plant organ, time
place of collection, among other factors (BRITO, 2009; GARCEZ et al., 2009;
ROMOFF et al., 2010). On the other hand, very little is known about the potential of
N. grandiflora and O. acutifolia for the production of EO, especially about the
richness and diversity of their chemical composition. Therefore, this study was
designed to perform a comparative analysis of the chemical composition of the EO
obtained from different organs of these species growing in south Brazil, in their
respective flowering periods.
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2 MATERIAL AND METHODS

2.1 Plant materials

The aerial parts of Nectandra grandiflora Nees and Ocotea acutifolia (Nees)
Mez were, collected, respectively, in Jaguari (October 2011, -29° 26°25,09” S and -
54°40'27,73 W), and in S&o Francisco de Assis (April 2012, -29°32’18,8” S and -
55°905'15,1” W), State of Rio Grande do Sul (south of Brazil). The species were
identified by Prof. Solon Jonas Longhi, and voucher specimens (SMDB n°® 13.162
and n° 13.450, respectively) were deposited in the herbarium of Department of
Biology, UFSM.

2.2 Essential oil extraction and analysis

The essential oils (EO) of leaf, inflorescence and bark of N. grandiflora, and
leaf and inflorescence of O. acutifolia were separately extracted by hydrodistillation
using a Clevenger type apparatus for 3 h (EUROPEAN PHARMACOPEIA, 2007), in
triplicates. The EO were stored at -4°C in amber glass bottles sealed until analysis by
gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS). EO vyields on the
dried weight of different parts of the plants were calculated w/w (%).

GC-MS TIC analysis was performed using an Agilent-6890 gas
chromatograph coupled with an Agilent 5973 mass selective detector, using an HP5-
MS column (5% phenyl - 95% methylsiloxane, 30 m x 0.25 mm i. d. x 0.25 ym) and
EI-MS of 70 eV. The operating conditions were: split inlet 1:100; temperature
program, 40-320°C at 4°C min™; carrier gas He; flow rate 1 mL min™; injector and
detector temperature 250°C. The constituents of EO were identified by comparison of
the mass spectra with a mass spectral library (NIST, 2005), and the Kovats retention
index with literature data (ADAMS, 2001).
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3 RESULTS

A total of 56 compounds were identified in the EO obtained from different parts
of N. grandiflora and O. acutifolia, accounting for 87.2-93.6% and 94.7-96.8% of the
volatile composition, respectively, and their yields are present in Table 1. The EO
obtained from both species showed a chemical profile of terpenic nature, with
predominance of oxygenated sesquiterpenoids (Table 2).

Of the 47 identified compounds in EO of N. grandiflora, 29 belong to the class
of sesquiterpenoids and 17 substances comprise monoterpenoids. The oxygenated
sesquiterpenoids represented 40.8 to 82.4% of EO obtained from this species. The
bark oil showed the highest content of oxygenated sesquiterpenoids (82.4%), due to
the high percentage of dehydrofukinone making up 53.3% of the volatile composition.
Additional oxygenated sesquiterpenoids found in percentages above 2% in the EO of
all organs were selin-11-en-4-a-ol, and two not yet identified substances, named
compound “F’ and compound “M”".

The inflorescence and bark EO of N. grandiflora were composed by small
amount of oxygenated monoterpenoids (1.6% and 0.2%, respectively) and
diterpenoids (0.6% and 0.5%, respectively). The chemical composition of leaf EO of
N. grandiflora differed from the inflorescence and bark oils, since it presented higher
amounts of sesquiterpene hydrocarbons (26.1%), like bicyclogermacrene (11.4%),
valence (4.4%) and drima-7,9(11)-diene (3.8%). Moreover, 15.3% of leaf oil is
composed by monoterpene hydrocarbons, which represents higher content than
found in inflorescence (12.5%) and bark (2.3%) oils. The major monoterpene
hydrocarbons identified in leaf, inflorescence and bark EOs were a-pinene, B-pinene
and B-E-ocimene (Figure 1).

The analysis of the EO obtained from O. acutifolia allowed the identification 19
compounds which are a blend of eigth different oxygenated sesquiterpenoids,
totaling 77.1-79.4% of the volatile composition. Both inflorescence and leaf EO
showed caryophyllene oxide as the major constituent (62.9% and 59.1%,
respectively), following by calarene epoxide (10.3% and 13.2%, respectively). Other
substances belonging to this class are Z-Z-a-bisabolene epoxide, spathulenol, (Z,E)-

farnesol, bicyclovetivenol, Z-a-santalol and -chenopodiol.
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The sesquiterpene hydrocarbons accounting for 6.6% of the leaf EO and
11.5% of the inflorescence EO, and were represented by &-elemene,
bicyclogermacrene, a-guaiene and germacrene D. The remainder components of the
EO of O. acutifolia were oxygenated monoterpenoids (1.2% in leaf and 0.3% in
inflorescence) and monoterpene hydrocarbons (8.2% in leaf and 3.4% in
inflorescence) (Figure 2).

4 DISCUSSION

Despite the wide distribution of the genus Nectandra in Brazil, with about 43
described species (BAITELLO et al.,, 2003 apud ALVES; SARTORI, 2009), little
research has been done on their EO. However, comparison with other species
previously studied indicates that the yields of EO obtained from leaves of N.
grandiflora are higher that found for N. megapotamica and N. salicina (APEL et al.,
2006; CICCIO; CHAVERRI; DIAZ, 2009).

There are several reports about the EO of plants belonging to Ocotea genus,
however no study for EO of O. acutifolia is described. The yield found for leaf EO of
O. acutifolia was lower when compared for the same organ of O. quixos (1.6%)
(SACCHETTI et al., 2006), but was similar to the yields found for leaves of O.
gomezii, O. morae (CHAVERRI; DIAZ; CICCIO, 2011), O. foetens (PINO et al., 2004)
and O. porosa (BRITO, 2009). The vyield of inflorescence EO achieved by O.
acutifolia was higher than found in the same organ of O. quixos (1.9%) (BALLABENI
et al., 2010).

The chemical characteristics observed for the EO of the leaves of N.
grandiflora and O. acutifolia (Table 1) are different and uncommon when compared
with the corresponding data described to other species of the Lauraceae family yet,
which reports the occurrence mostly of mono and sesquiterpene hydrocarbons
(MENUT et al., 2002; CHAVERRI; CICCIO, 2005; WU et al., 2006; TAKATU;
HABER; SETZER, 2007; BARBOSA-FILHO et al., 2008; CICCIO; CHAVERRI; DIAZ,
2009; SILVA et al., 2011). This variability can be explained by the influence of abiotic
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factors such as rainfall, sunlight, wind, as well as by factors inherent to own plant as
vegetative cycle and genotype (FIGUEIREDO et al., 2008).

The leaf EO of N. grandiflora collected in Parana (Brazil), showed 33
compounds in total, and among them eromoligenol, elemol, B-elemene, pB-
bourbonene, spathulenol, germacrene A, globulol and kaurene (CUNICO et al.,
2010), which were also detected in this work. However, there were no reports on the
occurrence of the major compound of the EO of this species found in our study,
dehydrofukinone, in Lauraceae species. This sesquiterpenoid has been described as
a constituent of Senecio species (Asteraceae) (POOTER et al.,, 1986; BOLZAN,
2007; NIEMEYER; 2009). Other species of Nectandra showed atractylone,
bicyclogermacrene, B-caryophyllene, B-selineno, B-pinene and &-cadinene as major
compounds in their EO (WU et al.,, 2006; WERKA; BOEHME; SETZER, 2007,
CICCIO; CHAVERRI; DIAZ, 2009; SILVA et al., 2011).

The chemical composition observed to the EO of O. acutifolia is very similar to
those described by Silva et al. (2013, data not published), for the same species. This
fact is not surprising, since the location, the season of collection and the population
to which the specimen sampled belonged were the same. The major component
identified, caryophyllene oxide, is common to diverse EO of different plant families,
and is also frequently found in members of Lauraceae family, but in these it had been
described in low concentrations (BRUNI et al., 2004; CHALCHAT; OZCAN; 2008).
For the EO obtained from species of Ocotea the presence of the hydrocarbons a-
pinene, B-pinene, E-caryophyllene, a-humulene, germacrene D and p-cymene has
been described in high proportions (TAKATU; HABER; SETZER, 2007; BARBOSA-
FILHO et al.,, 2008; SILVA et al., 2011). Some of those compounds were also
detected in the present study, but in low concentrations. However, there are some
Ocotea species, whose EO have a different chemical profile, even considering the
chemical class of the major compounds. Thus, for example, the phenylpropanoid
derivates E-cinnamaldehyde (27.9%) and methylcinnamate (21.6%) were found in
flower calices EO of O. quixos (BRUNI et al., 2004) and ethy p-coumarate were
described as the major compound of the leaf EO of O. foetens (69.6%) (PINO et al.,
2004). In contrast, phenylpropanoid derivative were not detected in our study.

Likewise to observed for inflorescence and leaf EO of O. acutifolia, Silva et al.

(2011) reported a similar chemical composition for the EO obtained from steam, leaf
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and inflorescence of O. puberula. Minimal differences are seen between the quantity
of the major constituents, byciclogermacrene and B-caryophyllene, in this species.
Bicyclogermacrene is often found as a constituent of the EO of Lauraceae species in
southern Brazil (BRITO, 2009; ROMOFF et al., 2010), and also appears in
percentages of 5.96 and 10.36%, in leaf and inflorescence EO of O. acutifolia,

respectively.

5 CONCLUSION

The chemical compositions verified for different organs of Nectandra
grandiflora and Ocotea acutifolia are quite unusual for EO of Lauraceae species
described yet. The major compound found for bark, leaf and inflorescence N.
grandiflora EO was dehydrofukinone which range from 17.08 to 53.38%. This is the
first time that this compound is described for Lauraceae. For leaf and inflorescence
EO of O. acutifolia, the oxygenated sesquiterpenoid caryophyllene oxide occurred at
higher concentrations (59.09-62.93%).
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Table 1 — Characteristics of essential oils obtained from Nectandra grandiflora and

Ocotea acutifolia.

_ ) Compounds N
Species Plant organ  Yield (w/w %) . N % Identified
identified
N. grandiflora Inflorescence 1,46
N. grandiflora Leaf 0,72 a7 87,2-93,6
N. grandiflora Bark 0,022
O. acutifolia Inflorescence 2,31
19 94,7-96,8

O. acutifolia Leaf 0,79




Table 2 — Chemical composition of the essential oils of different parts of Nectandra grandiflora and Ocotea acutifolia.

RI Percentage of chemical composition
Peak Compound calc RI ref
N. grandiflora O. acutifolia
INF SUP L IN B L IN
1 a-Pinene 929 933 930 4.98 4.06 0.13 0.36 0,30
2 Camphene 944 945 0.29 0.27 0.06 - -
3 B-Pinene 972 974 974 3.84 3.20 0.12 0.20 -
4 B-Mircene 990 990 0.30 0.24 0.05 - -
5 a-Phelandrene 1000 1000 - - 0.05 - -
6 3-Carene 1006 1008 - - 0.04 - -
7 a-Terpinene 1013 1012 0.03 0.03 - - -
8 Limonene 1025 1026 0.50 0.49 0.06 - -
9 Eucalyptol 1027 1028 0.33 0.21 - - -
10 B-Z-ocimene 1036 1038 1037 0.84 0.54 0.14 1.00 0.39
11 B-E-ocimene 1043 1050 1048 4.56 3.63 0.87 6.70 2.68
12 T-Terpinolene 1057 1061 - 0.05 - - -
13 a-Terpinolene 1086 1085 0.06 0.07 0.83 - -
14 B-Linalool 1098 1100 1100 1.12 0.68 0.09 1.15 0.33
15 1-Terpinen-4-ol 1175 1175 0.10 0.07 - - -
16 Z-3-hexenyl-1-butyrate 1187 1186 0.50 0.42 - - -
17 Borneol acetate 1285 1286  0.30 0.22 0.15 - -
18 o-Elemene 1336 1337 1338 0.27 0.17 0.04 - 0.30
19 a-Cubebene 1348 1348 - - 0.04 - -
20 -Bourbonene 1384 1385 1388 0.20 0.12 0.05 - -
21 B-Elemene 1392 1391 1.27 0.69 0.77 - -
22 a-Gurjenene 1409 1410 - 0.04 - - -
23 B-Caryophyllene 1419 1418 0.68 1.24 0.92 - -

54



24 a-Guaiene 1438 1442 1440 1.21 0.65 0.36 0.49 0.76
25 a-Caryophyllene 1453 1454 0.36 0.33 0.27 - -
26 Dehydro aromadendrene 1460 1463 0.19 0.12 - - -
27 Drima-7.9(11)-diene 1469 1471 1471 3.85 2.33 1.02 - -
28 T-Muurolene 1480 1482 1480 1.03 1.17 0.18 - -
29 Germacrene D 1480 1481 1485 - - - 0.30 0.10
30 Valencene 1487 1488 1488 4.44 2.44 1.98 - -
31 Byciclogermacrene 1496 1500 1500 11.47 7.40 241 5.96 10.36
32 Germacrene A 1504 1506 1509 0.93 0.64 0.23 - -
33 y-Cadinene 1517 1514 0.11 - - - -
34 o-Cadinene 1524 1523 0.10 0.12 - - -
35 Kessane 1540 1541 1539 1.65 0.96 2.08 - -
36 2(1H)-Naphthaga;are\iézgztrr:)ynyl-4a.5.6.7.8. 1547 1548 011 0.11 i i i
37 Elemol 1550 1551 1549 0.10 0.11 0.48 - -
38 Viridiflorol 1568 1568  0.09 0.16 - - -
39 Caryophyllene oxide 1551 1554 1555 - - - 59.09 62.93
40 Spathulenol 1576 1583 1578 2.15 0.33 0.37 - 0.55
41 Globulol 1584 1586 1585 0.63 0.59 0.22 - -
42 Humulane-1.6-dien-3-ol 1624 1625 1619 0.30 0.30 0.31 - -
43 Eromoligenol 1633 1633 1631 0.85 0.71 1.45 - -
44 1-Cadinol 1643 1644 1642 0.51 0.54 0.74 - -
45 Compound “F” 1658 1659 * 10.67 11.50 9.37 - -
46 Selin-11-en-4-a-ol 1661 1662 1660 2.85 2.69 4.82 - -
a7 Z-Z-a-Bisabolene epoxide 1667 1668 i - - - 1.60 1.89
48 (Z.E)-Farnesol 1681 1690 - - - 0.95 0.48
49 Calarene epoxide 1717 1719 * - - - 13.22 11.04
50 Bicyclovetivenol 1777 1778 1773 - - - 0.33 0.66
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51 Z-a-Santalol 1783 1784 *x - - - 1.25 1.09
52 B-Chenopodiol 1793 1795 1812 - - - 0.72 0.83
53 Iso-longifolol acetate 1812 1813 1812 - - - 0.70 1.79
54 Dehydrofukinone 1816 1825 *x 17.08 30.78 53.38 - -
55 Compound “M” 1824 1831 * 3.64 6.24 8.99 - -
56 Kaurene 2040 2044 2043 4.25 0.63 0.56 0.75 -
Compounds identified 88.75 87.24 93.60 94.77 96.82
Monoterpene hydrocarbons 15.40 12.57 2.34 8.26 33 7
Oxygenated monoterpenoids 2.36 1.60 0.24 1.15 0.33
Sesquiterpene hydrocarbons 26.12 17.40 8.27 6.65 1 152
Oxygenated sesquiterpenoids 40.85 55.18 82.42 771 6 79.45
Diterpenes 4.25 0.63 0.56 0.75 0.0
Others 0.0 0.0 0.0 0.701 1.79
Compounds unidentified 11.25 12.76 6.40 5.23 3.184
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RI calc: calculated Kovats retention Index; RI ref: reference Kovats retention index (Adams, 2001; Nist, 2005); L: leaves; IN:

inflorescence; B: bark.
* The structures are being elucidated.
** Rl not reported.
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Figure 1 — Typical GC chromatograms for inflorescence (A), leaf (B) and bark (C)
Nectandra grandiflora essential oils. HP5-MS column was used.

1=a-Pinene; 2=B-Pinene; 3=B-E-Ocimene; 4=B-Linalool; 5=Bicyclogermacrene; 6=Compound F;
7=Dehydrofukinone; 8=Kaurene.
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Figure 2 — Typical GC chromatograms for inflorescence (A) and leaf (B) Ocotea
acutifolia essential oils. HP5-MS column was used.

1=B-E-Ocimene; 2=Bicyclogermacrene; 3=Caryophyllene oxide; 4=Calarene epoxide.
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RESUMO

Este estudo foi delineado visando avaliar o efeito da sazonalidade sobre a
composicdo quimica do 6leo essencial (OE) de uma populacdo nativa de Nectandra
grandiflora Nees do municipio de Jaguari (Rio Grande do Sul). O OE das folhas
frescas foi obtido de trés individuos por estacdo e extraido por hidrodestilacdo, por
um periodo de 3 h. As doze amostras de OE obtidas foram analisadas por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). A variacdo
sazonal foi avaliada através da Analise de Componentes Principais (ACP) e da
Analise Hierarquica de Cluster (AHC). Os sesquiterpenoides predominaram em
todas as estacbes do ano, variando entre 66,7 a 80,4% da composicao volatil total,
sendo o constituinte majoritario em todas as amostras a deidrofuquinona. As ACP e
AHC evidenciaram a formagé&o de cinco agrupamentos distintos para o OE, sendo a
variabilidade observada independente da estacdo do ano, sugerindo que seja
decorrente da pequena variabilidade genética entre os individuos, bem como dos

fatores fisiolégicos da planta.

Palavras-chave: Lauraceae. Sazonalidade. Terpendides.
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ABSTRACT

This study was designed to evaluate the effect of seasonality on the chemical
composition of the essential oil (EO) of a native population of Nectandra grandiflora
Nees growing in Jaguari (Rio Grande do Sul). The EO of fresh leaves was obtained
from three individuals per season and extracted by hydrodistillation, for a period of 3
h. The twelve OE samples obtained were analyzed by gas chromatography coupled
to mass spectrometry (GC-MS). The seasonal variation was assessed by Principal
Component Analysis (PCA) and Hierarchical Cluster Analysis (HCA). The
sesquiterpenoids predominated in all seasons, ranging from 66.7 to 80.4% of the
total volatile composition, being dehydrofukinone the major constituent in all samples.
The ACP and AHC showed formation of five distinct clusters for the EO, being the
variability observed regardless of the season, suggesting that it is caused by small
genetic variability among the individuals as well as physiological factors of the plant.

Keywords: Lauraceae. Seasonality. Terpenoids.
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1 INTRODUCAO

A heterogeneidade na composicdo quimica e a falta de constancia na
producéo de 6leo essencial (OE) por parte das plantas pode ser advinda da variacao
geografica, presenca de pragas ou doencas, local e clima no momento da coleta. No
entanto, tdo importante quanto as condicbes ambientais, a fisiologia, a idade, o
estagio de desenvolvimento e a genética de uma planta exercem significativa
influéncia quando a abordagem é a composicdo quimica do OE (LIMA; KAPLAN;
CRUZ, 2003; FIGUEIREDO et al., 2008). E de fundamental importancia a avaliag&o
da variabilidade dos OE, uma vez que seus metabdlitos sdo, muitas vezes, 0s
responsaveis pelas propriedades biolégicas, como fungicida, bactericida, inseticida,
anti-inflamatéria, entre outras, observadas nas plantas (SAYYAH et al.,, 2003;
BAKKALI et al., 2008; ISMANN; MACHIAL, 2006).

Os inventarios botanicos confirmam que a familia Lauraceae esta, em termos
floristicos e econdmicos, entre as mais importantes familias de Angiospermas
(BAITELLO, 2001). No entanto, as pesquisas com OE de espécies, principalmente
do género Nectandra, sdo poucas, mas promissoras. A espécie Nectandra
grandiflora Nees, conta com poucos estudos fitoquimos e farmacologicos, sendo
evidenciado somente potencial antimicrobiano para o OE de suas folhas (MORENO
et al., 1993; CUNICO et al., 2010).

O objetivo desse trabalho foi investigar a variabilidade sazonal dos principais
compostos presentes no OE das folhas de N. grandiflora Nees, a fim de verificar se
ha influéncia das estacbes do ano sobre sua composicdo quimica. Para esse
estudo, as amostras de OE, coletadas em diferentes estacfes do ano, juntamente
com o0s constituintes volateis foram submetidos a Analise de Componentes
Principais e a Andlise Hierarquica de Cluster, a fim de detectar o padrdao de
distribuicdo das amostras e identificar quais 0s constituintes sdo os responsaveis

pela diferenciacdo dos grupos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtenc&o do material vegetal

O material vegetal de Nectandra grandiflora Nees foi coletado em um
fragmento de Floresta Estacional Decidual (IBGE, 1962), localizado em area rural do
municipio de Jaguari, no Estado do Rio Grande do Sul, Brasil, localizada sob as
coordenadas geograficas - 29°26°25,09” de latitude e -54° 40'27,73” de longitude. A
espécie foi identificada pelo Prof. Solon Jonas Longhi e uma exsicata foi depositada
no herbario do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM), sob o registro SMDB 13.162. Para a realizagdo das coletas, foram
selecionados nove diferentes individuos de N. grandiflora, dentre os quais, um
individuo foi escolhido para coletas sazonais de suas folhas, ou seja, uma a cada
estacdo. Os outros oito individuos tiveram suas folhas coletadas aleatoriamente ao
longo dos meses julho de 2011 até junho de 2012, totalizando assim, trés coletas
por estacdo. Desta forma foram obtidas 12 amostras de material vegetal para a
posterior extracdo dos OE. Essas amostras estédo representadas pelas siglas OUT 1,
OUT 2, OUT 3, INV 1, INV 2, INV 3, PRI 1, PRI 2, PRI3, VER 1, VER 2 e VER 3, e
correspondem, respectivamente, ao material vegetal obtido de trés individuos no

outono, inverno, primavera e verao.

2.2 Extracédo e analise do 6leo essencial

O material vegetal, composto de folhas frescas picadas, foi submetido a
hidrodestilacdo, utilizando-se o aparelho Clevenger modificado (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010), acoplado a um baléo de fundo redondo, com capacidade de 5
L, durante 3 h. As extracdes foram realizadas em triplicatas, com aproximadamente

500 g de folhas em cada baldo, sendo os OE armazenados em frascos de vidro
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ambar, vedados e conservados a - 4°C antes da analise por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).

A andlise por CG-EM foi realizada usando cromatégrafo gasoso Agilent 6890
acoplado com detector seletivo de massas em série Agilent 5973 com uma coluna
capilar de silica fundida HP5-MS (Hewlett Packard, 5% fenilmetilsiloxano, 30 m x
0,25 mm, espessura do filme: 0,25 um) e energia de ionizagcdo de 70 eV. As
condicbes de operacao foram as seguintes: split inlet 1:100; temperatura do
programa de 40 °C (Ti) por 4 min; 40-320 °C , 4 °C min™; Hélio como gés carreador;
taxa de fluxo 1 mL min™; temperatura do injetor e detector de 250 °C; banco de
dados: NIST, 2005.

Os componentes dos 6leos essenciais foram identificados com base no indice
de retencéo (IR), determinados através da utilizacdo de uma curva de calibracéo de
uma série homologa de n-alcanos (C8-C32) injetados nas mesmas condi¢des
cromatograficas das amostras e nos modelos de fragmentagdo dos espectros de
massas, sendo ambos comparados com dados da literatura (ADAMS, 2001; NIST,
2005). A concentracdo dos constituintes foi calculada através da area integral de
seus respectivos picos, relacionada com a area total de todos os constituintes da
amostra, obtida pela analise utilizando o cromatdgrafo gasoso.

2.3 Analises estatisticas multivariadas

Foram realizadas as Analises de Componentes Principais (ACP) e
Hierarquica de Cluster (AHC) para avaliar a variabilidade sazonal do OE de N.
grandiflora, com base nas porcentagens relativas dos 17 constituintes majoritarios.

Para a AHC, a divergéncia entre as amostras foi quantificada a partir da
Distancia Euclidiana, como medida de dissimilaridade. Com base na distancia entre
as amostras, estas foram agrupadas utilizando o método do Vizinho mais Préximo,
ou de ligacédo simples (SAITOU; NEI, 1987). A ACP foi utilizada para estabelecer
quais as variaveis que mais contribuiram para os agrupamentos e a correlagdo com

as amostras analisadas. Para a analise da matriz dos dados (12 amostras de OE,
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trés em casa estacao do ano, 17 componentes com = 1.0% pelo menos em uma
amostra) foi utilizado o software STATISTICA 6.0.

3 RESULTADOS

Através da analise por CG-EM, foram identificados 50 constituintes nas 12
amostras de OE estudadas, perfazendo 87,6-96,5% da composi¢cdo quimica total.
Dos 17 constituintes volateis com percentagens = 1.0% considerados para as
analises (Figura 1), predominaram os sesquiterpendides (66,7-80,4%), enquanto que
0s monoterpendides compreenderam 3,0-17,7%, e os diterpenodides 2,6-11,0%. Os
sesquiterpendides predominaram em todas as estac¢des, sendo que no inverno foi
verificada a maior percentagem de sesquiterpendides oxigenados (38,7%). Do
mesmo modo, observa-se uma pequena variabilidade sazonal quantitativa dos
constituintes majoritarios do OE durante as estacdes estudadas.

Entre os sesquiterpendides majoritarios destacam-se a deidrofuquinona, o
composto “F” (sesquiterpendide oxigenado ainda n&o identificado), o valenceno e o
biciclogermacreno. Observando-se as variagdes das concentracoes desses
compostos durante o periodo analisado (Figura 2), nota-se uma estreita correlacéo
entre o0s constituintes deidrofuquinona e composto “F’, sendo esses
sesquiterpendides oxigenados, enquanto que valenceno e biciclogermacreno
correspondem a hidrocarbonetos sesquiterpénicos. Considerando os dados
referentes as 12 amostras de OE, observa-se que no inverno houve uma maior
proporcdo de deidrofuquinona (24,97%) e do composto “F” (11,18%) no OE das
folnas de N. grandiflora. Por outro lado, é nessa estacdo que os teores de
biciclogermacreno e valenceno s&o os mais baixos (8,45 e 4,84%, respectivamente).
Ja na estacdo da primavera, observa-se um declinio das concentracdes relativas de
deidrofuiquinona e do composto “F’, bem como um aumento dos niveis de
biciclogermacreno e valenceno.

Os resultados obtidos a partir da ACP e AHC revelaram a inexisténcia de
variabilidade sazonal da composi¢cdo quimica dos OE das folhas de N. grandiflora
coletadas na mesma populagéo durante o periodo em analise. A ACP evidenciou 11
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componentes principais (CP), sendo que o primeiro CP representa 42,01% da
variancia total, e os quatro primeiros CP, com autovalores superiores a 1,0 (Tabela
1), explicam 87,54% da variancia total, indicando a significancia da escolha de
quatro CP.

Entre as varidveis que possuem maior importancia na andlise e que
contribuem para o CP 1 estdo os constituintes a e B-pineno, B-E-ocimeno, entre
outros, como mostra a Tabela 1. O CP 2, que explica 22,05% da variancia total,
agrupou as variaveis a-guaieno, biciciclogermacreno, composto “‘F’ e a
deidrofuiguinona como as variaveis relevantes. Também é possivel verificar que as
variaveis B-cariofileno, composto “M”, rimueno e caureno, contribuem pouco para 0s
dois primeiros CP (Figura 3A). Através da analise comparativa entre as Figuras 3A e
3B verifica-se que as variaveis C10 e C3 estao relacionadas com a segunda amostra
de OE coletada no outono (OUT 2), assim como a variavel C14 esta ligada as
amostras INV 2, PRI 3 e OUT 3, enquanto que as variaveis C1 e C2 estéo
correlacionadas com a amostra PRI 1.

A AHC indicou a divisdo das 12 amostras de OE em 5 grupos quimicos A, B,
C, D e E, conforme o dendrograma (Figura 4). O primeiro grupo (A) foi formado por
uma amostra apenas (OUT 2), divisdo essa resultante da presenca do composto
biciclogermacreno em alta concentracdo no OE (21,8%). A amostra PRI 1 também
formou um agrupamento separado das demais, por apresentar em sua COmposi¢cao
volatil maiores teores de a e [B-pineno, ambos com aproximadamente 4%, e
caracteriza o grupo B. As amostras que apresentavam porcentagens do composto
deidrofuquinona de aproximadamente 20% e o0 composto rimueno compuseram 0O
agrupamento C.

As amostras INV 2, VER 3, OUT 3 e PRI 3 foram agrupadas no grupo D e
correspondem aquelas obtidas a partir de um mesmo individuo, coletado nas quatro
estacdes do ano. Nota-se também que os OE referente as coletas INV 2 e OUT 3
possuem a maior similaridade, pois foi fazem parte da primeira ligacdo formada no
dendrograma, ou seja, possuem a menor Distancia Euclidiana. O grupo E foi
caracterizado pelas amostras que possuiam a predominéncia, em quantidades de

aproximadamente 10% do constituinte caureno, sendo elas INV 1, OUT 1 e PRI 2.
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4 DISCUSSAO

S80 crescentes as pesquisas que relacionam os fatores climaticos,
ambientais, genéticos, geograficos, etc., com a producdo e a constancia dos
metabdlitos secundarios das plantas, e comprovam a influéncia destas variaveis
sobre a biossintese de constituintes, principalmente sobre os terpendides (LIMA;
KAPLAN; CRUZ, 2003; TAVEIRA et al., 2003; COSTA et al., 2009; DUARTE et al.,
2012). Para o OE das folhas de Aniba canelilla (Kunth) Mez foi verificado que a
variacao quantitativa dos constituintes majoritarios é devido as condi¢cdes ambientais
locais e a estacdo de coleta (TAVEIRA et al., 2003). De maneira semelhante, foi
observado que os OE das folhas de Lippia alba (Mill.) N.E. Br. ex Britton & P. Wilson
(BARROS et al., 2009), Myrcia tomentosa (Aubl.) DC. (SA et al., 2012), Cryptocarya
mandioccana Meisn. (TALASCREA et al., 2007) e Eugenia uniflora L. (COSTA et al.,
2009) apresentam variabilidade sazonal.

O agrupamento aleatério das 12 amostras pelas analises ACP e AHC,
independente do periodo de coleta, indica a auséncia da influéncia da sazonalidade
sobre a composicdo quimica do OE das folhas de N. grandiflora. A pequena
variacdo observada entre as amostras pode ser devida em grande parte aos fatores
genéticos dos individuos analisados, conforme anteriormente descrito para o OE da
espécie Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg (DUARTE et al.,, 2012). O estudo
realizado por Jug-Dujakovic et al. (2012), o qual avaliou a composicdo do OE de
Salvia officinalis Pobed. em 25 diferentes populacdes indigenas, também propés que
a variacdo observada é devido aos aspectos genéticos, uma vez que o fator
ambiental é controlado.

Outro fator influenciador dos agrupamentos pode estar relacionado a fisiologia
da plantas, que sintetizam terpendides em diferentes estagios de seu
desenvolvimento para varios propadsitos biolégicos (McGARVEY; CROTEAU, 1995).
A amostra de OE da coleta PRI 1, que coincide com o estagio de plena floracéo e
brotacdo da planta, contou com os maiores niveis de monoterpenos (a-pineno e B-E-
ocimeno). Ha relatos que esses compostos sao 0s responsaveis pelas defesas,
indireta e direta, bem como pela polinizacdo de algumas plantas, justificando o

aparecimento nesse periodo (DAS et al., 2013). Conforme Baby et al. (2010), € nos
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estagios iniciais de crescimento que a planta correlaciona a expansdao do seu
territorio  (brotacdo/desenvolvimento foliar) com o aumento metabolico das
necessidades de defesa. Dessa maneira, 0S monoterpenos, sendo compostos mais
facilmente emitidos para o ar circundante, devido as altas pressdes de vapor, podem
promover muitas vezes uma defesa quimica a planta (BABY et al., 2010).

O incremento na concentracdo da deidrofuiquinona no OE de N. grandiflora
observado no inverno sugere uma funcédo de defesa para esse composto. Uma vez
gue sesquiterpenoides sdo muitas vezes fitoalexinas, produzidas pelos vegetais
como protegdo contra o ataque direto de microrganismos (LUNA-HERRERA et al.,
2007; BABY et al., 2010; HUFFAKER et al., 2011), o aumento na biossintese deste
constituinte majoritario pode ter ocorrido como consequéncia indireta das condi¢cdes
ambientais de umidade e temperatura presente nesta estacdo, o que propicia 0
desenvolvimento microbiano (LI et al., 2012). Esta suposicao é reforcada por Cunico
et al. (2010), que verificaram o potencial antimicrobiano do OE das folhas de N.
grandiflora. Adicionalmente, a atividade antibacteriana da deidrofuquinona foi
descrita na literatura (BOLZAN, 2007).

Os resultados aqui descritos se assemelham aos encontrados por Barbosa et
al. (2012) para a espécie Copaifera multjuga Hayne, que também reportaram o
aumento do composto B-cariofileno na estacdo chuvosa, devido a sua funcdo de
defesa contra a intensificacdo do ataque de insetos herbivoros. Relatos sobre
respostas quimicas aos danos causados por herbivoros ou patdgenos por parte das
plantas tém revelado que os volateis induzidos nessas ocasides exercem fun¢des de
defesa e atracdo (DUDAREVA; PICHERSKY; GERSHENZON, 2004; GLINWOOD;
NINKOVIK; PETTERSSON, 2011). Um estudo realizado com o OE de Curcuma
haritha Mangaly & Sabu indicou que o equilibrio entre os mono e sesquiterpendides
€ causado pelas diferencas nas taxas de biossintese desses compostos e também
pelo desvio de recursos nos niveis genético/molecular/enzimatico em diferentes

estagios de crescimento da espécie (BABY et al., 2010).
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5 CONCLUSAO

N&o foi observada variabilidade significativa na composi¢cdo quimica do OE
das folhas de Nectandra grandiflora nas quatro estacdes do periodo em estudo.
Houve a predominancia dos sesquiterpendides e o composto majoritario foi a
deidrofuquinona em todas as amostras analisadas. As pequenas diferencas
observadas nas amostras de OE indicam que o padrao de variabilidade encontrado
no presente estudo € controlado geneticamente, uma vez que o0s individuos
coletados estdo sob as mesmas condicbes ambientais, assim como
fisiologicamente. Através da Analise Hierarquica de Cluster as amostras de OE
foram divididas em 5 grupos quimicos de acordo com a concentragao, presenca e/ou
auséncia dos compostos volateis identificados. O incremento da concentracdo da
deidrofuquinona no inverno parece estar relacionado ao aumento das necessidades

de defesa da planta contra o ataque microbiano.
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Tabela 1 — Autovalores e percentual da variancia explicada de cada componente
principal, baseada na matriz de correlacéo, e variaveis relacionadas.

% da
, % da .
NUmero de A Autovalores variancia .
Autovalores variancia - Variaveis
componentes : acumulados explicada
explicada
acumulada
a-pineno, B-
pineno, B-E-
1 7,141623 42,00955 7,14162 42,0095 ocimeno, -
elemeno, drima-
7,9(11)-dieno,
valenceno
a-guaieno,
2 3749176  22,05398  10,89080 64,0635 piciclogermacreno,
composto “F”,
deidrofuquinona
3 2,201164 12,94802 13,09196 77,0116 Caureno
4 1,786797 10,51057 14,87876 87,5221 Rimueno
5 0,933147 5,48910 15,81191 93,0112
6 0,534443 3,14378 16,34635 96,1550
7 0,370111 2,17712 16,71646 98,3321
8 0,154991 0,91171 16,87145 99,2438
9 0,073743 0,43378 16,94519 99,6776
10 0,049017 0,28833 16,99421 99,9659
11 0,005790 0,03406 17,00000 100,0000
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A=Representacao das variaveis no plano dos componentes principais 1 e 2; B=Representac¢do das amostras no plano dos componentes principais 1 e 2.
C1-C17: 17 constituintes com percentagens = 1.0% considerados na analise; PRI 1, 2 e 3: amostras obtidas na primavera; VER 1, 2 e 3: amostras obtidas no
verdo; OUT 1, 2 e 3: amostras obtidas no outono; INV 1, 2 e 3: amostras obtidas no inverno.
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PRI 1, 2 e 3: amostras obtidas na primavera; VER 1, 2,e 3: amostras obtidas no verdo; OUT 1, 2 e 3:
amostras obtidas no outono; INV 1, 2 e 3; amostras obtidas no inverno.



79

5 RESULTADOS ADICIONAIS

5.1 Estudo do potencial sedativo/anestésico do 6leo essencial de Ocotea

acutifolia sobre juvenis de Rhamdia quelen

5.1.2 Material e Métodos

5.1.2.1 Material vegetal e extracédo do 6leo essencial

Folhas de Ocotea acutifolia (Nees) Mez foram coletadas em area rural do
municipio de S&o Francisco de Assis (Maio, 2011). A espécie foi identificada pelo
Prof. Solon Jonas Longhi, e uma exsicata encontra-se arquivada no herbario do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), sob o
registro SMDB n° 13.450.

O OE foi extraido por hidrodestilacdo, utilizando-se aparelho Clevenger
modificado, durante 3 h (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Apos, foi
armazenado em frasco de vidro &mbar, vedado e conservado a - 4°C até o momento
do ensaio bioldgico. O teor de OE foi obtido por pesagem em balanca de precisao e
posterior célculo do rendimento (% m/m), em relacdo a massa fresca do material

vegetal.

5.1.2.2 Animais

Os juvenis de jundia (Rhamdia quelen) foram adquiridos de um viveiro local,
transportados ao Laboratorio de Fisiologia Animal e mantidos em aeracao continua
em tanques de 250 L, com parametros de agua controlados. Oxigénio dissolvido

(8.97 + 0.39 mg L) e temperatura (19.55 + 0.69°C) foram mensurados com
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oximetro YSI (Modelo Y5512); pH (7.8 £ 0.03) foi determinado com phmetro DMPH-
2, e 0s niveis de amonia total (0.90 + 0.04 mg L™) foram mensurados pela método
de salicilato (VERDOUW,; VAN ECHTELD; DEKKERS, 1978). Um sistema semi-
estatico foi utilizado, pelo qual 50% do volume de agua era trocado diariamente. Os
peixes eram alimentados uma vez ao dia com ra¢do comercial (28% de proteina),
permanecendo em jejum por 24 h antes do inicio dos experimentos biolégicos. A
metodologia usada foi aprovada pelo Comité de Etica e Bem Estar Animal da UFSM
(Processo n° 46/2010).

5.1.2.3 Ensaio biologico

Os juvenis de dimensdes 12,68 + 0,70 g e 10,85 = 0,23 cm, foram transferidos
ao aquario contendo 1 L de agua continuamente aerada e as concentracfes de OE
primeiramente diluidas em etanol destilado (1:10). As concentracdes de 50, 100,
150, 300, 600 e 900 pL L™ do OE de O. acutifolia foram as testadas. Para avaliar o
tempo requerido para a inducdo da anestesia, 6 juvenis foram utilizados para cada
concentragédo testada e, cada animal foi usado uma Unica vez, de acordo com
Schoettger e Julian (1967). O método desenvolvido por esses autores envolve seis
estagios, em que 0s seguintes parametros foram observados: sedacdo leve e
profunda (estagios 1 e 2, respectivamente), perda parcial e total de equilibrio
(estagios 3a e 3b, respectivamente), anestesia profunda (estagio 4) e colapso
medular (estagio 5). O tempo maximo de observacédo foi de 30 minutos. Apds a
inducdo a anestesia, 0s juvenis foram transferidos para um aquario contendo agua
aerada para mensurar o tempo de recuperagdo. Os animais foram considerados
recuperados quando mostravam comportamento normal de nado em resposta a um
estimulo externo. Apés a recuperacdo os animais foram agrupados de acordo com o
protocolo de anestesia e submetidos a observacdo em um tanque de 40 L de agua
continuadamente aerada por 48 h, a fim de verificar qualquer comportamento

anormal, doengas ou mortalidade.
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5.1.2.4 Anélise estatistica

Os dados estdo apresentados como meédia £+ EPM. A relacdo entre o tempo
requerido para a inducdo a anestesia e a concentracdo do anestésico foi
determinada pelo software Slide Write Plus versdo 4.0. Para verificar a
homogeneidade das variancias e a normalidade, todos os dados foram submetidos
aos testes de Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente. Analise de variancia de uma
via e teste Tukey foram usados para os dados de inducdo a anestesia e
recuperacdo. O estagio 3b com OE de O. acutifolia foi submetido ao teste de
Kruskal-Wallis, seguido do teste Dunn. As analises estatisticas foram realizadas no

software SigmaPlot versao 11.0, com o nivel minimo de significancia P<0,05.

5.1.3 Resultados

O OE de O. acutifolia mostrou efeitos anestésicos e sedativos em juvenis de
jundia, através da administracdo de banho. O controle de etanol equivalente as
maiores concentracdes utilizadas para diluir o OE, ndo produziu nenhum efeito
anestésico quando aplicado individualmente.

Os peixes expostos ao OE de O. acutifolia alcancaram anestesia profunda
nas concentragdes que variaram de 300 (13 min) a 900 yL L™ (18 min), enquanto
que baixas concentracdes (50-150 pL L™) ndo induziram a anestesia durante o
periodo avaliado (30 min) (Figura 1). Somente 50% dos animais expostos a 150 uL
L' e 17% dos peixes expostos a 300 pL L™ recuperaram durante o tempo de
observacdo, contudo, todos os animais testados na concentracdo de 50 pL L™
retornaram ao comportamento normal dentro de aproximadamente 11 min. Efeito
adverso como a secrecdo de muco foi observado para os peixes expostos a 900 uL
L™, no entanto nenhuma mortalidade foi evidenciada até 48h apds a exposicdo ao
OE de O. acutifolia. A atividade anestésica do OE de O. acutifolia foi relatada
juntamente com a atividade de OE de outras duas espécies vegetais, em manuscrito

cientifico submetido e aceito pelo periédico Neotropical Ichthyology (em Anexo).
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Tabela 1 — Correlacdo entre o tempo requerido para alcancar os estagios de inducdo a anestesia e a concentracdo de Oleo

essencial (OE) de Ocotea acutifolia em juvenis de jundia.

Estagio de inducéo a anestesia

OE Tempo de Recuperagio
2 3a 3b 4
y=1401,54-
0. acutifolia Iny=1,15+34,36/x0.5 Iny=3,20+25,62/x0,5 580x+0,013x>-
' (R2=0,91) (R2=0,97) 0,00000793x3
(R=1)

Onde x=concentracao de dleo essencial (uL L™); y=tempo para alcancar a inducdo e a recuperacéo a partir da anestesia (Schoettger and Julian, 1967), dado

em segundos (S).
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5.2 Estudo do potencial larvicida do 6leo essencial de Nectandra grandiflora

contra larvas de Coenagrionidae (Odonata )

5.2.1 Material e Métodos

5.2.1.1 Material vegetal e extracdo do 6leo essencial

Folhas de Nectandra grandiflora Nees foram coletadas em éarea rural do
municipio de Jaguari (Outubro de 2011). A espécie foi identificada pelo Prof. Solon
Jonas Longhi, e uma exsicata encontra-se depositada no herbario do Departamento
de Biologia da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), sob o registro SMDB
n° 13.162.

O OE foi extraido por hidrodestilacdo, utilizando-se aparelho Clevenger
modificado, durante 3 h (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010), sendo armazenado
em frasco de vidro ambar, vedado e conservado a - 4°C até a realizacdo do ensaio
biolégico. O teor de OE foi obtido por pesagem em balanca de precisdo e posterior

calculo do rendimento (% m/m), em relagdo a massa fresca do material vegetal.

5.2.1.2 Coleta e identificacdo das larvas de Coenagrionidae

As larvas da familia Coenagrionidae foram coletadas em acudes do
Departamento de Zootecnia da UFSM em Outubro de 2011. Essas coletas foram
realizadas no periodo da manhd, com o auxilio de redes entomoldgicas para
capturar as larvas presentes no substrato ao longo das margens do acude. As larvas
coletadas foram acondicionadas em sacos plasticos contendo agua do proprio
acude, e apds o experimento foram armazenadas em recipientes com etanol (70%)
para a sua identificacdo (CARVALHO, 2007).
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5.2.1.3 Ensaio bioldgico

Para avaliar o potencial larvicida do OE de N. grandiflora, uma amostra de OE
na concentracdo de 100 pL L, foi diluida em etanol destilado (95%) (1:10), e
aplicada em aquario contendo 0,5 L de &gua destilada e cinco larvas de
Coenagrionidae. Controles de agua e etanol nha mesma proporcao usada para diluir
o OE também foram realizados. A amostra foi avaliada em triplicata, cada qual com
larvas de tamanho heterogéneo e de similares caracteristicas morfoldgicas. A
heterogeneidade no tamanho das larvas foi mantida para mimetizar as condi¢cdes
encontradas nos tanques de aquicultura. A mortalidade das larvas foi computada em
10 diferentes tempos apés o tratamento. A Ultima contagem ocorreu 19 h apds o
inicio do experimento, devido a observacao de mortalidade no controle de agua. As
larvas foram consideradas mortas quando nédo respondiam a estimulos externos, ou
guando mostravam posi¢cées anormais e sem ascensao para a superficie (SANTOS
et al., 2012).

5.2.1.4 Analise estatistica

Os dados foram transformados para arcosseno antes da analise estatistica.
Para a verificacdo da homogeneidade das variancias os dados foram submetidos ao
teste de Levene. A mortalidade entre as amostras em diferentes tempos de
exposicao foi analisada pelos testes de Kruskal-Walis e Mann-Whitney, utilizando-se
o software SPSS (P<0,05). Os dados estdo apresentados por média £ EPM.
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5.2.2 Resultados

A identificacdo das larvas ocorreu somente em nivel de género, sendo
identificados os géneros Acanthagrion, Homeoura, Ischnura e Oxyagrion (COSTA,;
SOUZA; OLDRINI, 2004).

O OE de N. grandiflora na concentracdo de 100 uL L™ promoveu efeito
larvicida somente apdés 6 h de exposicdo. A ultima observacéo realizada as 19 h

evidenciou a morte de 25,0 + 14,43% do total das larvas (Tabela 2).



87

Tabela 2 — Mortalidade e analise estatistica dos resultados obtidos no ensaio da
atividade larvicida do Oleo essencial de Nectandra grandiflora frente as larvas de
Coenagrionidae.

Mortalidade (%)
Amostra

1 min 4h 6h 9h 19h

Controle de 4gua 0,0+0,0* 0,0+0,0° 0,0£0,0° 0,0 +0,0% 4,17 +4,17°

Controle de

0,0+0,0* 0,0+£0,0? 0,0 £0,0% 0,0 +0,0°% 0,0 +0,0°%
etanol

N. grandiflora 0,0+0,0®° 0,0+0,0° 8,33+8,33% 8,33+8,33% 25,0+14,43°%
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6 DISCUSSAO GERAL

Os inventarios botanicos tém revelado que a familia Lauraceae esta, em
termos floristicos e econdmicos, entre as mais importantes familias de
Angiospermas (BAITELLO, 2001). Acoplado a isso, a falta de manejo florestal € um
dos fatores que colocam em perigo de extingdo a maior parte das suas espécies
(QUINET; ANDREATA, 2002). Os géneros Ocotea e Nectrandra sdo o0s mais
representativos entre as Lauraceas, com espécies que frequentemente estdo no
foco das pesquisas cientificas mundiais. Considerando-se OE de ambos os géneros,
verifica-se através da literatura, que os estudos sao crescentes e promissores. Uma
grande fatia dos estudos envolve o género Ocotea, ndo obstante, € o género que
possuiu cerca de 350 espécies, destas 120-170 ocorrem no Brasil, das quais 110
sdo endémicas (BAITELLO, 2001; QUINET et al., 2012). Além disso, € 0 grupo com
0o maior numero de espécies utilizadas para as mais diversas finalidades,
principalmente na medicina popular (MARQUES, 2001). O género Nectandra é o
segundo em importancia das Lauraceas (ALVES; SARTORI, 2009), no entanto, as
pesquisas relacionadas as espécies desse género sao relativamente escassas,
principalmente no que diz respeito aos seus OE.

A producdo de OE ndo depende somente do estado metabdlico da planta e
do tecido vegetal sintetizador, mas esta altamente interligada com sua funcéo
fisiolégica na planta, bem como aos fatores ecofisiologicos e ambientais (SANGWAN
et al., 2001). Deste modo, um estudo visando a producdo de OE deve iniciar
avaliando os fatores que culminam na variabilidade e heterogeneidade dos mesmos
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Quando analisamos a composi¢do quimica do OE de N. grandiflora, durante
um ano, observou-se que o0 periodo em que houve a maior concentracdo de
deidrofuquinona na composicao volatil coincide com o inverno, e € nesta estacdo em
gue se obteve o menor rendimento de OE das folhas dessa espécie. Observa-se
também que houve grande variagcdo na porcentagem do composto deidrofuquinona
entre as 12 amostras analisadas, que variou de 17,07 até 29,29 % (matriz de dados

ndo publicada), indicando a influéncia do fator genético na concentracdo deste
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composto no OE, assim como a época de floracdo, conforme o obervado no
Manuscrito 2.

Ja nas estacbes da primavera e verdo, periodo reprodutivo da planta,
observa-se teores crescentes de biciclogermacreno, diferente do encontrado em
Myrcia tomentosa (Aubl.) DC., que apresentou um aumento dos niveis desse
composto no més de junho, que corresponde ao periodo vegetativo da planta (SA et
al., 2012). N&o obstante, foi evidenciado que a porcentagem do composto
biciclogermacreno no OE de Hypericum perforatum L. € também dependente das
fases fenoldgicas, apresentando a maior porcentagem durante a floracdo plena da
espécie, sendo este também o periodo ideal para a extracdo do OE, visto seu alto
rendimento (AZIZI; BETTI; SCHMIDT, 2005). Do mesmo modo, foi na estacdo da
primavera que o OE das folhas de N. grandiflora apresentou o maior rendimento,
periodo que coincide com a floracdo da espécie.

A atividade anestésica observada para o OE de O. acutifolia no presente
estudo néo foi totalmente inesperada. Recentes estudos com espécies pertencentes
a familia Lauraceae mostraram que esse grupo de espécies possui substancias que
apresentam propriedades sobre o Sistema Nervoso Central (SNC), como as
atividades analgésicas, sedativas e vasorrelaxantes (MORAIS; BARBOSA-FILHO;
ALMEIDA, 1998; BEIRITH et al., 1999; SLISH et al., 1999; ZSCHOCKE et al., 2000b;
SILVA FILHO et al., 2004; ZHANG, 2004; GIOGERTTI; NEGRI; RODRIGUES, 2007,
TONDOLO, 2011).

Praticas modernas de aquicultura frequentemente expfem 0s animais
aquaticos a uma variedade de fatores estressores que afetam negativamente o
desempenho e a sobrevivéncia dos mesmos. Para assegurar o bem estar e
minimizar a hipermobilidade dos peixes, 0s agentes anestésicos se tornam
necessarios e sdo cada vez mais recomendados. Neste caso, 0s anestésicos sdo
usados para auxiliar na manipulacao dos peixes durante as praticas de enumeracao,
analises patologicas, implante de hormonios, vacina¢des, bem como no transporte,
amostragem, captura e no abate (BARTON, 2002; INOUE; NETO; MORAES, 2003;
COOKE et al., 2004; COYLE; DURBOROW; TIDWELI, 2004; ZAHL; SAMUELSEN,;
KIESSLING, 2012).

A busca por substancias anestésicas obtidas a partir de fontes naturais é
crescente. Entre os agentes que possuem efeitos sedativo-anestésicos ja descritos

para diferentes espécies de peixes estdao os OE de Eugenia caryophyllata Thunb. e
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E. aromatica O. Berg (INOUE; NETO; MORAES, 2003; BRESSLER; RON, 2004),
Cinnamomum cassia (L.) D. Don (POWER; FUENTES; HARRISON, 2010),
Melaleuca alternifolia (HAJEK, 2011), e Ocimum gratissimum L. (BENOVIT et al.,
2012; SILVA et al., 2012). Os compostos isolados eugenol (CUNHA et al., 2010b) e
mentol (FACANHA; GOMES, 2005) também possuem propriedades anestésicas
descritas.

A atividade anestésica observada para o OE de O. acutifolia, pode ser
explicada pela acdo de seu constituinte majoritario, o oxido de cariofileno. Esse
composto teve as propriedades antinociceptiva e analgésica descritas para roedores
(CHAVAN; WAKTE; SHINDE, 2010), e mais recentemente, Benovit (2012) verificou
seu efeito sedativo em jundids em concentra¢des que variaram de 10 a 40 mg L™
No entanto, também foi observada perda de muco (efeito adverso) nos animais apos
a imersdo em solucéo de 40 mg L™ desse composto. O 6xido de cariofileno, mesmo
sendo um artefato formado em consequéncia do processo de extracdo do OE, &
uma substancia aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration) como
conservante de alimentos e cosméticos (FDA, 1973), assim como foi incluido, pelo
Conselho Europeu, na lista das substancias flavorizantes naturais e sintéticas, sendo
bem tolerado, seguro e ndo toxico em concentracdes usuais (YANG et al., 2000).

A secrec¢édo de muco verificada para o OE avaliado no bioensaio de anestesia,
no entanto, ndo é um fator determinante na escolha de novas substancias
anestésicas, visto que os atuais anestésicos sintéticos usados na aquicultura, como
o 2-fenoxietanol, sulfato de quinaldina e a benzocaina também promovem efeitos
adversos dessa esfera ou mais fortes como irritabilidade dos olhos (INOUE; NETO;
MORAES, 2003; VELISEK et al., 2007).

As pesquisas relacionadas com a utilizacdo dos OE como pesticidas, que
abrangem os inseticidas, herbicidas e fungicidas, estdo sendo desenvolvidas e
representam uma alternativa natural aos atuais pesticidas sintéticos disponiveis no
mercado. De fato, € comprovado que os inseticidas quimicos sintéticos, conhecidos
como agrotoxicos, dentre eles os organofosforados, organoclorados e carbamatos,
possuem propriedades cancerigenas, além de serem bioacumulativos na cadeia
alimentar, permanecendo por longo periodo no meio ambiente (FLORES et al.,
2004; MENEZES, 2005; ALVES et al., 2010).

Os pesticidas derivados de OE possuem muitas vantagens sobre o0s

sintéticos, uma vez que devido as suas caracteristicas fisicas, sdo rapidamente
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volatilizados, sao biodegradaveis, possuem de baixa a moderada toxicidade e alta
seletividade, existindo, desse modo, um menor risco ao ambiente e & saude humana
(MENEZES, 2005; ISMAN; MACHIAL, 2006). Os produtos naturais representam,
desse modo, uma alternativa para a protecdo das culturas agricolas/animais, uma
vez que é crescente a demanda por produtos alimenticios saudaveis e isentos de
residuos de pesticidas (ISMANN, 2000; MENEZES, 2005).

As larvas da ordem Odonata, em sua forma jovem, sdo consideradas como
um dos principais predadores de larvas de peixes e outros invertebrados. Deste
modo, esses organismos podem ser uma fonte significativa de perda econémica em
piscicultura e um entrave nos programas de repovoamento de peixes, dificultando a
obtencdo de juvenis (LOUARN; CLOAREC, 1997; SOARES; HAYASHI; REIDEL,
2003).

Muitas investigacdes confirmam que algumas espécies de plantas contém OE
ou compostos ativos que agem como inseticidas, larvicidas, repelentes e como
inibidores da alimentacdo de insetos (ISMANN, 2000; CAVALCANTI et al., 2004,
ISMANN; MACHIAL, 2006; NERIO; OLIVERO-VERBEL; STASHENKO, 2010).
Mesmo que o OE de N. grandiflora ndo tenha apresentado intensa atividade contra
as larvas de Odonata, pesquisas futuras para avaliar sua atividade larvicida frente a
outras espécies de insetos podem fornecer resultados promissores. Isso se deve ao
fato de que recentes estudos mostraram que OE de representantes da familia
Lauraceae sdo potenciais larvicidas para o controle de Aedes aegypti, Spodoptera
litura, Trichoplusia ni e Choristoneura rosaceana (GONZALEZ-COLOMA et al., 1994;
LEITE et al.,, 2009; MACHIAL et al.,, 2010). Com relacdo ao efeito larvicida sobre
larvas da ordem Odonata, apenas um relato foi encontrado na literatura até o
momento, em que Tomazelli Junior et al. (2011), verificaram o efeito positivo do
extrato alcodlico de cinamomo (Melia azedarach L.) no controle dessa praga.

Foi observado que alguns pontos sé@o essenciais para a aplicabilidade dos OE
seja qual for seu uso. Estudos envolvendo as quantidades totais necessarias de
material vegetal para a obtencdo dos produtos, sua padronizacdo e refinamento,
além da avaliacdo da variabilidade quimica dos OE. Neste ultimo ponto, recomenda-
se analisar as praticas silviculturais, o local de plantio e a época de coleta mais
adequadas, para que sejam obtidos produtos com equilibrada e constante qualidade
e desempenho. No entanto, a regulamentacéo das substancias por parte dos paises

se torna uma barreira para a utilizagdo dos produtos naturais, uma vez que devem
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ser aprovadas pelos oOrgdos de controle e registro de cada pais, além da
exclusividade de mercado que algumas empresas propdéem como forma de

recuperar 0s custos investidos, como a protecao através de patentes.
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7 CONCLUSOES

O rendimento do Oleo essencial das folhas de Nectandra grandiflora
apresentou variabilidade sazonal, sendo significativamente maior na estacao

da primavera, quando a espécie se encontra em seu periodo reprodutivo;

A composicdo quimica dos Oleos essenciais das folhas, inflorescéncias e da
casca de N. grandiflora apresentam como componente majoritario a

deidrofuquinona, mas em proporc¢oes diferentes;

A presenca da deidrofuquinona foi pela primeira vez descrita para uma

espécie da familia Lauraceae;

A composicdo quimica dos 6leos essenciais das folhas e inflorescéncias de
O. acutifolia é semelhante, e tem como componente majoritario o oxido de

cariofileno;

A composicdo quimica do Oleo essencial de N. grandiflora ndo apresentou
variabilidade sazonal durante o periodo em estudo, sendo que o0s
sesquiterpendides predominaram e o composto deidrofuquinona foi o

majoritario;

O oleo essencial das folhas de O. acutifolia demonstrou ser alternativa para

0s anestésicos sintéticos de utilizacdo atual em piscicultura;

O dleo essencial das folhas de N. grandiflora ndo foi eficiente no controle de

larvas de Odonata na concentracao avaliada.
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ABSTRACT

There is an increasing demand for inexpensive and safe anesthetics that can reduce fish
stress caused by some procedures such as capture and handling. In this context, the
present study evaluated the potential of essential oils of three Brazilian native plants
(Hesperozygis ringens, Lippia sidoides and Ocotea acutifolia) as anesthetics for silver
catfish (Rhamdia quelen). Moreover, an analysis was made of the chemical composition
of these oils and their influence on stress parameter. Essential oils (EOs) of H. ringens
and O. acutifolia were effective as anesthetics, without behavioral side effects. EO of O.
acutifolia (150 pL L") promoted an increase in blood glucose level. Regarding to the
composition, pulegone accounts for 96.63% of the EO of H. ringens, and caryophyllene
oxide amounts to 56.90% of the EO of O. acutifolia. Two chemotypes, thymol and
carvacrol (68.40% and 67.89%, respectively) were verified for EOs of L. sidoides. Both
samples of L. sidoides oils showed anesthetic activity in silver catfish, but exposure also
caused loss of mucus and mortality. Thus, only the EOs of H. ringens and O. acutifolia

are advised for anesthetic use.

RESUMO

Existe uma crescente demanda por anestésicos baratos e seguros capazes de reduzir o
estresse em peixes produzido durante procedimentos como captura e manuseio. Neste
contexto, o presente estudo avaliou o potencial como anestésico dos 6leos essenciais de
trés espécies vegetais nativas (Hesperozygis ringens, Lippia sidoides and Ocotea
acutifolia) frente a jundids (Rhamdia quelen). Adicionalmente, a composi¢do quimica
desses 6leos e suas influéncias sobre o estresse também foram avaliadas. Os o6leos

essenciais (EOs) de H. ringens e O. acutifolia foram efetivos como anestésicos sem
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45  efeitos adversos detectaveis. EO de O. acutifolia (150 uL L™") promoveu um aumento na

46  glicemia. Em relagdo a sua composicdo, pulegona correspondeu a 96,63% do EO de H.
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47  ringens, ¢ 6xido de cariofileno a 56,90% do EO de O. acutifolia. Dois quimiotipos,
11 48  timol e carvacrol (68,40% ¢ 67,89%, respectivamente) foram verificados para os EOs de
13 49 L. sidoides. Ambas as amostras de oleo de L. sidoides oils apresentaram atividade
15 50 anestésica em jundids, contudo exposi¢cdo produziu perda de muco e mortalidade. Desta
51 forma, somente os EOs de H. ringens e O. acutifolia tem seu uso como anestésico
20 52  recomendavel.

22 53

24 54  Key words: Essential oil; Hesperozygis ringens; Lippia sidoides; Ocotea acutifolia;

55 Stress.
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Introduction

It has been shown that anesthetics can be useful in fisheries and fish biology
procedures to immobilize the animals during handling, thus preventing physical injury
and stress (Inoue ef al., 2003; Bressler & Ron, 2004). Stress response corresponds to
neuroendocrine and metabolic adjustments of fish attempting to overcome the
challenges imposed (Barton, 2002; Mormede et al., 2007), and the glucose levels
correspond to a common indicator for the same changes (Greenweel et al., 2003).

In this context, some studies have been conducted with plant essential oils and
their isolated compounds in order to find new anesthetics that are more effective, safer
and less expensive than the currently available synthetic drugs (Inoue et al., 2003;
Guénette et al., 2007). Examples of anesthetics obtained from natural sources with
action upon different fish species are eugenol (Guénette et al., 2007; Cunha et al.,
2010a), menthol (Facanha & Gomes, 2005), and essential oils of Fugenia caryophyllata
and E. aromatica (Inoue et al, 2003; Bressler & Ron, 2004), Lippia alba (Cunha et al.,
2010b, 2011), Cinnamomum cassia (Power et al., 2010), Melaleuca alternifolia (Hajek,
2011), and Ocimum gratissimum (Silva et al., 2012).

Brazil is considered to have one of the world’s greatest plant diversities, with
over 40.000 different plant species. However, this plant diversity is not widely used and
known (Oliveira et al., 2012). Some of the plant species that still have not been studied
belong to Lamiaceae, Lauraceae and Verbenaceae families, whose contribution for the
treatment of central nervous system diseases was recognized in other studies (Brito &

Brito, 1993; Gomes et al., 2009). Therefore, Brazilian plants belonging to the above-
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mentioned families, which are rich in essential oils, could be a potential source of new
anesthetics in aquaculture.

Hesperozygis ringens (Benth.) Epling, known as “espanta-pulga”, is one
endangered representative of the Lamiaceae family, as a result of its endemic
distribution in the southeast and southern regions of Rio Grande do Sul (the
southernmost state in Brazil). Only acaricidal activity has been reported to date for its
essential oil (Fracaro & Echeverrigaray, 2006; Ribeiro et al., 2010). The genus Ocotea
includes more than 350 species of the Lauraceae family (Baitello, 2001), some of which
showed analgesic and sedative activity in animal models (Beirith et al., 1999; Zschocke
et al., 2000a; Zhang, 2004). As regards the reported activities, such uses could also be
found in folk medicine (Marques, 2001; Giogertti et al., 2007). Ocotea acutifolia (Nees)
Mez, known as “canela-branca”, is a riparian species distributed in Uruguay and
southern Brazil (Sobral et al., 2006). No reports were found about the essential oil of
this species. Lippia sidoides Cham. (Verbenaceae) is a shrub native from northeastern
Brazil, commonly called as “alecrim-pimenta”. In folk medicine, this species is used as
a spasmolytic, antimicrobial, and local anesthetic as well as a sedative (Brito & Brito,
1993).

The aim of this study was to evaluate the anesthetic activity in juvenile silver
catfish and the chemical composition of essential oils obtained from three Brazilian
native plants (H. ringens, O. acutifolia and L. sidoides) as well as to investigate the

effect of the anesthesia produced with such essential oils on glucose levels.

Material and Methods

http://mc04.manuscriptcentral.com/ni-scielo



©CoO~NOUOITA,WNPE

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

Neotropical Ichthyology

Animals

Silver catfish were purchased from a local fish culture and transported to the
laboratory, where they were maintained in continuously aerated 250 L tanks, with
controlled water parameters. Dissolved oxygen (experiment 1: 8.97+0.39 mg L';
experiment 2: 5.82+0.08 mg L") and temperature (experiment 1: 19.55+0.69°C;
experiment 2: 20.71+0.09°C) were measured with an YSI oxygen meter (Model
Y5512); pH (experiment 1: 7.8+0.03; experiment 2: 7.55+0.09) was determined with a
DMPH-2 pH meter. Total ammonia levels (experiment 1: 0.90+0.04 mg L™'; experiment
2:1.12+0.04 mg L) were measured by the salicylate method (Verdouw et al., 1978). A
semi-static system was used and 50% of the water volume was changed daily. Fish were
fed once a day with commercial feed (28% crude protein). Juveniles were fasted for a
period of 24 h prior to the experiments. The methodologies of the experiments were
approved by the Ethical and Animal Welfare Committee of the Federal University of

Santa Maria (Process n° 46/2010).

Plant Materials

Leaves of H. ringens and O. acutifolia were respectively collected in Sao
Francisco de Assis (Rio Grande do Sul, Brazil) in January and May 2011. The species
were identified by Dr. Solon Jonas Longhi and voucher specimens (SMDB n° 13.427
and n° 13.450, respectively) were deposited in the herbarium of the Department of
Biology, UFSM. Two samples of aerial parts of L. sidoides were collected in May 2008,
dried for three days in a ventilated drying oven at 45°C, and stored in closed, dark
packages until extraction started. Sample 1 was grown in Araxa (Minas Gerais, Brazil)

and Sample 2 in Jardinopolis (S@o Paulo, Brazil). Voucher specimens identified by
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Fatima Salimena were deposited in the Department of Biotechnology (UNAERP), under

numbers 1327 (Sample 1) and 1328 (Sample 2).

Essential oil extraction and analysis

The essential oils (EOs) of H. ringens, O. acutifolia and L. sidoides were
extracted by hydrodistillation using a Clevenger type apparatus for 2, 3 and 3 h,
respectively (European Pharmacopoeia, 2007). The EOs were stored at -4°C in amber
glass bottles until analysis by gas chromatography coupled with mass spectrometry
(GC-MS) and biological tests. EO yields were calculated w/w (%). GC-MS TIC

analysis was conducted as described by Silva et al. (2012).

Biological activity
Experiment 1: Anesthesia induction and recovery

Juvenile fish (12.2+0.5 g; 11.0+£0.1 cm) were transferred to aquaria containing 1
L of water continuously aerated and the EO concentrations firstly diluted in ethanol
95% (1:10). Concentrations of 55, 111, 277 and 554 pL L"'of the EO obtained from H.
ringens, and 50, 100, 150, 300, 600 and 900 pL L lof the EO of O. acutifolia were used
in this experiment. For L. sidoides, two EO samples from different chemotypes were
tested at concentrations of 30, 70, 150, 300 and 600 pL L', Ethanol control was also
performed at the same concentration used for dilution of the highest EO concentrations.
To evaluate the time required for anesthesia induction, 5 (EO of H. ringens) or 6 (EO of
O. acutifolia and L. sidoides) juveniles were used for each concentration tested, and
each juvenile was used only once, according to Schoettger & Julin (1967). This method

involves six stages, in which the following parameters were observed: light and deep
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sedation (stages 1 and 2, respectively), partial and total loss of equilibrium (stage 3a and
b, respectively), deep anesthesia (stage 4) and medullar collapse (stage 5). The
maximum observation time was 30 min. After induction, juveniles were transferred to
anesthetic-free aquaria to measure recovery time. Animals were considered to be
recovered when they showed normal swimming behavior in response to external
stimuli. After recovery, the fish were grouped according to the anesthetic protocol and
transferred into continuously aerated 40 L aquaria, where they were observed for 48

hours for any signs of abnormal behavior, diseases or mortality.

Experiment 2: Evaluation of blood glucose levels

This experiment was conducted to verify stress parameter of fish exposed to EO
H. ringens (137 and 277 pL L") and O. acutifolia (150 and 300 uL L™"). Control groups
of water and ethanol were also included for each sample, as well as an unhandled basal
group. Silver catfish (N=6; 61.7+£2.7g; 19.3+0.3 cm) were transferred to 40 L aquaria
three days before the experiment.

Fish were captured with a dip net and transferred in pairs to continuously aerated
2 L aquaria. The time between capture and release did not exceed 30 seconds. Juveniles
remained in the aquarium until they reached stage 4 of anesthesia induction with EO
while the controls of EOs of H. ringens and O. acutifolia remained for 7 and 18 min,
respectively. These times were chosen for the controls because they correspond to the
highest induction time until stage 4, for each EO used in this experiment (see results).
The fish in the basal control group were removed from the 40 L aquaria and

immediately submitted to blood collection.
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After the induction procedure, blood was collected from the caudal vein with 1
mL syringes and submitted to glucose determination with a digital Accu-Check®
Advantage II apparatus. Following blood collection, all fish were handled for biometric
measurements and transferred to anesthetic-free 40 L aquaria, where they were observed

for 48 h for any signs of abnormal behavior, diseases or mortality.

Statistical analysis

Data are presented as mean + SEM. The relationship between the time required
for anesthesia induction and the concentration of the anesthetic used was determined by
means of software Slide Write Plus version 4.0. To verify the homogeneity of variances
and normality, all data were submitted to Levene and Kolmogorov-Smirnov tests,
respectively. One-way ANOVA and Tukey tests were used for data of anesthesia
induction and recovery and also for blood glucose levels. Stage 3a of induction with EO
of O. acutifolia was analyzed by the Kruskal-Wallis test followed by the Dunn test.
Samples of EO of L. sidoides were analyzed by two-way ANOVA and the Tukey test or
the Scheirer-Ray-Hare extension of the Kruskal-Wallis test, when appropriate.
Analyses were performed with software SigmaPlot version 11.0, and the minimum

significance level was set at P<0.05.

Results

Chemical composition

A total of 67 compounds were identified for the EOs of the three species studied,

accounting for 97.3-99.5% of the total compositions of the analyzed samples (Table 1).
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10

H. ringens showed a high yield of EO (3.5%), whereas the yield of EO of O. acutifolia
was 0.80%. EO of L. sidoides obtained from sample 1 (2.22%) showed a greater yield
than the one from sample 2 (0.90%).

The major chemical component of leaf oil of H. ringens was pulegone (96.63%).
Other mono and sesquiterpenoid derivatives were also found in this EO, but at low
concentrations (<1.20%). A total of 24 substances were identified in the EO of O.
acutifolia. Among the major constituents, the most significant ones are caryophyllene
oxide (56.90%), calarene epoxide (11.74%) and t-elemene (8.17%). The major
constituents of oil of L. sidoides (sample 1) were thymol (68.40%), p-cymene (8.72%)
and B-caryophyllene (5.90%), while the second sample had carvacrol (67.89%), p-

cymene (21.76%) and B-caryophyllene (3.90%) as major compounds.

Biological activity

All EOs tested in this study showed sedative and anesthetic effects in silver
catfish through bath administration. Ethanol at the highest concentration used to dilute
the samples did not produce any anesthetic effect when applied alone.

Fish exposed to EO of H. ringens reached deep anesthesia in concentrations
ranging from 111 (about 24 min) to 554 pL L' (about 2 min), while 55 uL L induced
up to partial loss of equilibrium (Fig. 1A). A clear reduction in the induction time
occurred with the increase of EO concentration. The opposite pattern was verified at the
time of recovery, where an increase in the concentration of the EO of H. ringens was
followed by a correspondent elevation in the recovery time (Table 2). All juveniles
recovered between 5-15 min without signs of toxicity or mortality until 48 h after

exposure.
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Anesthesia was reached with 300-900 uL L™ EO of O. acutifolia (between 13-18
min; Fig. 1B). A positive relationship between the concentration and the time required
for the induction of anesthesia was observed at all stages, except for stage 4 (Table 2).
Lower concentrations (50-150 uL L'l) did not induce anesthesia during the 30 min
evaluation period. Only 50% of the animals exposed to 150 puL L™ (970+75.7 s) and
17% of the fish exposed to 300 pL L' (1560 s) recovered during the time of
observation, while all juveniles returned to normal behavior in 660.7421 s after
exposure to 50 pL L. For the additional concentrations tested, recovery time was
higher than 30 min. Mortality was not observed until 48 h after exposure.

There was no difference in anesthetic effect between the two samples of EO of
L. sidoides as regards induction time until stages 3b and 4. Fish exposed to sample 2
took longer time to reach stage 2 and 3a with 70 L L™, and stage 3a with 150 uL L
when compared to sample 1. The opposite pattern occurred with 600 pL L™, where
stage 2 was reached sooner for sample 2 than for sample 1 (Fig. 2).

The relationship between the induction time of anesthesia and the concentration
of the EO of L. sidoides was verified for sample 1 at stages 3a, 3b and 4 (Table 2).
Juveniles exposed to 150-600 pL L™ of both samples reached deep anesthesia at a
statistically similar time (about 11-20 min) (Fig. 2D). Additionally, deep anesthesia was
also verified in 33% of the fish exposed to 70 pL L™ of sample 1. Concentrations of 30
uL L of samples 1 and 2, and 70 pL L™ of sample 2, promoted only partial loss of
equilibrium in juveniles during the 30 min of exposition.

Fish exposed to both EOs of L. sidoides did not recover normal behavior until 30
min after transference to anesthetic-free aquaria. Exceptions to this pattern occurred in

all animals exposed to 30 uL/L of both samples and 33% of the fish exposed to 70 uL.
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L' of sample 2 (1543.0+108.0 s). However, the recovery of the animals differed
according to EO sample tested at 30 pL L. All animals presented normal behavior in
713.5+£38.7 s with sample 2, whereas 50% of the fish recovered in 1048.0+36.6 s with
sample 1.

In the experiment to evaluate blood glucose level, deep anesthesia was obtained
in 399.8424.8 s and 307.2+22.4 s with, respectively, 137 and 277 pL L' EO of H.
ringens. Concentrations of 150 and 300 uL L™ EO of O. acutifolia were required to
reach the same depression level in 735.3+67 s and 825.04+220.1 s, respectively.

There was no statistical difference among the glucose levels of the basal group,
water and ethanol controls (22-30 mg dL™"). Similar values were also detected in fish
anesthetized with 277 pL L™ EO of H. ringens. Significantly higher glucose levels were
observed in silver catfish exposed to 150 uL L™ EO of O. acutifolia compared to the

basal and the two control groups (Fig. 3).

Discussion

Higher pulegone content and lower extractive yield were detected in this study
for the EO of H. ringens, when compared to a previous report (Ribeiro et al., 2010).
These differences could be due to genetic factors, and the vegetative period of the
plants, as well as external factors such as height, water availability, temperature, light
intensity and soil fertility (Lima et al., 2003; Chalchat & Ozcan, 2008).

Although there are no reports, to date, on the EO of O. acutifolia, the good yield
achieved by this species is not surprising, since it belongs to the Lauraceae family.

Compared with other Ocotea species, the composition of the EO of O. acutifolia differs
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greatly. For example, none of the major constituents described for the leaf EO of O.
brenesii (Chaverri & Ciccid, 2005) were detected in the present study. In the leaf EO of
10 species of Ocotea investigated in Costa Rica, six compounds were reported (o-
pinene, B-pinene, B-myrcene, B-caryophyllene, B-elemene and germacrene D) (Takatu et
al., 2007) which were common to leaf EO of O. acutifolia. However, for the leaf EO of
O. quixos (Sacchetti et al., 2006) five of six common constituents reported for EO of O.
acutifolia were found, while B-pinene was absent.

Two chemical chemotypes were described for the EOs of L. sidoides (Lemos et
al., 1990), and they were both found in the present study. Botelho et al. (2007) found
thymol as the major compound, amounting to 56.67% of the EO, while the
concentration of this compound was 68.40% in sample 1. Nevertheless, Lima et al.
(2011) obtained 31.68% of carvacrol in the EO of this species, a much lower percentage
than the one found in the EO of sample 2 (67.89%).

The anesthetic activity for the EOs of O. acutifolia and L. sidoides verified in
this study was not completely unexpected. Previous reports showed analgesic and
sedative properties of species of the genus Ocotea (Beirith et al., 1999; Zschocke et al.,
2000b; Zhang, 2004). Regarding to L. sidoides, ethnopharmacological use as sedative
and local anesthetic was described previously (Brito & Brito, 1993). To date, there are
no reports about sedative and/or anesthetic activities for the Hesperozygis species.
However, anesthetic effect of other plants of the Lamiaceae, Lauraceae and
Verbenaceae families were recently reported in some fish species (Cunha et al., 2010b,
2011; Power et al., 2010; Silva et al., 2012).

According to Gilderhus & Marking (1987), the ideal anesthetic should induce

fast anesthesia (3 min or less) with minimum hyperactivity or stress, and rapid recovery
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(within 10 min or less) after fish transference to anesthetic-free aquaria. These criteria
were met for anesthesia of silver catfish with EO of H. ringens, whose induction and
recovery occurred, respectively, between 2-6 min and 5-16 min at concentrations
ranging from 277 to 554 pL L. Similar induction time until anesthesia could be
obtained for this fish species with 200-500 mg L™ EO of Lippia alba and 40-50 mg L™
of eugenol (Cunha et al., 2010a, 2010b). Thus, the EO of H. ringens could be an
alternative to the use of the anesthetics previously reported, since it showed activity
without side effects and high extractive yield.

Fish exposed to the EOs of O. acutifolia (300-900 uL L") and L. sidoides (150-
600 pL L) reached anesthesia between 10-20 min and recovered after 30 min for
almost all concentrations tested. These long term induction and recovery times may
result from the hydrophobic characteristics of the compounds of these essential oils.
Thymol/carvacrol and caryophyllene oxide (the major compounds of EO of L. sidoides
and O. acutifolia, respectively) have a higher partition coefficient (log P) than pulegone,
found in EO of H. ringens (Kang et al., 2007); hence, the former compounds can be
considered to be more hydrophobic. Studies performed by Kiessling et al. (2009)
indicated that isoeugenol, a lipophylic compound, had slower clearance than the
hydrophilic drug MS-222 in Atlantic salmon (Salmo salar). A slow clearance may be
associated to drug accumulation in the adipose tissue, which in turn would increase
recovery time after long exposure time (Kiessling et al., 2009; Zahl et al., 2012).

The depressor effects of EOs of H. ringens and L. sidoides may be partially due
to their major compounds. Pulegone, thymol and carvacrol are positive allosteric
modulators of the GABA receptor (Tong & Coats, 2010), which corresponds to one of

the main targets of the action of sedative and anesthetics used in therapeutic (Johnston
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et al., 2006). Sousa et al. (2011) verified that pulegone decreased locomotor activity,
increased sleeping time and latency of pentylenetetrazole-induced convulsions, as well
as showed a central antinociceptive action in mice.

Additionally, it should be noted that pulegone has a similar structure to menthol
(Ringer et al., 2003), a recognized fish anesthetic (Faganha & Gomes, 2005).
Biosynthesis studies on the epidermal oil glands of peppermint (Mentha x piperita)
described pulegone as a precursor of menthol (Ringer et al., 2003). However, the same
reaction-type was not observed in rats liver microsomes (Madyastha & Raj, 1990),
which indicates that the two compounds did not interconvert in vivo.

Analgesic and sedative activity of extracts of the Ocotea species was associated
with the presence of alkaloids (Zhang, 2004), triterpenes (Beirith et al., 1999) and
sibyllenones (Zschocke et al., 2000b), which are not found in the EO of O. acutifolia.
For caryophyllene oxide, the main compound of this EO, antinociceptive and analgesic
activity in rodents was described (Chavan ef al., 2010). Recently, Benovit (2012)
verified its sedative effect in silver catfish at concentration ranges of 10-40 mg L. High
loss of mucus was observed in the animals after immersion in 40 mg L" of this
compound. Nevertheless, this concentration is lower than the amount present in 100 pL
L' EO of O. acutifolia (corresponding to 54 mg, approximately). As the side effect was
only verified in fish exposed to 900 uL L™, Ocofea oil seems to contain other
substances able to protect animals from the deleterious action of caryophyllene oxide.
Secretion of mucus is a common side effect of some synthetic anesthetics currently used
in aquaculture, such as 2-phenoxyethanol, quinaldine sulfate and benzocaine (Inoue et

al., 2003; Velisek et al. 2007).
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Side effects were observed during and after induction of anesthesia with both
EOs of L. sidoides. The fish exposed to all concentrations showed sudden jumping
behavior towards the surface due to involuntary muscle contractions during induction.
These events were independent of the presence of stimuli in caudal peduncles or inside
the aquarium, and they were followed by a motionless period of the fish at the bottom.
For animals exposed to sample 2, these events were observed more frequently. High
loss of mucus during induction and total mortality after exposure occurred in all fish
exposed to 300 and 600 uL L™ of sample 1 and 600 uL L™ of sample 2.

The above-mentioned mortality and adverse effects for EOs of L. sidoides can
result from acetylcholinesterase (AChE) inhibition. Similar behavior effects as those
verified for this EO were described for Cyprinus carpio L. exposed to 2.4-D (2.4-
dichlorophenoxyacetic acid) herbicide, a known AChE inhibitor (Sarikaya & Yilmaz,
2003). AChE inhibition was previously reported in vitro for methanolic and ethanolic
extracts of L. sidoides, as well as for thymol and carvacrol (Trevisan & Macedo, 2003;
Jukic et al., 2007). Jukic et al. (2007) demonstrated that AChE inhibitory activity of
carvacrol is 10 times stronger than the one for its isomer thymol, which could possibly
explain the higher incidence of side effects in fish exposed to carvacrol-type EO
(sample 2).

As regards stress parameter, fish of control groups did not change their glucose
levels immediately after tank transference when compared to those in the basal group,
which excludes this procedure as an agent able to influence the results. Thus, the
hyperglycemic event detected after anesthesia with the EO of O. acutifolia corresponds
to a stressor effect of this sample, which did not occur with the EO of H. ringens.

Previous reports indicated that anesthesia with eugenol also promoted hyperglycemic
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effects in Nile tilapia (Oreochromis niloticus) and matrinxd (Brycon amazonicus)
(Deriggi et al., 2006; Barbosa et al., 2007).

In conclusion, thymol and carvacrol chemotypes of oils of L. sidoides showed
anesthetic effect (150-600 pL L) in silver catfish, but their use is not advised because
of the mortality and side effects observed. Nevertheless, pulegone-rich EO of H. ringens
and caryophyllene oxide-rich EO of O. acutifolia can be used as anesthetics in this fish
species at concentration ranges of 111-554 and 300-600 pL L™, respectively. Regarding
to the stress parameter evaluated, EO of O.acutifolia was shown to be a slight stressor

agent, while EO of H. ringens showed no effect itself.
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Figure(s) legend(s)

Fig. 1. Induction time and recovery of essential oils in silver catfish juveniles:
A=Hesperozygis ringens; B=Ocotea acutifolia. Stages of induction were observed
according to Schoettger & Julin (1967). Maximum observation time for induction and
recovery was 30 min.

Data are presented as meantSEM (N=5-6). Different letters indicate significant
differences among concentrations for the same induction stage (P<0.05). Recovery time
was omitted of Fig. 1B because it was higher than 30 min for most fish tested (see

results).

Fig. 2. Anesthetic effect of essential oils obtained from Lippia sidoides in silver catfish
juveniles: A=Stage 2; B=Stage 3a; C=Stage 3b; D=Stage 4, according to Schoettger &
Julin (1967). Maximum observation time for induction was 30 min.

Data are presented as meantSEM (N=6). Different letters indicate significant
differences among concentrations within each sample and * describes significant

differences among samples (P<0.05).

Fig. 3. Blood glucose levels after anesthesia of silver catfish with essential oils:
A=essential oil of Hesperozygis ringens; B=essential oil of Ocotea acutifolia; W=water
control; EC=ethanol control.

Data are presented as mean+SEM (N=6). Different letters indicate significant

differences among groups (P<0.05).
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Table 1. Chemical compositions and physical characteristics of the essential oils

obtained from Hesperozygis ringens, Ocotea acutifolia and Lippia sidoides.

Percentage of chemical composition

RI (liteilture) Compound . L.sidoides
(experimental) a H.ringens  O.acutifolia  Sample  Sample
1 2
925 924 a-Thujene - 0.07 0.23 0.07
930 933 a-Pinene 0.50 0.32 0.52 0.19
944 946 Camphene - - tr tr
966 - Uknown - - - tr
970 968 Sabinene 0.18 0.11 0.09 tr
972 970 B-Pinene 0.36 0.19 0.24 tr
980 980 1-Octen-3-ol - - 0.13 0.05
990 991 B-Myrcene 0.33 0.05 0.41 0.13
1006 1008 3-Carene - - 0.06 tr
1013 1014 a-Terpinene - - 0.12 0.05
1023 1024 p-Cymene - - 8.72 21.76
1025 1022 Limonene 1.16 0.04 0.51 0.14
1028 1025 Eucalyptol - - 1.46 0.28
1029 - Uknown 0.28 - - -
1038 1037 B-Z-Ocimene 0.20 0.58 0.10 -
1048 1048 B-E-Ocimene - 4.02 - -
1054 1056 t-Terpinene - - - tr
2.4-
1084 1088 Dimethylstyrene ) i i tr
1099 1100 Linalool 0.92 0.55 tr -
1103 - Uknown - - tr -
1147 1147 Ipsdienol - - 0.37 0.90
1176 1179 Terpinen-4-ol - - 0.58 0.27
1189 1189 a-Terpineol 0.32 - 0.40 -
1210 - Uknown 0.21 - - -
1234 1236 Methyl thymol : . 091 030
ether
1242 1245 Methyl carvacrol ) i i 0.10
ether
1243 1239 Pulegone 96.63 - - -
1299 1296 Thymol - - 68.40 0.32
1303 1304 Carvacrol - - 0.48 67.89
1336 1038 5-Elemene - 0.11 - -
1349 1348 a-Cubebene - - 0.07 -
1357 1356 Eugenol - - 0.07 0.24
1373 1375 a-Ylangene - - - 0.10
1375 1375 a-Copaene - - 0.45 -
1384 1384 B-Boubonene - - 0.08 tr
1391 1391 B-Elemene - 0.16 - -
1403 1400 Methyl cugenol - . . 0.05
ether
1406 1393 2.3-Epoxy- 0.88 - - -
geranylacetate
1418 1419 B-Caryophyllene 0.38 0.67 5.90 3.90
1425 - Uknown - - - 0.05
1427 1427 B-Gurgujene - - 0.24 -
1432 1436 a-Bergamotene - - - tr
1437 1440 a-Guaiene - 0.60 - -
1438 1437 Aromadendrene - - 0.80 0.12
1442 - Uknown - - 0.22 0.05
1453 1454 a-Humulene - 0.19 0.34 0.12
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1
: )
3 -)=
4 1460 1462 Alloaromadendrene ) i 0.31 0.06
5 1473 1470 a-Amorphene - - - 0.12
6 1476 1478 T-Muurolene - - 0.71 -
7 1480 1480 Germacrene-D - 0.52 0.58 0.23

1483 - Uknown - - 0.25 0.33
8 1491 ; Uknown ; ; ] 0.15
9 1494 1495 Valencene - - 0.78 -
10 1497 1492 t-Elemene - 8.17 - -
11 1498 1506 B-Bisabolene 0.29 - - 0.05
12 1499 1499 a-Muurolene - - 0.20 tr
13 1509 - Uknown - - - 0.08
14 1513 1514 v-Cadinene - - 0.53 -
15 1519 1512 a-Amorphene - - - 0.20
16 1523 1523 8-Cadinene - - 1.45 -
17 1539 - Uknown - 0.55 - -
18 1551 1549 Caryophyllene 56.90 - -
19 oxide
20 1579 1577 Spathulenol - - 0.76 0.13
21 1584 1583 Caryophyllene - - 2.55 1.68

oxide

5:23 1585 1583 Globulol - 1.73 - -
o 1607 1608 Humuler}clz epoxide ) i i it
25 1631 - Uknown - - - tr
26 Caryophylla-4(14),
P 1634 1641 8(13)-dion-5-o/Bool - - - 0.06
28 1639 1642 T-Muurolol - - - tr
59 1653 1657 a-Cadinol - - - 0.05
30 1656 1657 Cedr-8-en-13-o0l - 2.69 - -
31 1656 - Uknown - - - 0.05
32 1668 1668 Bulnesol - 2.06 - -

1669 - Uknown - - - 0.08
33 1673 1673 Cadalene / i i tr
34 1681 1681 Z-Farnesol - 1.29 - -
35 1718 * Calarene epoxide - 11.74 - -
36 1722 - Uknown - 0.58 - -
37 1778 - Uknown - 0.49 - -
38 1784 * Z-Santalol - 1.91 - -
39 1794 1795 a-Eudesmol acetate - 0.99 - -
40 1813 - Uknown - 0.97 - -
a1 1879 - Uknown - 0.12 - -
42 1925 - Uknown - - - tr
43 2041 2043 Kaurene - 1.70 - -
44 Total identified 98.3 97.3 99.5 99.2
45 Physical characteristics

Pale Light Golden  Golden
46 Color
yellow yellow yellow  yellow

a7 Density (2 mL™) 0.90 0.95 0.92 0.91
jg *Retention index did not report; RI: Retention index; tr: Trace (<0.05%);* Adams
50
51 (2001), NIST (2002).
52
53
54
55
56
57
58
59
60
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Table 2. Relationship between the time required to reach the stages of induction and recovery from anesthesia and the concentration of the

essential oils (EOs) of Hesperozygis ringens, Ocotea acutifolia and Lippia sidoides in silver catfish.

EO Induction Recovery
Stage 2 Stage 3a Stage 3b Stage 4
H. ringens y'3=2.0 661.8/x Iny=2.9+163.6/x y=2576.6- y=2642.6-12.0x+ 0.01360x>  y=-183.4+10.6x-
(1 = 0.998) (°=0.997) 12.6x+0.01469x (*=1) 0.03673x*+0.00004x”
(=) =)
O. acutifolia Iny=1.1+34.4/x"? Iny=3.2+25.6/x"’ y=1401.5-5.8x+0.013x>-
(1*=0.908) (1*=0.970) 0.0000079x?
(*=1)
L. sidoides ¥=29.5+166482.3/x? y=2090.7- y2=908163.4+3.05 10* exp™
(sample 1) (1=0.999) 21.5x+0.07346x- (1=0.996)
0.000069x>
(r*=1)

Where x=concentration of essential oil (uL L™); y=time to reach the stage of induction or recovery from anesthesia (Schoettger & Julin, 1967) in

seconds (s).
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