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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi conhecer a espécie nativa Hedyosmum brasiliense
Mart.no Litoral do Parana, explorando seu uso etnofarmacoldgico, identificando os
compostos quimicos presentes no 6leo essencial, bem como, efetuou-se ensaios
microbiolégicos e de inibicdo enzimatica para inferir sobre as potencialidades do
O0leo essencial da espécie. Primeiramente, foi realizado um levantamento
etnobotanico na comunidade do Parati em Serra da Prata — Guaratuba - PR, onde
se aplicou entrevistas semi-estruturadas juntamente com o percurso de trilhas em
companhia de informantes. A amostragem e seleg¢do dos informantes para o estudo
foi realizada segundo a técnica bola de neve, na qual os informantes indicam os
possiveis colaboradores da pesquisa. Constatou-se, com o0s resultados
etnobotanicos, que os moradores da comunidade possuem técnicas proprias de uso
da espécie nativa. Posteriormente iniciou-se um estudo fitoquimico e de
sazonalidade a fim de avaliar a variagao do teor e composicdo quimica do 6leo
essencial de Hedyosmum brasiliense Mart. A coleta do material foi realizada no
Parque Nacional Saint-Hilaire/Lange- Matinhos- PR. Os 6leos essenciais da espécie
de estudo foram obtidos através da hidrodestilacdo em aparelho graduado tipo
Clevenger. Para analise foram considerados apenas os constituintes iguais ou
superiores a 1%. Ao total foram identificados 14 compostos no inverno, 17 na
primavera, 14 no verao e 11 no outono. Dentre eles o Biciclogermacreno destaca-se
como majoritario nas amostras analisadas. Ademais, durante a pesquisa também
foram realizados ensaios microbioldgicos (antibacterianos e antifungicos) e de
inibicdo enzimatica para explorar o potencial biolégico da espécie. Constatou-se, na
etapa dos ensaios microbiologicos que o oOleo advindo da espécie Hedyosmum
brasiliense Mart. mostrou-se ativo frente a bactéria Gram-positiva Staphylococcus
aureus, entretanto, ndo apresentou atividade frente a bactéria Gram-negativa
Escherichia coli. No ensaio de inibigdo enzimatica, observou-se que o0 6leo da
espécie inibiu a enzima acetilcolinesterase, enquanto que nao foi ativo frente a alfa-
glucosidade. No mais, os ensaios antifungicos evidenciaram que a jungéo do dleo
com o antifungico Fluconazol apresentou melhor agcdo fungicida que o farmaco
isolado frente a cepa URM 4262 de Candida tropicalis. Por fim, cabe salientar que as
informacdes etnobotanicas e fitoquimicas sao oportunas ferramentas para a
preservagdao da espécie e subsidiar cientificamente a implementagcao de politicas
publicas saudaveis e estratégias de Desenvolvimento Territorial Sustentavel na
regiao.

Palavras-chave: Bioprospeccdo. Oleo essencial. Etnofarmacologia. Hedyosmum
brasiliense Mart. Desenvolvimento Territorial Sustentavel.



ABSTRACT

The objective of this research was to know the native species Hedyosmum
brasiliense Mart. in the Parana Coastal region, exploring its ethnopharmacological
use, identifying the chemical compounds present in the essential oil, as well as
carrying out microbiological and enzymatic assays to infer about the potentials of the
essential oil of the species. First, an ethnobotanical survey of the Parati community
was carried out in Serra da Prata - Guaratuba - PR, where semi - structured
interviews were applied together with the trajectory of tracks in the company of
informants. Sampling and selection of the informants for the study was performed
according to the snowball technique, in which the informants indicate the possible
collaborators of the research. It was observed, with the ethnobotanical results, that
the residents of the community have own techniques of use of the species native.
Subsequently a phytochemical and seasonal study was started to evaluate the
variation of the content and chemical composition of the essential oil of Hedyosmum
brasiliense Mart. The material was collected in the Saint-Hilaire / Lange-Matinhos-PR
National Park. The essential oils of the study species were obtained by
hydrodistillation in Clevenger type graduated apparatus. For analysis were
considered only constituents equal to or greater than 1%. In total, 14 compounds
were identified in the winter, 17 in the spring, 14 in the summer and 11 in the autumn.
Among them, the Biciclogermacrene stands out as the majority in the samples
analyzed. In addition, microbiological tests (antibacterial and antifungal) and
enzymatic inhibition were also carried out during the research to explore the
biological potential of the species. It was verified, in the microbiological assays that
the oil from Hedyosmum brasiliense Mart. showed to be active against Gram-positive
bacteria Staphylococcus aureus, however, showed no activity against Gram-negative
bacteria Escherichia coli. In the enzymatic inhibition assay, it was observed that the
oil of the species inhibited the enzyme acetylcholinesterase, whereas it was not
active against alpha-glucosidase. In addition, the antifungal assays showed that the
junction of the oil with the antifungal Fluconazole presented better fungicidal action
than the drug isolated against the URM 4262 strain of Candida tropicalis. Finally, it
should be noted that ethnobotanical and phytochemical information are timely tools
for the preservation of the species and scientifically subsidize the implementation of
healthy public policies and strategies for Sustainable Territorial Development in the
region.

Keywords: Bioprospecting. Essential oil. Ethnopharmacology. Hedyosmum
brasiliense Mart. Sustainable Territorial Development.
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APRESENTAGCAO

A pesquisa de produtos naturais tem alcangado nos ultimos anos uma larga
amplitude e diversificagdo na area das ciéncias ambientais. A sua importancia
revela-se por sua aplicacdo nos mais diversos campos de conhecimento, com o0s
estudos direcionados ao entendimento e uso da biodiversidade. Além do interesse
econbmico, visando a utilizagdo desses metabdlitos na produgao de perfumes,
corantes, medicamentos, pesticidas, e entre outros, devem ser considerados os
conhecimentos cientificos que contribuem para o desenvolvimento de diversas areas
da ciéncia, tais como: Farmacologia, Botanica, Quimica Orgénica, Evolu¢do e
Ecologia Quimica. E importante ressaltar que toda a pesquisa relacionada a quimica
de produtos naturais, deve ser desenvolvida no sentido de se evitar a exploracéo da
natureza sem conservacao da biodiversidade.

Os resultados desta dissertagdo originam-se de uma estratégia de pesquisa
que parte de informacdes etnobotanicas e etnofarmacoldgicas, e seguem com a
realizagcdo de extracédo e isolamento dos constituintes quimicos do 6leo essencial,
prosseguindo com o isolamento e identificagdo estrutural dos compostos.

Nesse aspecto, € importante salientar que para uma espécie se tornar um
fitoterapico é necessario passar por distintos processos de anadlise, dentre eles, a
identificacao das substancias, assim como a identificacdo dos marcadores quimicos.

O estudo da espécie Hedyosmum brasiliense Mart. foi realizado no periodo de
24 meses com visitas a comunidade e coleta do material vegetal nas quatro
estacdes do ano, coletando-se as folhas mais jovens para a extragdo do o6leo
essencial. Assim, o objetivo € apresentar o uso da espécie, bem como, seu potencial
bioldgico.

Primeiramente, no capitulo 1 é apresentada uma sintese e revisao sobre a
tematica discutida nesta dissertacdo, que abrange uma discussdo sobre plantas
medicinais, bioprospec¢ao, desenvolvimento sustentavel, bem como, informacdes
sobre os objetivos da pesquisa e caracteristicas da area de estudo.

A seguir, no capitulo 2 sao apresentados os aspectos metodoldgicos
utilizados na pesquisa. Inicia-se com a abordagem etnobotanica, a metodologia de
extragdo do Oleo essencial da espécie, a formulagdo dos ensaios microbiologicos e
por fim a descricdo dos ensaios de inibicdo enzimatica realizados com os 6leos

advindos da planta nas quatro estacées do ano.



Prosseguindo, no capitulo 3 apresentam-se os resultados da pesquisa
etnofarmacolégica no entorno da Serra da Prata, caracterizando o uso da espécie na
regido. Além disso, expdem-se os resultados da analise do Oleo essencial, os
ensaios antibacterianos, antifungicos e de inibicdo enzimatica.

E por fim, nas consideragdes finais é articulada uma discussao referente aos
resultados obtidos, assim como, alguns apontamentos que podem subsidiar futuras
pesquisas com a espécie em questdao nas comunidades do litoral do Parana, além
de fundamentar com evidéncias cientificas a implementacdo de politicas publicas

saudaveis e de desenvolvimento territorial sustentavel.
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CAPITULO 1: SINTESE DA PESQUISA DE BIOPROSPECGAO E
ETNOFARMACOLOGIA NO LITORAL DO PARANA.

No Litoral do Parana esta localizada uma grande por¢ao de biodiversidade
rica em recursos naturais, a Mata Atlantica. Este bioma tem sido alvo de interesses
comerciais devido aos seus diversos atributos naturais. Nesse viés, & importante
salientar que com o processo de globalizagdo surgem novas instituicbes com
atividades portuarias, comerciais e imobiliarias, essas que tém impactado
significativamente as regides costeiras e as comunidades residentes nesse territorio.
Essas organizagdes se instalam no Litoral Paranaense sob a égide do
desenvolvimento, mas distantes da preocupacdo com o0s ecossistemas e a
conservagao local.

Nesse aspecto, o uso desapoderado dos recursos pode gerar a escassez dos
mesmos no ambiente natural e por consequéncia levar aos mais sérios
desequilibrios ambientais. “O crescimento equivale a tendéncia a produzir mais do
que aquilo que foi gasto anteriormente (WEBER & BAILLY, 2002, p. 277)". Esse
procedimento € o grande causador da instabilidade no ambiente natural e resultante
dos evidentes conflitos na sociedade contemporanea. Ademais, impactam de
maneira negativa no bioma, pois alteram a paisagem e também influenciam
diretamente na qualidade de vida da populagao.

Segundo a OMS, a saude é “o estado de completo bem-estar fisico, mental e
social e ndo apenas a auséncia de doenca (OMS,1946).” Ou seja, as condicdes de
existéncia do ser humano e o risco o qual é exposto também ¢é fator determinante
para sua qualidade de vida. Sobre essa perspectiva, os fatores ambientais atuam,
influenciam e modificam a sociedade.

Ademais, para a Organizacdo Mundial da Saude,

Saude ambiental sdo todos aqueles aspectos da saude humana, incluindo a
qualidade de vida, que estdo determinados por fatores fisicos, quimicos,
biolégicos, sociais e psicolégicos no meio ambiente. Também se refere
teoria e pratica de valorar, corrigir, controlar e evitar aqueles fatores do meio
ambiente que, potencialmente, possam prejudicar a saude de geragdes
atuais e futuras (OMS, 1993).

Entretanto, a necessidade de consumo e exploragéo tem seguido contra esse

ideal. “A utopia desenvolvimentista/industrialista prometeu que o desenvolvimento
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das forgas produtivas e a expansao da esfera econdmica libertariam a humanidade
da escassez, da injustica e do mal-estar (RIGOTTO, 2002, pg. 254).” Contudo, sabe-
se que esse processo evidenciou diversos conflitos socioambientais, de maneira que
a exploracdo da natureza passou a ser o fator incbmodo da sociedade moderna,
gerando diversos problemas para a humanidade e predominantemente dentre eles a
escassez dos recursos naturais e a desigualdade social.

Uma proposta de desenvolvimento so foi efetivada formalmente em 1987 por
meio do relatério de Brundtlandt, que ja previa a necessidade de nova relacéo entre
0 ser humano e o meio ambiente. O modelo imposto na década de 80 ja listava as
acdes necessarias para preservacdo dos recursos nhaturais e promog¢ao do
desenvolvimento sustentavel. Entretanto, as dificuldades de adaptacdo a
sustentabilidade ainda é evidente até os dias atuais, em diversos setores.

Dentre eles, o progresso urbano para areas rurais ainda € ocorrente em
grande escala, desvalorizando a vida e as necessidades das populagbes que vivem
em areas de floresta.

Bem como relata Diegues. “A situacdo desses sistemas tradicionais de
acesso a espagos e recursos de uso comum passou a ser ameagada pelo processo
relativamente recente de expansao urbano-industrial e abertura de novas fronteiras
agricolas (DIEGUES, 2002, p.415)”".

Segundo Leff (2011) as identidades étnicas passaram a definir distintos

“sistemas de recursos naturais”.

E nesse sentido que a cultura esta integrada dentro das condigdes gerais de
uma produgdo sustentavel; as identidades étnicas e valores culturais, assim
como as praticas comunais para o manejo coletivo da natureza foram e sao
base para o desenvolvimento do potencial ambiental para o
desenvolvimento sustentavel de cada regido e cada comunidade (LEFF,
2011, p.332).

Para Albuquerque (2005),

E esta valorizacdo do conhecimento tradicional que d& & etnobotanica um
carater “subversivo”, do qual comunga a etnoecologia, por exemplo,
reduzindo as diferengas entre o saber popular e o saber cientifico, porque
sdo formas uteis de conhecimento que respondem as necessidades de
grupos especificos (ALBUQUERQUE, 2005, p. 57).
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Neste contexto, a presente pesquisa trata da investigagdo quanto ao uso de
uma espeécie nativa originaria do bioma Mata Atlantica, bem como, conhecer as suas
potenciais agdes biologicas.

O enfoque principal é fornecer subsidios essenciais para elaboragao de
estratégias de desenvolvimento local e medidas de conservacado, levando em
consideragao o conhecimento empirico referente a espécie Hedyosmum brasiliense
Mart. e num programa de triagem de atividades bioldgicas, apresentar os resultados
para a preservagao da integridade cultural e social desse ecossistema.

A espécie nativa Hedyosmum brasiliense Mart. € uma arvore nativa muito
ocorrente no litoral paranaense. A planta popularmente conhecida como “Cidreira do
Mato” pertence a familia Chloranthaceae e possui distintas caracteristicas, tais
como: espécie vegetal didica; helidfita (dependente da exposicdo solar); altura de
aproximadamente 3-6 metros; folhas aromaticas e glandulas secretoras de O6leos
essenciais presentes nas folhas. A familia Chloranthaceae é amplamente utilizada
na medicina popular, entretanto, ainda é pouco investigada (VIDO, 2009).

Nesse sentido, € importante salientar que a familia Chloranthaceae surge em
locais especificos, sendo pouco encontrada como bem relata Souza & Lorenzi
(2005) ao afirmar que “recentes estudos em filogenia tém sugerido que essa € uma
familia relativamente isolada, podendo ser considerada como a unica representante
de uma ordem a parte ou nao ser incluida em qualquer ordem (SOUZA & LORENZI,
p. 65, 2005)".

Entre as comunidades do Litoral Paranaense ja foi constatado em pesquisas
anteriores (MACHADO, 2018), que a espécie Hedyosmum brasiliense Mart. € muito
utilizada para o tratamento de dores de cabeca. Este levantamento reforca a
necessidade de um plano mais abrangente de validagdo dos conhecimentos
oriundos das comunidades tradicionais.

Sendo assim, parece oportuno a realizagao de identificacdo dos componentes
ativos presentes na planta por meio do seu 6leo essencial no intuito de explorar as
propriedades biolégicas da espécie, bem como, salientar a importancia do uso
adequado da espécie Hedyosmum brasiliense Mart. na Mata Atlantica no Litoral do
Parana para viabilizar subsidios para a conservagdo da espécie e O

Desenvolvimento Territorial Sustentavel na regiao.
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A sintese conceitual deste trabalho pode ser observada no QUADRO 1 que

contém as principais bases tedricas utilizadas para a fundamentacéo tedrica.

QUADRO 1 - SINTESE CONCEITUAL DE DESENVOLVIMENTO DA PESQUISA

CONCEITOS

CONTEXTOS

PRINCIPAIS AUTORES

Hedyosmum brasiliense Mart.

. Caracterizagdo da planta
. Uso sustentavel
. Potencial Medicinal

1. LORENZI (2016)

2. LEITMAN (2010)

3. VIDO (2009), MURAKAMI
et al (2017).

Bioprospecgao

. Conceito de bioprospecgao
. Acesso ao patrimdnio genético

1. SANT'ANA (2002)
2. SILVA et al (2016)

Recursos Naturais

. Importancia da Mata Atlantica
. Racionalidade Ambiental

1. TONHASCA JUNIOR
(2005)
2. LEFF (2011)

Conservagao

1.

Estratégias de

ecodesenvolvimento;

2.

Preservacao da Mata Atlantica

1. SACHS (1986)
2. LEI 11.428 (2006)

Etnobotanica

1.
2.

Conceituacao
A importancia cultural

1. ALBUQUERQUE (2005)
2. LEFF (2009)

Desenvolvimento Territorial
Sustentavel

1.
2.

Concepcao de territorio
Construcgéao do territério

1. HAESBAERT (2008)
. SAQUET (2009)

N

Plantas Medicinais e
Fitoterapicas

1.

Sistematizagao da industria

farmacéutica

2.
3.

Plantas medicinais
Preservacgao das espécies

1. FERNANDES (2004)
2. FONTE (2004)

3. SCHEFFER & JUNIOR
(2004)

Sazonalidade

1.

Fatores abioticos

1. MORAIS (2009)

Ensaios Microbiolégicos

1.

Ensaios antibacterianos

2. Ensaios antifungicos

1. KIRCHNER et al (2009);
LUCHESI (2017)

2. GIOLO & SVIDZINSKI
(2010)

Atividade de inibicao
enzimatica

1.

Acetilcolinesterase; Alfa-

glucosidase

1. GARETH (2003); RANG et
al (2007).

Fonte: a autora, 2019.
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Ademais, o presente estudo possui 0 seguinte problema ou questdo de
pesquisa: “O conhecimento quimico e etnofarmacoldogico da espécie Hedyosmum
brasiliense Mart. no contexto do litoral Paranaense se configura em uma estratégia
de conservagao da diversidade bioldgica nesta regiao?”. Pensando nisso, buscou-se

responder os seguintes itens de pesquisa:

I. Disponibilidade da planta para a comunidade;
[I. Utilizacao e beneficios da espécie;
[ll. ldentificacao e variagcdo dos componentes quimicos do 6leo essencial;
IV. Influéncia qualitativa e quantitativa da sazonalidade sob o O&leo
essencial;

V. Potencial biolégico da espécie.

Dessa forma, a partir destas questdes, foram estabelecidos os objetivos para

a concretizacido da pesquisa.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Aprofundar o conhecimento etnofarmacolégico sobre a espécie Hedyosmum

brasiliense Mart. no bioma Mata Atlantica no litoral do Parana.

1.1.2 Objetivos Especificos

I. Compreender as formas e técnicas de utilizacdo da planta por uma
comunidade tradicional no litoral do Parana;

II. Identificar os componentes quimicos encontrados na espécie nativa por
meio da analise do seu 6leo essencial,

[ll. Realizar um estudo de sazonalidade para verificar a variacdo da
composi¢ao quimica e do rendimento do oleo essencial extraido da
espécie de acordo com as distintas épocas do ano;

IV. Realizar ensaios antimicrobianos e antifungicos com o 6leo essencial

da espécie;
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V. Realizar ensaios bioldgicos de inibicado enzimatica do 6leo essencial
frente as enzimas alfa-glucosidase e acetilcolinesterase;
VI. Validar o conhecimento empirico do uso da espécie em uma

comunidade no litoral do Parana.

1.2 PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPICAS

As plantas medicinais sdo ervas que possuem atividades capazes de auxiliar
no tratamento e cura das doengas. Segundo Fonte (2004), “substéancias
farmacologicamente ativas fazem com que uma determinada planta seja
considerada medicinal, sendo que tais substancias passam a ser chamadas de
principios ativos (FONTE, 2004, p.29)".

A pratica terapéutica por meio de plantas medicinais sempre foi realizada
pela humanidade, por meio de distintas formas de uso e medicagdo. Entretanto,
durante o processo de evolugdo da industria farmacéutica e o aumento da
fabricagcdo dos medicamentos sintéticos a eficacia da flora medicinal passou a ser
colocada em segundo plano.

Fernandes (2004) destaca a influéncia negativa apds introdugdo da
terapéutica sintética sobre a terapéutica natural e uso das plantas medicinais como

forma de tratamento de enfermidades.

as industrias farmacéuticas brasileiras foram, em sua maioria, desativadas
ou substituidas por empresas multinacionais, modificando entdo a pratica
médico-terapéutica que se afastou e, mesmo negligenciou a utilizacdo de
plantas medicinais (FERNANDES, 2004, p.13).

Nesse sentindo, o pensamento de Lorenzi corrobora com essa reflexao ao

afirmar que,

O acesso a medicamentos sintéticos e o pouco cuidado com a
comprovagao das propriedades farmacologicas das plantas tornou o
conhecimento da flora medicinal sindbnimo de atraso tecnolégico, muitas
vezes, charlatanismo (LORENZI, 2008, p.13).

Apos algumas adversidades na area, o conhecimento referente as plantas

com propriedades medicinais passa a ser sistematizado.
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As novas tendéncias globais de uma preocupagao com biodiversidade e as
ideias de desenvolvimento sustentavel trouxeram novas areas ao estudo
das plantas medicinais brasileiras, que acabaram despertando novamente
um interesse geral na fitoterapia (LORENZI, 2008, p.14).

Assim, a fitoterapia abrange a terapéutica que visa a cura de enfermidades
por meio das plantas medicinais e trata-se de uma forma de tratamento utilizada ha
muito tempo. “Ao longo dos séculos, produtos de origem vegetal constituiram as
bases para tratamento de diferentes doengas (BRASIL, 2015, pg.22)". Entretanto,
sua importancia passou a ser pleiteada recentemente.

Em 2006 foi criada a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC), essa que dentre os seus tratamentos alternativos visa a
inclusdo da terapéutica por meio de fitoterapicos. No mesmo ano, foi criado o
“Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos” (PNPMF) por meio do
decreto N° 5.813, que estabelece em seus principios a importancia da valorizacao
do conhecimento tradicional, do uso sustentavel da biodiversidade brasileira e da
ampliacdo das opcgbes terapéuticas para a melhoria da atengdo a saude da
populagdo. Ademais, o programa estabelece a relevancia do acesso da populagao
aos fitoterapicos por meio do Sistema Unico de Saude (SUS) e da realizacdo de
novas pesquisas cientificas de desenvolvimento tecnoldgico no quesito de plantas
medicinais.

Consequentemente houve o aumento de estudos referente as
potencialidades dos recursos naturais, do uso farmacolégico das plantas, juntamente

com a busca por novos fitoterapicos.

A fitoterapia utiliza-se das diversas partes das plantas, como raizes, cascas,
folhas, frutos e sementes, de acordo com a erva em questdo. Ha também
diferentes formas de preparagao destas plantas, sendo o cha a mais
utilizada, preparado por meio da decocgao ou infusdo. No primeiro processo
a planta a ser utilizada é fervida junto a agua, ja no segundo a agua é
fervida sozinha e depois colocada sobre a planta, quando s&o liberados os
seus principios terapéuticos (BRASIL, 2009).

Reforca-se que os fitoterapicos sao medicamentos produzidos por
substancias naturais, que quando nao utilizados da forma correta, podem ser
prejudiciais a saude.

Para Lorenzi (2008), plantas medicinais somente por ser utilizadas como

medicamento se de maneira adequada. Ademais afirma que,
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a recomendagao do seu uso como verdadeiramente medicinal ou, em
outras palavras, como planta medicinal validada e incluida na Farmacopeia
requer, numa condi¢do ideal, ter identificado seu principio ativo ou té-lo
evidenciado farmacologicamente (LORENZI, 2008, p. 16).

Ou seja, para a utilizagdo racional das espécies medicinais também se faz
necessario o conhecimento da real agao farmacoldgica da espécie utilizada.
Segundo Fonte (2004),

Nado se pode esquecer que as plantas medicinais tém uma importancia
econdmica que atinge dois extremos: de um lado a rentabilidade
representada pela industria farmacéutica e que concentra os lucros em
poucos individuos e poucos paises. De outro, a economia representada
pela utilizagdo das plantas medicinais visando atender a grande populagéo
mundial que ndo tem acesso ao medicamento, ou mesmo que tem acesso
mas que prefere uma opcao farmacéutica natural (FONTE, 2004, p.80).

Considerando que ha esses dois extremos, surge ainda a preocupag¢ao com

a biodiversidade e os recursos naturais.

Em meio a tantos avangos e também muitas preocupagbes e
acompanhando as tendéncias globais de atencdo e cuidado com a
biodiversidade e o desenvolvimento sustentavel — observa-se um gradativo
retorno as fontes naturais de recursos e outras praticas, erroneamente
chamadas de alternativas (FONTE, 2004, p.43).

Nesse aspecto, os estudos fitoquimicos tém avangado significativamente
nas ultimas décadas, esses que consistem em realizar um levantamento dos
componentes quimicos existentes nas plantas. Nesse sentido, as novas descobertas
de potencialidades tém despertado interesse na industria farmacéutica para
fabricagcdo de novos medicamentos de origem natural.

Fernandes (2004) afirma que

A industria farmacéutica, por ocupar o terceiro lugar no comércio
internacional entre os diversos setores industriais, em termos de volume de
recursos, € considerada um setor atraente para investimentos, constituindo-
se como mercado em potencial (FERNANDES, 2004, p.163).

Nesse sentido, muitas instituigdes se apropriam dos recursos vegetais para a
criacao de novos medicamentos de base natural, esses que sao “fortes aliados para
tratamentos de pessoas que preferem n&o ingerir medicamentos sintéticos e/ou ndo

tem acesso aos mesmos (FONTE, 2004, p.80)".
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Reforga-se que a Mata Atlantica € uma das formacbes florestais mais
ameacadas no Brasil. Em contraste com sua enorme Biodiversidade e exuberancia
Natural, mais de 70% da populacao brasileira vive no territério deste bioma, o que
reforca a pressao antrépica sofrida.

Dessa forma, parece oportuno pensar ndo somente na cadeia produtiva de
fitoterapicos, mas também no uso sustentavel da biodiversidade dos ecossistemas.

Segundo Heinzmann & Barros (2007) € importante adotar medidas de
conservagao da biodiversidade “uma vez que a exploragao de plantas nativas de uso
medicinal, através da extragédo direta nos ecossistemas (extrativismo), tem levado a
reducdes drasticas das populagdes naturais dessas espécies (HEINZMANN &

BARROS, 2007, p.46)”. Sheffer & Junior reforcam essa ideia ao afirmarem que,

A resisténcia ao cultivo das espécies nativas é grande, por sua aparente
abundancia e pela inexpressiva fiscalizagdo no cumprimento de legislagéo,
fazendo com que a matéria-prima oriunda de cultivos, embora de melhor
qualidade, concorra com a obtida por extrativismo, de prego menor.
Entretanto, a continua exploragado predatéria destes recursos naturais torna
escassa essa matéria-prima, o que refletira num futuro aumento de seu
preco (SCHEFFER & JUNIOR, 2004, p.10).

As espécies nativas sdo extraidas sem muita precaucao, devido a sua ampla
disponibilidade no interior da Mata Atlantica. Porém, os sistemas de reproducgao das
espécies sdo influenciados por diversos fatores ambientais e de consumo. E
importante manter a integridade dos recursos naturais no Litoral do Parana por meio
de acdes que visem o desenvolvimento sustentavel da regido e a preservagao das
especies locais, uma vez que as plantas medicinais s&do utilizadas como matéria-
prima para a fabricagdo de medicamentos, para o uso tradicional, ademais, séo
exportadas para outros paises desprovidos da biodiversidade existente nesse

territorio.

1.3 RECURSOS NATURAIS, BIOPROSPECCAO E SABER AMBIENTAL

Os recursos naturais sao patrimbnios da natureza essenciais para a
sobrevivéncia do ser humano na sociedade moderna. Entretanto, o uso de forma
acelerada dos elementos naturais ocasiona o desequilibrio dos ecossistemas e

potencializa a escassez da biodiversidade local. Desse modo, parece oportuno
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repensar nas formas desenvolvidas pelo homem sob a gestdo e uso dos recursos
naturais.
Para Godard,

(...) a promogao de uma gestédo integrada de recursos naturais e do meio
ambiente pode nos levar ndo s6é ao questionamento de certas modalidades
técnicas de exploragcdo, mas também estimular a busca de transformacdes
das condi¢des sociais que cercam seu exercicio (GODARD, 2002, p.209).

Segundo Sachs (1986, p. 25), a conservagao dos recursos naturais € um
elemento integrante das estratégias do ecodesenvolvimento. Ou seja, para que haja
um processo criativo de sustentabilidade, se faz necessario primeiramente praticar a
conservagao dos recursos naturais. Aderir loégicas prudentes de utilizagdo do meio
ambiente, evitando desperdicios e mobilizando a sociedade para a efetivacido do
desenvolvimento sustentavel.

Dentre as riquezas encontradas no Litoral Paranaense pode-se destacar a

significativa porgao de espécies nativas utilizadas para fins medicinais.

O litoral do Parana apresenta uma grande diversidade de plantas com agao
biolégica ndo identificada e que precisam ser estudadas e valorizadas
quanto a sua preservagao nesse bioma. Essas iniciativas podem contribuir
com a inovagédo tecnolégica e introdugdo de novos produtos menos
impactantes do ponto de vista socioambiental. No entanto, as mesmas
requerem acgdes estratégicas, competéncias tecnolégicas e esforgos
coletivos. (SILVA et al, 2016, p.230).

Sabe-se que nao se trata somente da utilizagdo das espécies, mas sim da
forma de manejo e durabilidade no espago onde é conservada. Nesse aspecto, se
faz importante ressaltar a importancia dos estudos na area para a conservacao
florestal da Mata Atlantica encontrada nesse territério. Amaral e colaboradores

(2016) destacam que

A prospecgao de espécies aromaticas na Floresta Atlantica sinaliza a
descoberta de novos o6leos com grande potencial aromatico ou
farmacolégico, com isso aumentara a viabilidade de manejo sustentavel
nesse ecossistema tdo agredido e com tanta necessidade de preservagao
(AMARAL et al, 2016, p.126).

Silva & colaboradores apresentam a ideia de bioprospeccdo para o uso

sustentavel dos recursos naturais e afirmam que a bioprospeccgao é
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uma fonte de novos compostos de origem natural com baixa toxicidade;
possibilidade de geragédo de produtos com alto valor agregado que possam
ser utilizados como material de partida em diferentes ramos da quimica fina;
e, finalmente, novos produtos para melhoria da saude humana e do meio
ambiente (SILVA et al, 2016, p.231).

Segundo Almeida et al (2016), a bioprospeccao “envolve um trabalho
minucioso e guiado, a fim de escanear na natureza plantas, micro-organismos e
metabdlitos com potencial terapéutico para o tratamento de diversas doencas
(ALMEIDA et al, p.155, 2016)”.

Para Sant'ana (2002), a bioprospeccdo corresponde ao setor de
fitomedicamento, alimentagcdo, cosmético e outros. Trata-se da investigacdo das
diversidades biologicas por meio de recursos bioquimicos de valor comercial, mas
também pode fazer uso do conhecimento tradicional. O uso de plantas medicinais
para fins terapéuticos tem sido uma pratica constante entre a populagao residente
entorno das areas florestais. Estas espécies e ecossistemas sao manejados de
diversas formas e intensidades, o que confere a esta biodiversidade um carater
peculiar, academicamente chamado de sociobiodiversidade.

A sociobiodiversidade esta relacionada as interacbes do homem com a
natureza e suas territorialidades, o que compreende as diversidades culturais e dos
ecossistemas, o que Diegues (2005) denomina etno-bio-diversidade.

Desta forma, destaca-se a importancia dos significados atribuidos pelo ser
humano aos recursos naturais. A integridade da biodiversidade local nao somente
depende das comunidades que a cercam como também s&o construidas por meio
das atividades cotidianas de manejo e apropriagéo da natureza.

Segundo Leff (2000) devem-se considerar as experiéncias e os diversos

modos de vida dentro do territério. E contribui com o debate ao afirmar que

Os principios de diversidade cultural e de racionalidade ambiental
fundamentam a construcdo de um novo conceito de produtividade
sustentavel, que rompe a oposi¢do entre conservagao e crescimento. Nao
se trata s6 de preservar espagos de conservagao de recursos e
microeconomias marginais de subsisténcia. Nao basta incorporar
tecnologias limpas e programas de recuperacao ecolégica a processos
produtivos contaminadores, redutores da biodiversidade e destruidores da
fertilidade dos solos. A racionalidade ambiental gera espacos de produgéo
sustentada, fundados na gestdo participativa dos povos e na capacidade
ecolégica de sustentagdo da base de recursos de cada regido. Estes
processos estruturam um sistema de recursos naturais culturalmente
definido e geram um conjunto de praticas de produgdo e consumo
sustentaveis a longo prazo (LEFF, 2000, p. 127-128).



33

Evidentemente, o continuo sistema de saberes contido no territorio gera
subsidios para o desenvolvimento territorial sustentavel e consequentemente a
conservagao da Mata Atlantica do litoral paranaense.

Para Leff (2011),

a valorizagdo dos recursos naturais esta sujeita a temporalidades
ecolégicas de regeneracao e produtividade que nao correspondem aos
ciclos econdmicos; da mesma maneira os valores e interesses sociais que
definem o significado cultural, as formas de acesso e os ritmos de extragao
e transformacgao dos recursos naturais constituem processos simbdlicos e
sociais, de carater extraeconémico, que nao se traduzem nem se reduzem a
valores e precos do mercado (LEFF, 2011, p. 65).

Dessa forma, € importante pensar em um novo plano de desenvolvimento que
vise a sustentabilidade, essa que “fundada em principios de equidade, diversidade e
democracia, abre perspectivas sociais mais amplas que o simples reverdecimento
da economia através do calculo dos custos da preservacdo e da restauracao
ambiental (LEFF, 2011, p.66-67)".

Segundo LEFF (2011) a racionalidade ambiental,

internaliza a incomensurabilidade dos processos que a constituem
(potencial ecotecnoldgico, diversidade étnica, significado cultural), como um
principio epistemoldgico e politico, rompendo com a ordem homogeneizante
e dominante, incluindo os enfoques criticos da economia ecoldgica (LEFF,
2011, p.74).

A racionalidade ambiental descrita pelo autor cria pontes para a nova
compreensao e estruturagao social, que “se orienta por valores culturais diversos e
se defronta com interesses sociais opostos; nela se entrelacam relagcdes de poder
pela reapropriacdo da natureza e pela autogestao dos processos produtivos (LEFF,
2011, p.75)".

1.4 LITORAL DO PARANA, COMUNIDADES E DESENVOLVIMENTO
TERRITORIAL SUSTENTAVEL

O litoral Paranaense em toda sua extensdo possui um potencial biolégico
imensuravel. Contudo, Horochovski, Silva & Ferreira (2016) salientam que “o litoral

do Parana é uma regido com grande disparidade socioambiental, notadamente na
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area rural (HOROCHOVSKI, SILVA & FERREIRA, 2016, p.17)". Nesse aspecto,
pode ser destacado que muitas empresas expandem suas atividades comerciais
distantes da preocupacgao ambiental e da conversacao local.

Leff (2009) destaca a importancia da sustentabilidade ecologica para evitar a
escassez dos recursos naturais. “O principio da sustentabilidade emerge, assim, no
contexto da globalizagdo econémica, como uma nova visdo do processo civilizatério
da humanidade (LEFF, 2009, p. 206).” Ademais, salienta que “o desenvolvimento
sustentavel esta vinculado, desta maneira, a um processo politico de mudangas

tedricas, técnicas e sociais (LEFF, 2009, p. 222)".

As culturas e suas praticas tradicionais de convivéncia e manejo sustentavel
da natureza vém sendo reconhecidas, ndo s por seu valor econémico na
bioprospecgdo de novas intervengdes tecnolégicas nos organismos
bioldgicos, como também na sustentabilidade ecoldgica do planeta (LEFF,
2009, p. 272).

Para Leff (2009) o territorio se trata de um “lugar onde a sustentabilidade se
fundamenta em bases ecoldgicas e em identidades culturais (LEFF, 2009, p. 274)".
O autor em sua abordagem destaca que nesse espago “surgem tempos
diferenciados, onde se articulam identidades culturais e potencialidades ecolégicas
(LEFF, 2009, p. 274)".

Haesbaert (2008) afirma que o territério ndo deve ser visto apenas como um
objeto em sua materialidade, bem como deve ser reconhecido em sua dimensao
simbdlica. "Portanto, todo territério €, ao mesmo tempo e obrigatoriamente, em
diferentes combinagdes, funcional e simbdlico, pois exercemos dominio sobre o
espaco tanto para realizar "fungbes" quanto para produzir "significados”
(HAESBAERT, 2008, p. 21)".

Segundo a abordagem de Saquet (2009) é extremamente importante

compreender como interagem os atores na construgao do territorio.

No que se refere ao carater social do territério, € extremamente relevante
identificar, demonstrar e explicar as mudangas e permanéncias, as
desigualdades (ritmos), as diferencas, o processo histdrico, enfim, aspectos
das tramas efetivadas na forma de tempos e territérios, temporalidades e
territorialidades, numa perspectiva de compreensdo espaco-temporal-
territorial destacando a combinagéo territoério-redelugar, por sua vez;
centrada na conjugacado entre heterogeneidade e tragos comuns da vida
cotidiana no campo e na cidade, no rural e no urbano. (SAQUET, 2009, p.
91).
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No litoral paranaense ha muitas populagcbdes que fazem parte da construgao

desse espaco territorial. Segundo Araujo et al (2018),

No litoral do Parana, ha outras comunidades tradicionais que, mesmo néao
organizadas em um Movimento propriamente dito, se reconhecem e sao
reconhecidos pela sociedade por suas identidades especificas, por
exemplo, caigaras, indigenas guaranis, quilombolas, cipozeiros. Todos
estes povos/comunidades fazem uso da biodiversidade para o auto-
sustento e/ou para geragdo de renda, desde plantas alimenticias e
medicinais, pequenos animais, recursos pesqueiros, até, em uma escala
maior, ecossistemas florestais, restingas, manguezais, estuarios e do
ambiente marinho. (ARAUJO et al, 2018, p.891).

Devido a isso, as territorialidades construidas por populagdes sao
imprescindiveis para desenvolvimento sustentavel, pois as comunidades litoraneas
contribuem para a conservacgao da biodiversidade local e da Mata Atlantica.

Logo o papel das comunidades locais, que necessitam dos recursos
naturais, tem sido reconhecido em varios aspectos: como colaboradoras na
implementagdo e sucesso de propostas de manejo e uso sustentavel, como
provedoras de informacdes bioldgicas e ecoldgicas do ambiente como um todo, ou
de espécies em particular; e mais especificamente no aspecto social, como uma
forma de melhorar a qualidade de vida das pessoas que dependem dos recursos
naturais, implantando uma base para o desenvolvimento local e a gestédo
participativa dos recursos naturais.

Apesar do avango cientifico e acumulo de informagdes biolégicas e
ecoldgicas na esfera académica, notadamente nos ultimos anos, as abordagens
pouco tém contribuido de modo eficaz, objetivo, rapido e direto para a conservacgao
dos recursos naturais, principalmente em regides de Mata Atlantica como o litoral do
Parana.

Sobretudo, ha também uma necessidade de conservacdo dos recursos
biolégicos no sentido de reconhecer as praticas de manejo da biodiversidade e sua
relagdo com o territorio tradicionalmente ocupado. Isso tudo se configura em uma
maneira de contribuir academicamente com possiveis iniciativas de desenvolvimento

sustentavel dos territdrios e comunidades litoraneas.
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1.5 FLORESTA OMBROFILA DENSA NO CONTEXTO DA MATA ATLANTICA

No litoral do Parana esta situada a por¢cao de Mata Atlantica mais preservada
do Brasil, nesse territério estdo localizadas areas protegidas que visam assegurar a
integridade dos recursos naturais.

Dentre as unidades de conservacdo pode-se destacar o Parque Nacional
Saint-Hilaire/Lange. O Litoral do Estado do Parana esta situado na parte sul do
Brasil e sua vegetagao apresenta uma Floresta Ombroéfila Densa (Mata Atlantica),
que abrange grande parte desse territério, sendo sua biodiversidade utilizada para
fins de diversos interesses comerciais e para a comunidade em geral.

A Mata Atlantica no litoral do Parana em toda sua extensao possui um grande
potencial biolégico. A vista disso, pode-se destacar como exemplo a Cordia
verbenacea, mas conhecida como Erva Baleeira, uma espécie nativa muito utilizada
no litoral paranaense. Esta espécie possui propriedades medicinais e apresenta
acao antiinflamatoéria.

Para Varjabedian (2010),

a Mata Atlantica é considerada um dos maiores repositérios de
biodiversidade do planeta e detém o recorde de plantas lenhosas
(angiospermas) por hectare (450 espécies no sul da Bahia), e cerca de 20
mil espécies vegetais, sendo oito mil delas endémicas, além de recordes de
quantidade de espécies e endemismo em varios outros grupos de plantas
(VARJABEDIAN, 2010, p.147).

O dominio da Mata Atlantica € uma rica area em biodiversidade, tanto em sua
fauna quanto em sua flora. Os atributos naturais das areas florestais sao atrativos
para a especulacdo comercial e tém sido exploradas por décadas as vistas do
interesse financeiro. Para Tonhasca Junior (2005) “as ag¢des predatoérias contra este
patriménio biolégico da humanidade estdo menos sujeitas a impunidade devido a
reacdes por parte de organizagbes ndo governamentais de defesa do ambiente,
imprensa e 6rgaos publicos (TONHASCA JUNIOR, 2005, p.3)”.

Notadamente, o bioma n&o obteve um prudente tratamento de area
ameacgada, consequentemente se intensificou a necessidade de uma protegao
ecologica para acompanhar o avango industrial. A intensa pressdo antropica sobre
esse bioma reativou a preocupacdo com as ameagas que o0 cercavam e a relevancia

de uma protegdo ambiental.
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O art. 7 da Lei 11.428/2006 apresenta condi¢des para as dinamicas de
protecdo ao Bioma Mata Atlantica. A lei em si tem por objetivo assegurar a
recuperacao e a manutencao da biodiversidade das areas florestais pensando nas
presentes e nas futuras geragdes. Além disso, a “Lei da Mata Atlantica” assegura a
protecao e utilizagdo consciente do bioma e sua biodiversidade.

Nesse aspecto, considera-se como efeito da Lei da Mata Atlantica (2006) a
prospecc¢ao sustentavel, de maneira a garantir a perenidade dos recursos, mantendo
a biodiversidade presente nos ecossistemas de forma socialmente justa e
economicamente viavel.

A Mata Atlantica ocupa um espaco significativo dentro do territério brasileiro, a
diversidade desse ecossistema traz uma discussao preservacionista e de grande
relevancia para estratégias de conservagao desse bioma.

Uma grande parte da Mata Atlantica preservada no litoral paranaense
encontra-se protegida pelo Parque Nacional Saint-Hilaire/Lange- Serra da Prata,
area situada a 100 km de Curitiba capital do estado do Parana. “O parque Nacional
Saint-Hilaire/Lange esta localizado na porgédo sul do litoral do Estado do Parana,
abrangendo parte dos municipios de Matinhos, Guaratuba, Morretes e Paranagua,
ocupando uma area de, aproximadamente, 25.000 hectares (BUZZATO, 2009, p.
26)".

O parque nacional existente nesse territério foi criado por meio da Lei N°
10.227, de 23 de maio de 2001, a fim de assegurar a estabilidade ambiental, manter
a conversacao dos ecossistemas da regiao, bem como, certificar a qualidade de vida
da populacao existente nas litoraneas.

Em todo entorno florestal da area de conservagao da Serra da Prata podem
ser observadas diversas espécies nativas uteis para a populagdo da regido. A fauna
e flora local sao ricas em espécies, inclusive em extingdo. Dentre a ampla
diversidade existente nesse territério, pode ser encontrada a arvore Hedyosmum
brasiliense Mart., que se destaca por ser extraida e manejada para uso medicinal.

A FIGURA 1 apresenta a area que abrange o parque Nacional Saint-
Hilaire/Lange e a localizacdo dos pontos de coleta do material vegetal e dos dados

etnobotanicos da HB para a presente pesquisa.
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FIGURA 1 — IMAGEM DE SATELITE DO PARQUE NACIONAL SAINT-HILAIRE/LANGE NO
LITORAL DO PARANA- BRASIL
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1.6 CARACTERISTICAS FITOFISIONOMICAS DA ESPECIE Hedyosmum

brasiliense Mart.

A espécie nativa em estudo é denominada cientificamente Hedyosmum
brasiliense Mart. e conhecida popularmente como, Cidreira do mato; erva de
soldado; cha de bugre e entre outras denominagdes.

Entre suas caracteristicas mais marcantes esta o fato de ser uma arvore
pioneira e helidfita, planta que para o seu desenvolvimento necessita de total
exposicao solar, sua altura pode atingir até 6 metros e seu didmetro médio é de 20
centimetros (FIGURA 2).

FIGURA 2 — ESPECIE NATIVA Hedyosmum brasiliense Mart. NA MATA ATLANTICA
(PARQUE NACIONAL SAINT-HILAIRE/LANGE-PR)
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Fonte: a autora, 2019.

A Hedyosmum brasiliense Mart. pertence a familia Chloranthaceae, que é
constituida por 4 géneros com 80 espécies. Segundo Vido (2009) a Chloranthaceae
€ “uma familia boténica muito utilizada na medicina popular, logo com amplas
possibilidades de possuir potencial farmacoldgico, porém relativamente pouco
investigada (VIDO, 2009, p. 12)". A familia Chloranthaceae possui caracteristicas de

plantas arbéreas, medianas e com células de 6leos essenciais.



40

Lorenzi (2016) relata suas caracteristicas morfologicas,

Altura de 3-6 m, dioica, dotada de copa irregular, com folhagem decidua,
ramos nodosos e carnosos, de tronco tortuoso, de 15-25 cm de didametro,
revestido por casca aspera e partida, de cor acinzentada. Folhas mais ou
menos carnosas, aromaticas, com bainha peciolar frouxa e parte livre do
peciolo de 0,7-1,6 cm; lamina glabra em ambas as faces, de 8-9 cm de
comprimento por 2,5-5,0 cm de largura (LORENZI, 2016, p.79).

Nesse aspecto, cabe destacar que a Hedyosmum brasiliense Mart. apresenta
caracteristicas de espécie vegetal didica, ou seja, que apresenta sexos feminino e
masculino em individuos distintos.

A floragao da espécie Hedyosmum brasiliense Mart. ocorre entre os meses de
agosto e novembro. Lorenzi (2016) caracteriza as inflorescéncias da espécie como
“‘axilares e terminais, as masculinas compostas por 3-8 espigas e as femininas
paniculadas e envoltas por bracteas florais carnosas unidas na base (LORENZI,
2016, p.79)”. Ademais, caracteriza o fruto da planta como “do tipo drupa globosa,
levemente trigona, leitosa, com calice persistente envolvido por bracteas carnosas

(LORENZI, 2016, p.79)".

A frutificacdo da espécie ocorre entre os meses de dezembro a margo
(FIGURA 3).

FIGURA 3 — FRUTIFICACAO DA Hedyosmu

m brasiliense Mart. NO MES DE MARCO DE 2018
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Fonte: a autora, 2018.
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A Hedyosmum brasiliense Mart. pode ser observada em areas brejosas.
Lorenzi (2016) ainda destaca sua ocorréncia entre o "sul do Para até o Parana,
principalmente na Mata Atlantica, estendendo-se para a regido central do pais nas
matas de galeria (LORENZI, 2016, p.79)". Entre os locais de seu habitat destacam-
se as seguintes areas: Amazébnia, Cerrado e Mata Atlantica, na floresta Ombrdfila
Densa, Floresta Ombrofila Mista e Floresta Estacional Semidecidual. “A arvore
produz muitos frutos apreciados pela avifauna, podendo ser incluida em
reflorestamentos heterogéneos destinados a areas de preservacgao, principalmente
de terrenos brejosos (LORENZI, 2016, p.79).”

1.7 USO SUSTENTAVEL E POTENCIALIDADES DA ESPECIE

Segundo Sachs (2009) é necessario a promogao de estratégias para fomentar
o desenvolvimento sustentavel. “Subsidios bem dimensionados podem ter um
importante papel na promog¢ao de padrdes de aproveitamento de recursos
sustentaveis (SACHS, 2009, pg. 56)". O uso empirico de maneira ecologicamente
sustentavel garante a conservagao da espécie nativa e também o aproveitamento
dos seus compostos para fins medicinais.

A Hedyosmum brasiliense Mart. apresenta distintas formas de uso sustentavel
utilizado pelas comunidades tradicionais no litoral paranaense, tais como: cha,
infusdo, maceracao de suas folhas, 6leos essenciais entre outras formas de uso.

Ademais, informagdes etnobotanicas indicam que os amentilhos e folhas séo
utilizados na medicina popular, sendo usadas como antirreumatica, analética,
febrifuga, antidiarréica, e antidisentérica. Na forma de vinho, & tonica e afrodisiaca.
Ha indicacbes desta planta também para cefalalgias, dores de cabeca, doencas do
ovario, frieiras, afec¢cdes estomacais, doencas pulmonares e urinarias e feridas em
geral (LEITMAN, 2010).

Os Oleos essenciais da espécie também sao amplamente utilizados em
pesquisas fitoquimicas. Nesse aspecto, é importante salientar o potencial
farmacéutico da Hedyosmum brasiliense Mart. obtido com a analise das suas folhas.

Vido (2009) em sua pesquisa com as folhas da espécie nativa Hedyosmum
brasiliense Mart., conclui que os 6leos essenciais extraidos das folhas apresentam

respostas antimicrobianas frente a Candida albicans, Staphylococcus aureus,
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Escherichia coli e Pseudmonas aeruginosa. “Estes resultados, agregados ao bom
rendimento, justificam a continuidade das investigagdes dos Oleos essenciais desta
espécie para fins farmacéuticos (VIDO, 2009, p. 64)".

Segundo Guedes (1997) a espécie “possui importantes atividades
analgésicas e antimicrobianas, o que vem de encontro a sua utilizagdo na medicina
popular (GUEDES, p.120, 1997)”.

O estudo realizado por Murakami et al (2007), na llha do Cardoso em Séao
Paulo, com o d6leo essencial da Hedyosmum brasiliense Mart. revela uma potencial
atividade antifungica e antioxidante da espécie.

Furtado (2018) em seu estudo destaca que os 6leos da espécie Hedyosmum
brasiliense Mart. sdo possiveis “promissores agentes citotoxicos frente a células
tumorais de mama triplo-negativas (MDA-MB-231) (FURTADO, p.64, 2018)”".

Ainda, segundo Furtado (2018),

estes oleos sdo fontes de moléculas que podem desempenhar um
importante papel na descoberta de novas terapéuticas para o tratamento de
tumores estrogeno-negativos, que sdo mais agressivos e nao responsivos
aos tratamentos hormonais (FURTADO, p.64, 2018).

Ferreira & Alves (2008) efetivaram um teste de atividade diurética da espécie
Hedyosmum brasiliense Mart. no qual verificaram sua eficacia e aumento da diurese
sem alteragdo da pressdo arterial, o que valida a indicacdo para tratamentos de
problemas renais.

Escassos ainda sdo os estudos que tem como objetivo identificar os
principios ativos responsaveis por atividades farmacolégicas de Hedyosmum
brasiliense Mart.

Destaca-se o estudo de Trentin e colaboradores (1999) com o extrato
hidroalcdlico e a lactona sesquiterpénica isolada do mesmo extrato denominada 13-
HDS (13-hidroxi-8,9- dehidro-shizukanolida). Esses produziram pronunciado efeito
analgésico dose-dependente em ensaios de constricdo abdominal induzida por
injecao intraperitonial de acido acético em ratos, sendo esta ultima mais efetiva que

aspirina, acetaminofeno e dipirona, porém menos efetiva que a morfina.
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CAPITULO 2: ASPECTOS E PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

Este capitulo, de modo geral, expde tecnicamente o processo realizado para
a concretizacdo dessa pesquisa.

A metodologia do estudo foi efetivada cinco etapas cruciais:

I. Analise do conhecimento etnobotanico da espécie;

II. Extracdo do 6leo essencial e caracterizagcao quimica;
[ll. Ensaios antibacterianos;
IV. Ensaios antifungicos;

V. Ensaios de inibigdo enzimatica.

Primeiramente, foi realizado um estudo etnobotanico para obtencédo de dados
oportunos para maior compreensao sobre a espécie.

Em um segundo momento, realizou-se uma coleta e extracdo dos oleos
essenciais advindos da Hedyosmum brasiliense Mart., dos quais foram identificados
0s compostos e realizados os ensaios antibacterianos, antifungicos e de inibigao

enzimatica.

2.1 CONHECIMENTO ETNOBOTANICO

A etnoboténica € a ciéncia que investiga as interagcbes humanas com os

recursos naturais disponiveis. Segundo Albuquerque (2005) o termo Etnobotanica,

insere-se no dominio mais amplo da etnobiologia, e esta compreende, entre
outras coisas, o estudo dos sistemas de classificagbes do mundo vivo por
qualquer cultura. Ou melhor dito, € o estudo do conhecimento e das
conceituagdes desenvolvidas por qualquer cultura sobre os seres vivos e 0s
fendmenos bioldgicos (ALBUQUERQUE, 2005, p.4).

As comunidades utilizam de métodos préprios de uso das espécies. “Muitas
plantas, sejam isoladas ou em combinagdo com outros elementos, podem ter um
papel no mecanismo de regulagdo social de uma sociedade (ALBUQUERQUE,
2005, p. 11).”
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Para Albuquerque (2005), “é desejavel que o investigador se envolva com o
investigado, com uma énfase participativa, produzindo conhecimento pela interagao
do saber tradicional com o saber cientifico (ALBUQUERQUE, 2005, p. 57)".

Segundo Leff (2009) “estudos etnoboténicos adquirem uma importancia
relevante nesta construgao historiografica das relagdes entre as diferentes culturas e
seus recursos bidticos, merecendo, por isso, especial atengao (LEFF, 2009 p. 105).”

E ainda sistematiza,

A etnobotéanica analisa as inter-relagdes entre a evolugdao das comunidades
floristicas e a viabilidade histérica dos diferentes cultivos, assim como a
interdependéncia entre a estrutura global do ecossistema e a capacidade de
exploracéo e aproveitamento do meio vegetal por uma cultura (LEFF, 2009,
p. 108).

Dessa maneira, se insere como uma importante ferramenta para
compreensao das dinamicas entre o homem e a natureza. Leff (2009) expde a
influéncia das populagbes para continuidade e integridade dos ecossistemas, ao

descrever que,

A preservagdo e o aproveitamento produtivo da biodiversidade dependem
das organizagbes culturais que vivem em ecossistemas particulares e
desenvolvem estilos proprios de manejo do seu ambiente, gerando formas
particulares de selegdo e regeneracdo de espécies que transformam os
ecossistemas , para converté-los em sistemas de recursos com uma oferta
de satisfactores para a comunidade (LEFF,2009, p. 132).

As comunidades sao de fato provedoras de informagdes biolégicas e
ecologicas do ambiente como um todo, ou de espécies em particular e mais
especificamente no aspecto social, como uma forma de melhorar a qualidade de
vida das pessoas que dependem dos recursos naturais, implantando uma base para

o desenvolvimento local e a gestao participativa dos recursos naturais.

O Brasil é reconhecido por sua biodiversidade. Essa riqueza bioldgica torna-
se ainda mais importante porque esta aliada a uma sociodiversidade que
envolve varios povos e comunidades, com visdes, saberes e praticas
culturais préprias. Na questdo do uso terapéutico das plantas, esses
saberes e praticas culturais estdo intrinsecamente relacionados aos
territérios e seus recursos naturais, como parte integrante da reprodugao
sociocultural e econdmica desses povos e comunidades. Nesse sentido, é
imprescindivel promover o resgate, o reconhecimento e a valorizagado das
praticas tradicionais e populares de uso de plantas medicinais e remédios
caseiros, como elemento para a promogao da saude, conforme preconiza a
Organizacao Mundial da Saude (BRASIL, 2009, p.47).
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Evidentemente, que esse processo informativo no qual sdo repassadas as
formas de utilizagdo e manejo da natureza é precursor de uma divulgagao cultural
onde se expde a importancia e eficacia terapéutica dos recursos vegetais para a
populacdo. Entretanto, sabe-se que quando se trata de areas florestais além dos
beneficios existentes, ha certos riscos que ndo se encontram em evidéncia, como as
espécies que precisam ser consumidas em poucas dosagens e as que sao
ingeriveis ou toxicas.

Sendo assim, primeiramente, parece oportuno conhecer as formas de uso da

espécie e sua influéncia na comunidade investigada.

2.1.1 Coleta dos Dados Etnofarmacoldgicos

A coleta de dados foi realizada na comunidade do Parati, area protegida pelo
Parque Nacional Saint-Hilaire/Lange, litoral do Parana, Brasil. O acesso a
comunidade do Parati é realizado somente por meio de embarcacdes por volta de 40
minutos, ou estrada de ch&o por um periodo de 2 horas de caminhada.

A pesquisa etnoecoldgica foi de natureza descritiva-explicativa e qualitativa,
envolvendo cinco participantes, sendo trés mulheres e dois homens, que
colaboraram com os seus conhecimentos referente a espécie. Foi utilizada uma
amostra da espécie Hedyosmum brasiliense Mart. para o reconhecimento da
comunidade sobre os métodos e usos da planta. Durante o processo de
identificacao foram visitadas 5 residéncias locais para a aplicacdo das entrevistas.
Para os questionarios aplicados solicitou-se aos participantes assinar o termo de
autorizacao, permitindo a realizacdo da pesquisa. Sendo necessario o participante
aceitar voluntariamente participar do estudo e assinar o Termo de Consentimento
Livre e esclarecido, antes de responder ao questionario.

As técnicas utilizadas para o desenvolvimento desse trabalho foram: contato
inicial com a comunidade e com os informantes/parceiros da pesquisa por meio de
visita as residéncias; entrevistas semi-estruturadas contendo perguntas fechadas
e/ou abertas; anotagdes durante os relatos e gravacdes, abordando aspectos do uso
da planta; anotagdes de informagdes adicionais, contemplando inclusive a historia

da comunidade e percurso de trilhas no ambiente em companhia de informantes.
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A amostragem e selecdo dos informantes para o estudo foi realizada
segundo a técnica Bola de neve (“Snow Ball”), onde os informantes indicam os
possiveis colaboradores da pesquisa (BAILY, 1994). Os informantes-chave
reconhecem mosaicos de unidades de paisagem, com biodiversidade e dindmicas
proprias. O principal intuito de visita constituiu em identificar os distintos métodos e

usos da espécie existentes na regido.

2.2 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL E CARACTERIZACAO QUIMICA

2.2.1 Coleta do Material Vegetal

Para coleta do material vegetal optou-se pela trilha com aproximadamente
100 metros de altitude, situada dentro do Mata Atlantica Park Hotel, area protegida
pelo Parque Nacional Saint-Hilaire/Lange, Parana, Brasil. Para extracdo do dleo
essencial foram coletadas folhas de Hedyosmum brasiliense Mart. de quatro pontos
da Mata Atlantica, sendo o primeiro com elevagao de 25 metros, o segundo a 26
metros, o terceiro a 48 metros e o quarto a 98 metros de altitude. Conforme
QUADRO 2.

QUADRO 2 - COORDENADAS GEOGRAFICAS DE COLETA DO MATERIAL VEGETAL

ELEVAGCAO LOCAL
25M 25°67°17"S 48° 58’ 29”7
26 M 25°67°17"S 48° 58’ 29”7
48 M 25°67°17"S 48° 58’ 29”
98 M 25°67°17"S 48° 58’ 29”

Fonte: a autora, 2019.

As coletas da espécie foram realizadas em cada uma das quatro estagcdes do
ano, sendo a primeira no més de julho de 2017, a segunda no més de novembro de
2017, a terceira no més de marco de 2018 e por fim no més junho de 2018.
Conforme TABELA 1.
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TABELA 1 — DATA DE COLETAS DO MATERIAL PARA A EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS
NO PERIODO DE JULHO DE 2017 A JUNHO DE 2018

ESTAGAO DO ANO DATA DA COLETA PERIODO
INVERNO 07.07.2017 Tarde
PRIMAVERA 24.11.2017 Manha
VERAO 10.03.2018 Manha
OUTONO 18.06.2018 Manha

Fonte: a autora, 2019.

Apos a coleta as amostras foram encaminhadas para o Laboratério de
Ciéncias e Anato-Morfologia da Universidade Federal do Parana- Setor Litoral em

Matinhos-PR para a realizacao do processo de extracido do déleo.

2.2.2 ldentificagao Botanica

Para a confirmacao da espécie Hedyosmum brasiliense Mart, foi realizada
uma exsicata do material vegetal coletado (folhas, galhos e frutos) e depositada no
herbario da UFPR. Um especialista botanico realizou a identificagdo por meio das
estruturas fitofisiondmicas da planta.

A espécie Hedyosmum brasiliense Mart. possui cadastro no SISGEN sob o
numero A216E5A e autorizagao de coleta do SISBIO numero 49770-4.

2.2.3 Extracdo do Oleo Essencial e Instrumentos

Durante o procedimento de extragao, o material recolhido foi submetido a
hidrodestilagdo ainda fresco. Para a obtengdo dos 6leos essenciais foi utilizado o
método de hidrodestilacdo que consiste em um ciclo que compreende

sequencialmente 5 estagios, como relatado no Quadro 3 a seguir.

QUADRO 3 — FASES OCORRENTES DURANTE O PROCEDIMENTO DE HIDRODESTILAGAO

ESTAGIO FASE FENOMENO
A Aquecimento Aumento da temperatura
B Evaporagao Arraste dos componentes volateis do 6leo essencial
C Condensacgao Sistema de resfriamento
D Liquefacao Retorno do material ao estado liquido
E Decantacéao Separacgao da agua e 6leo por diferenga de densidade

Fonte: a autora, 2019.
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Na figura FIGURA 4 abaixo, a hidrodestilacdo em aparelho graduado tipo

Clevenger acoplado ao baléo.

FIGURA 4 — PROCEDIMENTO DE HIDRODESTILAGAO.

Fonte: a autora, 2019.

Durante o processo é ocorrido simultaneamente a separagédo da agua e oleo
por meio da decantagao como demonstra a FIGURA 5 a seguir.

FIGURA 5 — OLEO EXTRAIDO COM APARELHO GRADUADO TIPO CLEVENGER.

Fonte: a autora, 2019.
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Para o processo de hidrodestilagdo foram pesadas 100 g do material em
balancga eletrénica de alta precisdo modelo AD330S e colocadas em balao de 2000
mL, a seguir adicionou-se 1000 mL de H,O destilada.

Durante o procedimento foi utilizado aparelho graduado tipo clevenger (5ml/
35cm), isolado com papel aluminio para evitar que a luz entrasse em contato com o
material extraido e para o funcionamento do sistema de resfriamento foram usados
condensadores de vidro (15cm). Desse modo, foram realizadas triplicadas (R1, R2,
R3) em temperatura maxima até atingir a fervura, reduzindo-se a temperatura da
manta térmica, posteriormente. O periodo de hidrodestilacdo foi de
aproximadamente 4 h (o tempo pode variar de acordo com a espécie em questao).

Os oOleos foram coletados com pipeta de 1000 pL, posteriormente
armazenados em eppendorf plastico de 1,5 ml numerado e por fim, refrigerados em
congelador vertical para garantir a integridade do 6leo essencial. Para a secagem do
material foi utilizada centrifuga e micropipeta de 200 pL.

Ademais, apés as triplicadas foram realizadas extracbes das folhas da
Hedyosmum brasiliense Mart. e armazenados em ambar de vidro para a realizagao
dos ensaios.

Os oleos foram mantidos fora do alcance de luz e livre de impurezas
insoluveis no laboratério de Ciéncias e Anato-Morfologia da Universidade Federal do

Parana- Setor Litoral em Matinhos-PR.

2.2.4 Calculo Rendimento do Oleo Essencial

Primeiramente, para o calculo de rendimento realizou-se a pesagem do
eppendorf vazio (peso inicial) e eppendorf com o o6leo extraido (peso final),
efetuando a diminuigao dos valores.

Posteriormente, para o calculo da massa do 6leo foi realizada a pesagem de
10g do material vegetal (folhas frescas) em balanga eletrbnica de alta precisao
modelo AD330S, logo apdés foram armazenadas em envelope de papel kraft e
levado para estufa para secagem até massa constante a 50°C por um periodo de 24
h.

A formula consiste em:
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MASSA DO OLEO MASSA SECA RENDIMENTO FINAL
R=MO1+ MO2+MO3 R=MS1+MS2+MS3 . 10 R=MO . 100
3 3 MS

ApOs a realizagao do calculo foi possivel obter o rendimento do 6leo extraido
da espécie Hedyosmum brasiliense Mart. durante o periodo de julho de 2017 a junho
de 2018.

2.2.5 Identificagdo dos Compostos Quimicos

ApOs a extracao e obtengao do 6leo essencial da espécie nativa Hedyosmum
brasiliense Mart., as amostras foram encaminhadas para identificagdo. Para o
procedimento de analise dos compostos, foram separados com micropipeta 200 pL
triplicadas utilizando apenas 10 pL das amostras e colocadas em recipiente
adequado e numerado e por fim enviadas para cromatografia. As amostras de 6leos
foram encaminhadas ao Laboratério de Produtos Naturais e Ecologia Quimica do
Departamento de Quimica da Universidade Federal do Parana em Curitiba-PR.

A andlise dos compostos foi realizada por meio de Cromatografia. “A
cromatografia € um método fisico-quimico de separacgéao. Ela esta fundamentada na
migragédo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a
diferentes interag¢des, entre duas fases imisciveis, a fase mével e a fase estacionaria
(DEGANI, CASS & VIEIRA, 1998, pg.21)".

A separacao dos constituintes foi obtida na coluna ca-pilar de HP-5MS (5%
fenil -95% - dimetilpolissiloxano, 30 m % 0,25 mm x 0,25 um) e utilizando hélio como
gas carreador (1,0 mL min-1). A temperatura do forno foi programada de 60 a 240 °
C a uma taxa de 3 ° C min-1. O detector de massa foi operado em modo de
ionizagdo de elétrons (70 eV) a uma taxa de 3,15 min-1 de varredura e faixa de
massa de 40 a 450 u. A linha de transferéncia foi mantida a 260 ° C, a fonte de ions
a 230 ° C e o analisador (quadrupolo) a 150 ° C. As amostras diluidas foram
injetadas em um cromatografo Agilent 7890A equipado com detector de ionizagéo de
chama (FID), operado a 280 ° C para quantificagdo. A mesma coluna e as condi¢des
analiticas descritas acima foram empregadas, exceto para o gas transportador

utilizado, que era hidrogénio a uma vazédo de 1,5 mL min-1. A composi¢céo
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percentual foi obtida pela integracéo eletrénica do sinal FID dividindo a area de cada
componente pela area total (area%).

A identificacdo dos constituintes foi obtida comparando seus espectros de
massa com os da biblioteca do Adams (2017) e também com seus indices de
retencado linear, calculados a partir da injecdo de uma série homodloga de
hidrocarbonetos (C7 - C26) e comparados com dados da literatura. A analise de

picos foi feita no Software “GCMS Postrun Analysis”.

2.3 ENSAIOS ANTIBACTERIANOS

Os ensaios antibacterianos foram realizados no laboratério de Pré-Analise
Quimica e Biologica da UFPR (Universidade Federal do Parana - Setor Litoral) em
Matinhos-PR.

2.3.1 Preparo dos Meios de Cultura

Foram utilizados frascos Becker com 1000mL de H,O destilada para

realizacdo dos meios com a seguinte composi¢ao:

I. O meio de cultura LB: extrato de levedura 5g/L, cloreto de sédio 10g/L
e triptona 10g/L.
[I. O meio de cultura LA: extrato de levedura 5g/L, cloreto de sodio 10g/L,

triptona 10g/L e 15¢g/L de agar.

A esterilizacao foi realizada por meio de autoclave vertical a 100°C por 20

minutos.

2.3.2 Semeadura da Bactéria

As bactérias utilizadas para o estudo sao a Escherichia Coli cepa NCM3722,
que esta associada a infecgbes extra-intestinais e a Staphylococcus aureus cepa

ATCC 25923 que pode provocar desde simples até mais graves infecgdes de pele. A
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semeadura das bactérias para ensaio antibacteriano foi realizada em capela de fluxo
laminar modelo CFLH-09M para evitar contaminacao dos materiais utilizados. Foram
colocados 10 mL do meio LB em frasco de vidro com 10 yL das bactérias em glicerol
10%. Sendo assim, as amostras foram pré-cultivadas em incubadora vertical, a 37°
C em sistema aerdbico, utilizando agitador magnético modelo 752A por 24 horas.

Para realizacdo das placas o meio sélido foi derretido em forno elétrico
modelo CMW30ABANA por 5 minutos. Posteriormente, foram colocas 100 mL de
meio da LA na placa de vidro (9cm/2cm) para solidificar.

Para a solugao do antibiético foram pipetadas 980 por 24 uL de H,O destilada
e 20 pL de Tetraciclina (CxH24N20g). Segundo Howland & Mycek (2007), “as
tetraciclinas sao eficazes contra bactérias gram-positivas e gram-negativas bem
como contra outros microrganismos que nao bactérias (HOWLAND & MYCEK, p.
368, 2007)".

Foi realizada a diluicdo de 2mL da bactéria inoculada em 8mL de meio LB,
utilizando posteriormente, somente 100 uL na placa e espalhada com alga plastico
(21,5 cm / 3cm). Posteriormente, foram realizados trés furos no meio de cultura
solidificado com pipeta pasteur ponta curta (150mm) esterilizada, sendo pipetados
no primeiro furo 60 uL de éleo mineral (controle negativo), no segundo 60 pL do dleo
essencial da Hedyosmum brasiliense Mart. e no terceiro 60 yL do antibiético
(controle positivo). E por fim, foram incubadas em temperatura de 37° C pelo periodo

de 24 horas. A FIGURA 6 a seguir demonstra as placas prontas para a incubacéo.

FIGURA 6 — PLACAS CULTIVADAS EM INCUBADORA VERTICAL PELO PERIODO DE 24 HORAS.

Fonte: a autora, 2019.
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Apoés o periodo de 24 horas as amostras de Escherichia Coli e
Staphylococcus aureus foram analisadas e o meio utilizado para o ensaio

antibacteriano foi descartado.

2.4 ENSAIOS ANTIFUNGICOS

Os ensaios antifungicos foram realizados na Universidade Regional do Cariri
- CE (URCA).

2.4.1 Cepas e Meios de Cultura

Foram utilizadas linhagens de fungos do género Candida (Candida albicans e
Candida tropicalis) do tipo padrdo - (CA INCQS 40006, CA URM 4127, CT INQS
40042 e CT URM 4262), obtidas da Colecao de Microrganismos de Referéncia em
Vigilancia Sanitaria-CMRVS, da FIOCRUZ-INCQS, Rio de Janeiro e isolados clinicos
obtidos da Micoteca URM (University Recife Mycology) da Universidade Federal de
Pernambuco. As cepas foram inicialmente inoculadas em Sabouraud Dextrose Agar
(SDA, KASVI) e incubadas durante 24 h a 37 °C. No preparo da suspensao fungica
para o teste, aliquotas de levedura foram transferidas para tubos de ensaio contendo
cada um 3 mL de solucéo de Cloreto de Saodio estéril (0,9%), sendo a concentragao
padronizada comparando-se a escala 0.5 de McFarland (NCCLS, 2002). O meio
liguido Caldo Sabouraud Dextrose (CSD, HIMEDIA), duplamente concentrado foi

utilizado nos testes de microdilui¢ao.

2.4.2 Drogas, reagentes e preparagao de solugoes

O dleo foi diluido inicialmente em dimetilsulféxido (DMSO, Merck, Darmstadt,
Alemanha) e em seguida em agua destilada estéril. O antifungico comercial
Fluconazol (Flucovil), diluido em agua, foi utilizado como medicamento de
referéncia, sendo diluido em agua. A concentracdo matriz foi de 16.384 pg/mL,
preparada de modo que a concentragdo de DMSO n&o interfira farmacologicamente
nos testes (STOPPA et al., 2009).
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2.4.3 Determinacao do efeito Antifungico Intrinseco

O meétodo de microdiluicdo em caldo em placas de 96 pocgos foi aplicado,
sendo cada pogo preenchido com 100 yL de CSD contendo 10% de in6culo fungico.
Foram adicionados 100 uL do 6leo ou do Fluconazol ao primeiro pogo e procedida a
diluicdo em série, com as concentragdes variando de 8.192 a 8 pg/mL. O ultimo
poco foi utilizado como controle de crescimento (JAVADPOUR et al., 1996, com
modificagdes nas concentragdes). Foram preparados controles para o diluente dos
produtos (com solugéo de Cloreto de sédio 0,9% substituindo a suspensao fungica)
e controle de esterilidade do meio. Todos os testes foram realizados em triplicata. As
placas foram incubadas a 37° C durante 24 h e posteriormente lidas em
espectrofotometro ELISA (Thermoplate®) a um comprimento de onda de 430 nm. Os
resultados obtidos na leitura ELISA foram utilizados para obtencdo de curva de
viabilidade celular e de IC5sq dos produtos avaliados (MORAIS-BRAGA et al., 2016)

2.4.4 Determinagao da Concentragao Fungicida Minima (CFM)

O subcultivo da microdiluigdo foi realizado em placa de Petri contendo SDA
com auxilio de uma cartela guia fixada ao fundo, utilizando-se haste estéril que foi
inserida em cada pogo da placa do teste (exceto no controle de esterilidade). Apos
24 h de incubacao, as placas foram analisadas quanto a formacao de col6nias de
Candida (ERNST et al., 1999, com modificacbes). A concentracdo em que nao

houve crescimento de coldnias fungicas foi considerada a CFM do produto avaliado.

2.4.5 Avaliacao do efeito modificador da agcao do Fluconazol por combinacao

A combinacdo Oleo/droga foi avaliada, para verificagdo de efeito
potencializador ou antagoénico. Ultilizou-se o 6leo em concentragdo subinibitoria
(CFM/16), de acordo com a metodologia utilizada por Coutinho et al. (2008, com
modificagdes nas concentragdes). As placas foram preenchidas com 100 yL de meio
+ in6culo + 6leo e em seguida microdiluidas com 100 yL do Fluconazol (16.384
Mg/mL), com diluicdo seriada em concentragdes de 8.192 a 8 pg/mL. Os mesmos

controles do teste de atividade intrinseca foram utilizados. As placas foram
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incubadas a uma temperatura de 37 °C por 24 horas, sendo a leitura realizada em

aparelho de espectrofotometria (430 nm) de ELISA (Thermoplate®).

2.4.6 Analise Estatistica

Utilizou-se o programa estatistico GraphPad Prisma 6.0 para analise dos
dados. Foi aplicada na amostra uma ANOVA de duas vias. Os dados obtidos da
leitura espectrofotométrica foram verificados quanto a sua distribuicdo normal e em
seguida analisados por ANOVA, comparando os valores de cada concentragdo do
produto natural, com o teste post hoc de Bonferroni. Os valores de ICsy foram
obtidos por regressao nao linear para a finalidade de interpolacao de valores a partir

de curvas padrao.

2.5 ENSAIOS DE INIBICAO ENZIMATICA

Os ensaios de inibicdo enzimatica dos 6leos essenciais sao realizados no
Laboratério de Pesquisa em Produtos Naturais, localizado no campus 3, no
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da FURB. Os reagentes foram obtidos da
SIGMA-Aldrich Saint Louis (MO-USA) e utilizados sem prévia purificagéo.

2.5.1 Avaliagao da atividade anticolinesterasica

A atividade anticolinesterasica é determinada in vitro através do método
espectroscopico de Ellman e colaboradores (1961). As amostras sdo diluidas em
metanol na concentragdo de 1 mg mL™'. Em cada tubo de ensaio sdo adicionados
325 uL de Tampao Tris-HCI, para manter o pH do meio, em aproximadamente 8.
Uma aliquota 100 puL de amostra e 20 uL de solugdo de enzima acetilcolinesterase
diluida em tamp&o Tris-HCI adicionado de 0,1% de Soro Albumina Bovina (0,25 U
mL™") sendo esta mistura incubada em temperatura ambiente durante 15 minutos.
Em seguida, sdo adicionados 70 pL de solugao de iodeto de acetilcolina (0,021 mg
mL"), e 470 uL de Reagente de Ellman (acido 5,5-ditiobis (2- Nitrobenzdico),
preparado em Tampao Tris HCI adicionado de NaCl 0,1 M e MgCl,.6H,O 0,02 M).
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Depois de homogeneizados, os tubos de ensaio sao incubados a abrigo de luz
durante 25 minutos. Apds, adiciona-se 1000 pL de solugdo tampéo Tris-HCI e a
absorbancia da solugdo € medida em espectrofotbmetro em um comprimento de
onda de 405 nm. Como controle positivo utiliza-se uma solucdo de cloridrato de
Neostigmina (100 ug mL™") e como controle negativo apenas o solvente utilizado
para a diluicdo das amostras. A atividade inibitéria da enzima acetilcolinesterase é

calculada através da equacéo:

Atividade Inibitéria (%) =

100 - (Abs Amostra — Abs Branco) * 100
Média das Abs do C. Negativo

2.5.2 Avaliacao da atividade Alfa-glucosidase

O ensaio de inibigdo da alfa-glucosidase é realizado conforme descrito por
Kim et al. (2004). Sao preparadas solugbes das amostras em metanol, na
concentragao de 1 mg mL™". Na hora do teste, cada solucdo é diluida com tampao
fosfato de potassio (pH 6,8) para 500 pg mL™". Uma aliquota de 50 pL de solugado de
alfa-glucosidase (1 U mL"™") foi pré-misturada com 20 pL das solugdes da amostra, e
foram adicionados 570 uL de tamp&o fosfato de potassio (pH 6,8) (0,1 mol L™).
Todos os tubos foram agitados em vortex e incubados em banho-maria a 37,5 °C por
20 minutos. Apés, 100 pL de p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (pNPG, 1 mmol L-1) &
adicionado como substrato e a reagao tera inicio. Os tubos sdo novamente agitados
e a mistura é incubada durante 30 min em banho-maria a 37,5 °C, seguida da adi¢ao
de 650 uL de solugao de Na,CO3 1 M para o término da reacgao. A quantidade de p-
nitro-fenol formada € medida em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 410
nm, para a estimativa da atividade enzimatica. Como padrao € utilizado uma solugao
de Acarbose a 50 ug mL™". Um controle negativo utilizando apenas solvente, no lugar
da amostra, € o utlizado. Para cada amostra realiza-se um teste em branco, onde
adiciona-se 20 pL da solugédo da amostra (500 ug mL'1) em 570 uL de tampéo fosfato
de potassio (pH 6,8) (0,1 mol L ™). A atividade inibitéria da enzima alfa-glucosidase é

calculada através da equacéo:

Atividade Inibitoria (%) =

Abs C. Neg. — (Abs Amostra — Abs Branco) * 100
Abs C. Neg
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CAPITULO 3: RESULTADOS ETNOFARMACOLOGICOS E QUIMICOS DA

Hedyosmum brasiliense Mart.
3.1 ETNOBOTANICA NA COMUNIDADE DO PARATI

O termo etnobotanica é utilizado para denominar o estudo referente as inter-
relagdes das populacdes tradicionais e as plantas. “E através dela que se mostra o
perfil de uma comunidade e seus usos em relagao as plantas, pois cada comunidade
tem seus costumes e peculiaridades, visando extrair informagdes que possam ser
benéficas sobre usos medicinais de planta (MARTINS et al, 2005, p.21)".

A comunidade do Parati situada no litoral paranaense abrange
aproximadamente 12 familias que residem ou possuem iméveis na regidao. O acesso
€ realizado somente por meio de barco (FIGURA 7) ou trilha e os moradores da
regido necessitam se deslocar até o municipio mais proximo para suprir as

necessidades cotidianas.

FIGURA 7 — SERRA DA PRATA ONDE ESTA SITUADA A COMUNIDADE DO PARATI

Fonte: a autora, 2019.

Na FIGURA 8, uma das pontes de acesso a residéncia dos moradores da

comunidade.
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FIGURA 8 — ACESSO AOS MORADORES NA COMUNIDADE DO PARATI

Fonte: a autora, 2019.

A espécie Hedyosmum brasiliense Mart. pode ser observada em todo entorno
da comunidade, em suas trilhas e abundantemente. Na FIGURA 9 a amostra

utilizada para a identificacdo da planta durante a entrevista com os participantes.

FIGURA 9 — AMOSTRA DA ESPECIE Hedyosmum brasiliense Mart. ENCONTRADA NA
COMUNIDADE DO PARATI- SERRA DA PRATA

>

Fonte: a autora, 2019.
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Para manter o anonimato dos participantes, optou-se por nao realizar
registros fotograficos durante as entrevistas. Os participantes da pesquisa serao
identificados nas citagdes pela letra “P” seguido pelo numero de entrevista e a idade

no momento das entrevistas (QUADRO 4).

QUADRO 4 — PERFIL GERAL DOS PARTICIPANTES DA PESQUISA DE ETNOBOTANICA
NA COMUNIDADE DO PARATI - SERRA DA PRATA, LITORAL DO PARANA

N° P GENERO IDADE OCUPAGAO TEMPO DE RESIDENCIA
1 F 65 Do lar 23
2 F 76 Do lar 27
3 F 62 Do lar 46
4 M 60 Pescador 60
5 M 68 Aposentado 20

Fonte: a autora, 2019.

Pbdde-se observar que todos os participantes da pesquisa sdo antigos
moradores da comunidade, o que de fato, influencia em singularidades culturais que
sao construidas com o tempo. A populagdo local sobrevive acessando alguns
recursos disponiveis na natureza, bem como plantam o seu proprio alimento,
utilizam plantas medicinais para o tratamento de doencas e praticam atividades
pesqueiras.

Para adquirir mantimentos basicos, ter acesso a saude e a educacado os
moradores necessitam se deslocar até o municipio mais préximo (Guaratuba), pois a
regidao nao possui instituicdo ou abastecimento que supra essas necessidades.
Entretanto, mesmo com as dificuldades eles possuem motivagao para realizar suas
praticas culturais de manejo da natureza.

Buscou-se a identificacdo da espécie Hedyosmum brasiliense Mart. por meio
de uma amostra encontrada na comunidade. No Parati, tanto os homens quanto as
mulheres conhecem a espécie pelo nome popular de “Erva Cidreira” ou “Cidreira do
Mato”. Todos os entrevistados declararam de modo unanime que a espécie existe
em abundancia na comunidade, sendo de facil acesso na floresta, contendo até
mesmo em seu proprio quintal.

O QUADRO 5 apresenta a descrigdo do uso da espécie pela Comunidade.
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QUADRO 5 — USO DA ESPECIE Hedyosmum brasiliense Mart. NA COMUNIDADE DO
PARATI - SERRA DA PRATA, LITORAL DO PARANA

N°P | FREQUENCIA | PARTE UTILIDADE METODO
1 Raramente Folha Dor de cabeca Esquenta na mao/aplicagao
no local
2 Algumas vezes Folha Dor de cabecga Aplicagao no local
3 Algumas vezes Folha Dor de cabeca Maceracéo; aplicagéo no
local.

4 Sempre Folha Dor de cabeca/ Pressao alta Emplasto e aplicagao no
local/ Cha uma vez por dia

5 Algumas vezes Folha Dor de cabeca Aquecimento no fogo utiliza
alcool e aplicagao no local

Fonte: a autora, 2019.

A participante N° 1 relata conhecer a espécie ha muito tempo, por meio da
cultura familiar. Segundo a dona do lar as folhas da “erva cidreira” sao boas para o
tratamento de dores de cabega quando aplicada no local, a participante relata “nos
esquenta na mao, a folha é canforada né?! (P1, 65 anos)”.

Em relato semelhante, a entrevistada N° 2 diz que utiliza para o mesmo fim e
acrescenta: “coloca na testa e puxa a febre, com o uso da planta fica escura (P2, 76
anos)”. Segundo a entrevistada quando colocada sobre a cabega, a planta possui
poder de baixar a temperatura, inibindo a dor poucos minutos apés o uso e
promovendo alivio imediatamente. Enfatiza ainda, que conheceu o potencial
medicinal da planta por meio dos seus pais que ensinaram a utilizar quando
necessario.

Ja participante da pesquisa de N°3, aprendeu como utilizar a Hedyosmum
brasiliense Mart. através de sua avo e bisavd que ensinaram a amassar a folha e
colocar na cabecga. “Tem que usar na hora, porque a folha fica bem sequinha, dai
pegamos outra na hora, uma fresquinha (P3, 62 anos)”. Para a dona do lar, a técnica
s6 é eficaz se utilizada no mesmo momento da coleta.

Para o participante N° 4 a planta pode ser utilizada de duas formas, tais como:
emplasto (Dor de Cabecga) e Cha (Presséo Alta). O pescador de 60 anos que nasceu
na comunidade relata que utiliza com frequéncia e de ambas as formas, desse modo
fornece detalhes de como é realizado o preparo: “Faz o cha com a folha, pega de

manha com o sereno da noite, ndo precisa lavar, toma uma xicara por dia (P4, 60



61

anos)”. Segundo o entrevistado o cha ndo pode ser armazenado, tendo que ser
consumido na mesma hora. Em relagédo ao uso das folhas relata “para nés que mora
na floresta € muito bom, tira a quentura da cabeca (P4, 2018)” e diz que utiliza com
mais frequéncia durante o verdo, em qualquer situagcdo e até mesmo no meio da
floresta.

O ultimo participante da pesquisa relata saber de uma possivel eficacia da
planta contra o cancer. “Isso foi descoberto para o cancer (P5, 68 anos)”, segundo
ele soube ap6s um tempo de uso, o que nao foi relatado pelos demais participantes.
Em relacdo ao uso da espécie apresentou uma técnica propria de preparo. “Passa
no fogo e no alcool e pde na testa, as folhas novinhas eliminam a dor de cabecga (P5,
68 anos)”. Por fim, o aposentado diz que adquiriu o conhecimento através da sua
mae que ja utilizava a planta para cessar as dores.

Conforme relatado por Albuquerque (2005), podemos observar na pesquisa
junto a comunidade que “nos preparos medicamentosos da medicina popular existe
toda uma logica subjacente ao conhecimento empirico fitoterapico, que possibilita a
eficacia dos preparos (ALBUQUERQUE, 2005. p. 9)".

Constatou-se com os resultados etnobotanicos que os moradores da
comunidade possuem técnicas proprias de uso da espécie nativa, utilizando para o
tratamento de doengcas como dores de cabecga (aplicagdo no local) e presséo alta
(cha das suas folhas), esses métodos advindos da cultura familiar. Esses resultados
qualitativos estdo em concordancia com o postulado por Fernandes e colaboradores
(2014) ao afirmarem que o conhecimento tradicional surge “da relagao direta
estabelecida entre as sociedades tradicionais com outros seres que compbe a
biodiversidade, da consideracdo do ser humano em sua totalidade, da
espiritualidade e da pratica coletiva (LEMOS, KERNTOPF & FERNANDES 2014,
p.90)".

Pode entdo ser destacado que o uso de espécies medicinais e a descoberta
de outros usos estdo em estreita relacdo com os habitos da comunidade,
considerando a diversidade local. Com isso podemos inferir que “O desenvolvimento
sustentavel colocou o ser humano no centro de seus objetivos, propondo entre suas
metas a qualidade de vida e o desenvolvimento pleno de suas potencialidades
(LEFF, 2011, pg. 311)".

Evidentemente, a execucdo de pesquisas que visem o desenvolvimento

sustentavel representa uma abertura para a melhoria das politicas ja existentes.
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Pensando em longo prazo, os subsidios para a conservacdo de espeécies
nativas contribuem para o desenvolvimento sustentavel. Por outro lado, “ha que se
lembrar de que as plantas tém o seu metabolismo extremamente variavel em fungéo
das condi¢des gerais a que sao submetidas (FONTE, 2004, p.30)". Ou seja, o perfil
fitoquimico das espécies € funcao das variacbes de acordo com o seu habitat natural
e condigdes do ambiente. Parece oportuno ressaltar, que o modelo vigente da
biodiversidade local pode ser modificado com base nas alteragbes das praticas de
manejo sustentavel. E interessante considerar que a forma sustentavel de uso pode
servir como intervengdo para as futuras geragdes. Considerando que existem varios
elementos que podem alterar as caracteristicas originais do ambiente natural, a
preservacao da area florestal junto a comunidade parece ser oportuna ferramenta
para estratégias desenvolvimento sustentavel. Por fim, o resgate dos conhecimentos
tradicionais traz elementos importantes que contribuem para o desenvolvimento
cientifico, cultural e tecnolégico no campo das ciéncias naturais e da saude com
possibilidades de desenvolvimento de produtos que possam beneficiar a populacao
brasileira, com respeito aos direitos e beneficios a populagao tradicional, conforme

estabelecido na legislagao da biodiversidade.

3.2 OLEO ESSENCIAL: RENDIMENTO E FATORES ABIOTICOS

Para Heinzmann, Spitzer e Simdes (2017) os Oleos volateis “sdo misturas
complexas de substancias volateis, lipofilicas, em geral odoriferas e liquidas, obtidas
de matérias-primas vegetais”. Essas misturas sdo importantes objetos de estudo,
nas quais podem ser identificados diversos compostos eficazes para novas
finalidades terapéuticas.

Segundo Ribeiro, Bonilla & Lucena (2018),

O rendimento do 6leo essencial € um fator extremamente importante para
determinar a viabilidade de estudo das espécies como fontes de
substancias bioativas, caso seja necessario o isolamento desta, ou ainda
que o O6leo essencial apresente atividade equiparada a da substancia
isolada. Dessa forma, o estudo do rendimento do 6leo essencial torna-se
uma ferramenta necessaria para os produtores, pois a partir desse estudo é
possivel estimar quanto de biomassa €& necessaria para produzir uma
quantidade de oleo satisfatéria (RIBEIRO, BONILLA & LUCENA, 2018,
p.34).



63

Considerando existirem varios fatores que podem alterar a estrutura da planta
buscou-se primeiramente concretizar a analise do rendimento do dleo nas distintas
estacbes do ano. O estudo de sazonalidade realizado com a espécie nativa
Hedyosmum brasiliense Mart. apresentou uma alteragdo no rendimento do teor do
Oleo essencial entre os periodos de coleta, conforme apresentado na TABELA 2 a

sequir.

TABELA 2 — RENDIMENTO DO OLEO EXTRAIDO DAS FOLHAS FRESCAS DA ESPECIE
Hedyosmum brasiliense Mart. POR ESTACAO DO ANO

DATA DE COLETA TEOR DO OLEO ESSENCIAL (%)
INVERNO 0,18
PRIMAVERA 0,68
VERAO 0,52
OUTONO 0,30

Fonte: a autora, 2019.

Com base no calculo do rendimento do 6leo pode-se constatar que maior
rendimento ocorreu das amostras colhidas durante a primavera (0,68%), seguidas
pelo verao (0,52%). O rendimento do 6leo cai consideravelmente nos meses de

outono (0,30%) e inverno (0,18%). Conforme demonstra o GRAFICO 1 a seguir.

GRAFICO 1 - TEOR DO OLEO ESSENCIAL POR ESTACAO DO ANO
0,8 +
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Fonte: a autora, 2019.
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Em relagéo a redugao dos teores de dleo, principalmente no outono e inverno,
pode ser explicada pelo acionamento do mecanismo natural de fonte-dreno, que
degrada metabolitos secundarios e direciona seus compostos quimicos para a
manutengcdo do metabolismo primario (MORAIS, 2009). Essa relagdo entre fonte e
dreno é controlada por fatores ambientais e atua na sinalizagado de diversos genes
que controlam os metabdlitos produzidos nos tecidos, sendo determinante na
produtividade (ROLLAND et al, 2006, TONINI et al, 2010). Este comportamento
fisiolégico dos vegetais justifica o menor rendimento de 6leo essencial da
Hedyosmum brasiliense Mart. durante o periodo do inverno.

Cabe ressaltar, que a época com maior producao de biomassa pode nao ser
a mesma de maior teor de compostos ativos. Segundo Heinzmann, Spitzer &
Simdes (2017), “a composi¢ao quimica de um oleo volatil, extraido do mesmo 6rgao
de uma mesma espécie, pode variar significativamente de acordo com a época de
coleta, condigbes climaticas e de solo (HEINZMANN, SPITZER & SIMOES, 2017, p.
167)".

Por outro lado, “Os principais eventos na vida das plantas tais como
brotamento, florescimento e frutificagdo sdo sazonais, ou seja, ocorrem em épocas
do ano mais ou menos previsiveis (TONHASCA JUNIOR, 2005, p.70)".

Ha alteracdes no teor do 6leo essencial de acordo com os fatores abidticos ao
quais as espécies estao expostas, tais como: luminosidade, precipitagdes (chuvas),
nutricido da planta e entre outros fatores (MORAIS, 2009). “A radiagdo solar
intervém diretamente sobre o0 crescimento e desenvolvimento da planta, e
indiretamente, pelos efeitos no regime térmico, sendo fundamental a produgao de
fitomassa (MORAIS, S4051, 2009)”.

Morais (2009) afirma que,

Apesar de as espécies terem se adaptado ao seu habitat natural, os
vegetais sdo capazes de resistir a variagdbes de temperatura. Estas
variagbes sdo responsaveis pelas alteragdes na producdo de metabdlitos
secundarios (MORAIS, S1051, 2009).

Morais (2009) também salienta a importancia da intensidade das chuvas para
o rendimento e composi¢gdo quimica do o6leo essencial ao destacar que "podem
resultar na perda de sustancias hidrossoluveis presentes principalmente nas folhas e
flores (MORAIS, S4055, 2009)".
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Nesse aspecto, a maior produgcdo de metabdlitos secundarios ocorre sob altos
niveis de radiagao solar devido as reagdes biossintéticas que sao realizadas por
meio de processos fotossintéticos (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Em relagdo aos principios ativos, Martins e Rodrigues (2016) destacam que a
concentragdo dos mesmos “depende de diversos fatores, como controle genético,
estimulos proporcionados pelo meio (fatores climaticos, edaficos), exposi¢coes a
micro-organismos, insetos e herbivoros, poluentes etc. (MARTINS & RODRIGUES,
p.26, 2016)".

Para Martins e Rodrigues (2016),

Dentre os fatores climaticos, o fotoperiodo, a temperatura e o estresse
hidrico podem determinar a época ideal de colheita de algumas espécies,
momento em que se podera obter maior quantidade do principio ativo
desejado (alcaloides, oleos essenciais, taninos, saponinas, glicosideos,
flavonoides etc.) (MARTINS & RODRIGUES, p.26, 2016).

Ademais, reforgam que “a composicao quimica de um dleo volatil, extraido do
mesmo 6rgdo de uma mesma espécie vegetal, pode variar significativamente, de
acordo com a época de coleta, estadio de desenvolvimento, condi¢gdes climaticas e
de solo (MARTINS & RODRIGUES, p.26, 2016)”".

O maior rendimento da Hedyosmum brasiliense Mart. durante a primavera e
verdo pode ser explicado pelo fato de se tratar de uma espécie helidfita, ou seja, que
necessita de exposicao solar para melhor adaptacdo. Nesse sentido, a espécie se

encontra em condicdes menos favoraveis durante as estagcdes do outono e inverno.
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3.3 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS QUIMICOS

Os oOleos essenciais constituem substancias volateis naturais, que podem
variar de acordo com a planta em questdo e como salientado anteriormente pelos
fatores sazonais.

Para Morais (2009),

Os Oleos essenciais constituem um dos mais importantes grupos de
matérias primas para as industrias de alimentos, farmacéutica, perfumaria e
afins. S&o constituidos por uma mistura complexa de diversas classes de
substancias, dentre elas os fenilpropandides, mono e sesqueterpenos,
pertencentes ao metabolismo secundario das plantas (MORAIS, 2009, p.
S4050).

Segundo Heinzmann, Spitzer & Simdes (2017),

O numero de componentes de um o6leo volatil costuma variar de 20 a 200,
sendo chamados, de acordo com a concentragdo na mistura, de
constituintes majoritarios (de 20 a 95%), constituintes secundarios (1 a 20%)
e componentes-traco (abaixo de 1%) (HEINZMANN, SPITZER & SIMOES,
2017, p. 167).

Lima, Kaplan & e Cruz destacam que a “identificagdo de quimiotipos deve ser
considerada um item importante para a manuteng¢ao da qualidade, planejamento de
cultivos e obtencéo de fitofarmacos (LIMA, KAPLAN & CRUZ, p.75, 2003)".

Para o presente estudo dos componentes volateis do oleo foram
considerados apenas os compostos que estavam presentes nos 6leos em um
percentual igual ou superior a 1%. Apos a analise do 6leo essencial oriundo das
folhas da espécie, foram identificados 14 compostos no inverno, 17 na primavera, 14
no veréo e 11 no outono, os demais sao inferiores ao valor estabelecido (21%).

Na TABELA 3 a seguir, encontra-se a descricao dos constituintes quimicos

do 6leo essencial no periodo do inverno.
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TABELA 3 — CONSTITUINTES QUIMICOS DO OLEO ESSENCIAL DE AMOSTRAS DE FOLHAS DE
Hedyosmum brasiliense Mart., Chloranthaceae COLETADAS NO INVERNO DE 2017

Constituintes IA teérico* 1A* IK* %
Sabineno 969 975 975 5,54
B-Pineno 974 978 979 1,76
1,8-Cineol 1026 1033 1031 3,07

Pinocarvona 1160 1165 1164 1,97

Terpinel-4-ol 1174 1180 1177 1,36
B-Elemeno 1389 1395 1390 1,35

y —Muuroleno 1478 1484 1479 4,11
Biciclogermacreno 1500 1501 1500 50,63
Cadineno 1522 1528 1523 1,31
Germacreno B 1559 1561 1561 2,15
Espatulenol 1577 1581 1578 2,68
Globulol 1590 1588 1590 1,16
Carotol 1594 1601 1594 19,06
Ferula lactona | 1974 1998 1974 1,90
Monoterpenos hidrocarbonetos 7,44

Monoterpenos oxigenados 6,52
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 60,75
Sesquiterpenos oxigenados 25,29

Total identificado % 98,05

*|A: indice de retencéo calculado; IA tedrico: indice de retengéo da literatura; IK: indice de Kovats.
*Index Aritimetical *Index Teorical Aritimetical.

Fonte: a autora, 2019.
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Com base dos compostos identificados na coleta de 07 de julho de 2017,
destacam-se os constituintes predominantes durante a estagado do inverno conforme
GRAFICO 2 abaixo.

GRAFICO 2 — CONSTITUINTES QUIMICOS MAJORITARIOS NO PERIODO DO INVERNO (%)

1,8-Cineol h 3,07%

y -Muuroleno - 4,11%

Sabineno - 5,54%
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Fonte: a autora, 2019.

O Biciclogermacreno é o principal constituinte do éleo extraido no inverno de
2017, com uma concentracao média de 50,63%.

O préximo componente mais abundante foi o Caratol com a concentragcao de
19,06%. Oleo essencial advindo das folhas ainda indicou a presenca de Sabineno
(5,54%) e Muuroleno (4,11%) como principais componentes. O 1,8 Cineol surge na
sequéncia com 3,07%.

A TABELA 4 a seguir, expde os constituintes identificados durante a estacéo

da primavera, referente a coleta realizada no dia 24 de novembro de 2017.
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TABELA 4 — CONSTITUINTES QUIMICOS DO OLEO ESSENCIAL DE AMOSTRAS DE FOLHAS DE
Hedyosmum brasiliense Mart., Chloranthaceae COLETADAS NA PRIMAVERA DE 2017

Constituintes IA teérico* 1A* IK* %
a —Pineno 932 945 939 2,71
Sabineno 969 986 975 12,40
B-Pineno 974 990 979 5,19
Limoneno 1024 1039 1029 1,12
1,8-Cineol 1026 1043 1031 20,16

Pinocarvona 1160 1175 1164 2,66

Terpinel-4-ol 1174 1191 1177 2,21
a -Terpinil acetato 1346 1365 1349 2,50
y —Muuroleno 1478 1497 1479 2,87
Biciclogermacreno 1500 1513 1500 28,94
Germacreno B 1559 1574 1561 1,92
Espatulenol 1577 1594 1578 3,15
Globulol 1590 1602 1590 3,22
Viridiflorol 1592 1609 1592 2,01
Carotol 1594 1614 1594 3,89
Epi-a-Muurolol 1640 1661 1642 1,85
Ferula lactona | 1974 1998 1974 1,94
Monoterpenos hidrocarbonetos 21,69
Monoterpenos oxigenados 27,88
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 34,17
Sesquiterpenos oxigenados 16,26
Total identificado % 98,74

*|A: Indice de retengéo calculado; IA tedrico: indice de retengdo da literatura; IK: indice de Kovats.

*Index Aritimetical *Index Teorical Aritimetical.

Fonte: a autora, 2019.
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No GRAFICO 3 pode ser observado os compostos majoritarios encontrados
durante a estagao da primavera.

GRAFICO 3 — CONSTITUINTES QUIMICOS MAJORITARIOS NO PERIODO DA PRIMAVERA (%)
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Fonte: a autora, 2019.
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Na estacdo da primavera, os compostos Biciclogermacreno, 1,8-Cineol,
Sabineno, B-Pineno e Carotol aparecem como majoritarios nesse periodo. Dentre
eles, com 28,94% o Biciclogermacreno. O composto 1,8 Cineol encontra-se em
20,16% da amostra. Em terceiro lugar o Sabineno também se encontra em destaque
com 12,40%. O Carotol aparece apenas em 3,89% durante o periodo da primavera.

Na TABELA 5 a seguir, os constituintes quimicos evidenciados na coleta de
12 de margo de 2018 (verao).
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TABELA 5 — CONSTITUINTES QUIMICOS DO OLEO ESSENCIAL DE AMOSTRAS DE FOLHAS DE

Hedyosmum brasiliense Mart., Chloranthaceae COLETADAS NO VERAO DE 2018

Constituintes IA teérico* 1A* IK* %

Sabineno 969 987 975 2,21
Pinocarvona 1160 1176 1164 1,26
Terpinel-4-ol 1174 1191 1177 1,32

y —Muuroleno 1478 1497 1479 2,87
Muurola-4(14),5-trans-dieno 1493 1497 1493 2,68
Biciclogermacreno 1500 1514 1500 58,03
Cadineno 1522 1541 1523 2,20
Germacreno B 1559 1574 1561 2,67
Espatulenol 1577 1595 1578 4,07
Globulol 1590 1602 1590 2,86
Viridiflorol 1592 1609 1592 1,82
Carotol 1594 1615 1594 9,94
B-Eudesmol 1649 1669 1650 3,84
Ferula lactona | 1974 1998 1974 212
Monoterpenos hidrocarbonetos 2,25

Monoterpenos oxigenados 2,65
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 69,92
Sesquiterpenos oxigenados 25,18

Total identificado %

97,89

*|A: indice de retencéo calculado; IA tedrico: indice de retengéo da literatura; IK: indice de Kovats.

*Index Aritimetical *Index Teorical Aritimetical.

Fonte: a autora, 2019.
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Durante o periodo do verdo o composto quimico Biciclogermacreno também
surge como majoritario, superando o percentual dos demais. Em seguida, o Caratol
com 9,94%, em terceiro o Espatulenol (4,07%) também apresenta um percentual
consideravel na amostra, tendo ainda o B-Eudesmol com 3,84%, surgindo como o
quarto composto predominante nesta amostra. Por fim, o y-Muuroleno apresenta-se
em um teor mais baixo com apenas 2,87 % do total identificado, conforme GRAFICO
4,

GRAFICO 4 — CONSTITUINTES QUIMICOS MAJORITARIOS NO PERIODO DO VERAO (%)
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Fonte: a autora, 2019.

A TABELA 6 a seguir evidencia os compostos identificados durante a estagao
do outono, referente a coleta realizada no dia 18 de junho de 2018.
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TABELA 6 — CONSTITUINTES QUIMICOS DO OLEO ESSENCIAL DE AMOSTRAS DE FOLHAS DE

Hedyosmum brasiliense Mart., Chloranthaceae COLETADAS NO OUTONO DE 2018

Constituintes IA teérico* 1A* IK* %
Sabineno 969 986 975 5,25
B-Pineno 974 990 979 1,04
Pinocarvona 1160 1175 1164 1,21
y —Muuroleno 1478 1496 1479 2,43
Biciclogermacreno 1500 1514 1500 60,64
Cadineno 1522 1540 1523 1,04
Germacreno B 1559 1574 1561 2,31
Espatulenol 1577 1594 1578 1,64
Carotol 1594 1614 1594 15,62
Atractilona 1657 1710 1658 5,45
Ferula lactona | 1974 1998 1974 2,20
Monoterpenos hidrocarbonetos 6,36

Monoterpenos oxigenados 1,24
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 67,20
Sesquiterpenos oxigenados 25,20

Total identificado % 98,83

*|A: indice de retencao calculado; IA tedrico: indice de retengéo da literatura; IK: indice de Kovats.

*Index Aritimetical *Index Teorical Aritimetical.

Fonte: a autora, 2019.
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Dentre todas as estagdes o Biciclogermacreno se sobre sai em 60,64%
durante o outono, em seguida, o Carofol como nas demais estagbes apresenta
valores significativos (15,62%) em relagdo aos constituintes identificados.

O Atractilona, composto ndo predominante surge nesta estagdo com valor de
5,45%, seguido do Sabineno (5,25%) e y- Muuroleno (2,43%). A seguir, o GRAFICO

5 mostra esses resultados.

GRAFICO 5 — CONSTITUINTES QUIMICOS MAJORITARIOS NO PERIODO DO OUTONO (%)

y -Muuroleno h 2,43%
Sabineno - 5,25%

Atractilona - 5,45%

caroto! || 15.62%

Fonte: a autora, 2019.

Apds a analise de todos os constituintes do 6leo da Hedyosmum brasiliense

Mart., constataram-se os Terpenos em suas diferentes classes.

l. Monoterpenos: O composto Sabineno foi identificado em todas as
estagdes com variagao entre 2,21 % e 12,40%. Enquanto, B-Pineno aparece em trés
das estagdes, sendo elas inverno (1,76%), primavera (5,19%) e outono (1,04%). Os
constituintes quimicos a-Pineno (2,71 %) e Limoneno (1,12%) foram identificados

com baixa concentracao, isoladamente na estacao da primavera.

Il. Monoterpenos Oxigenados: com significativa variagdo, o 1,8-Cineol
foi identificado somente nas estagdes do inverno (1,76%) e primavera (20,16).
Contudo, o constituinte quimico Pinocarvona foi constado nas quatro estagbes do

ano com variagoes entre 1,21% e 2,66%. O composto Terpinel-4-ol foi detectado em
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trés estacbes do ano sendo elas inverno (1,36%), primavera (2,21%) e veréo
(1,32%). Ademais, com concentracao de 2,50%, o a -Terpinil acetato foi identificado

somente na estacdo da primavera.

[l. Sesquiterpenos: O constituinte B-Elemeno foi identificado somente na
estacao do inverno com baixa concentracao de 1,35%. Enquanto, o y-Muuroleno foi
encontrado em todos os periodos, com variagédo entre 2,43% e 4,11%. Com
concentragdo média de 2,68% o Muurola-4(14),5-trans-dieno foi encontrado apenas
no més marco durante a estacao do verao. O Biciclogermacreno foi identificado com
50,63% durante o més de julho, 28,94% em novembro, 58,03% em marco e 60,64%
no més de junho, sendo assim, o constituinte majoritario em todas as estagdes. Por
outro lado, o Cadineno é encontrado em baixas concentracdées em 3 periodos do
ano, inverno (1,31%), verao (2,20%) e outono (1,04%). O Germacreno B, presente

em todas as estacdes, sofreu variagdes entre 1,92% a 2,67%.

V. Sesquiterpenos Oxigenados: Foi identificado também em todas as
estagdes o constituinte quimico Espatulenol, que pode variar de 1,64% a 4,07%
sendo a maior concentragdo no més de margo (verdo). O Globulol foi identificado
nas estagbes do inverno (1,16%), primavera (3,22%) e verdo (2,86%), estando
ausente ou com concentragao inferior a 1% durante o outono. O constituinte
Viridiflorol foi encontrado somente em novembro (2,01%) e margo (1,82%). O
Carotol, segundo constituinte com maiores concentragdes e mais visivel durante as
estacoes, foi identificado com 19,06% durante o inverno, 3,89% na primavera, 9,94%
no verdo e 15,62% no outono. Ademais, outros compostos sao observados
isoladamente durante as estagdes do ano, como o Epi-a-Muurolol (1,85%) durante a
primavera, B-Eudesmol (3,84%) no verao e Atractilona (5,45%) no outono. Por fim, o
Ferula lactona I, foi identificado de julho (inverno) a junho (outono) entre 1,90% e
2,20%.

Observa-se que os constituintes com maiores concentragbes durante as
estacdes sdo Biciclogermacreno e Carotol. O constituinte Biciclogermacreno pode
variar durante as estagdes entre 28,94% e 60,64%, porém, sempre como majoritario
em todos os periodos. Enquanto, que o Carotol sofre uma significativa variagéo
entre 3,89 e 19,06 durante as estacdes do ano, identificado em uma concentragao

menor durante a estagao de primavera.
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Nas FIGURAS 10 e 11 a seguir, é possivel verificar o perfil de fragmentacao
da amostra em relagcdo ao espectro da literatura Adams (2017) do composto

Biciclogermacreno e as FIGURAS 12 e 13 referentes ao composto Carotol.

FIGURA 10 — IDENTIFICAGAO DO COMPOSTO MAJORITARIO Biciclogermacreno POR ANALISE
DE PICOS NO SOFTWARE “GC-MS POSTRUN ANALYSIS”
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Fonte: Software GC-MS POSTRUN ANALYSIS, 2019.
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FIGURA 11 — ESPECTROS E DADOS DA LITERATURA UTILIZADA PARA A IDENTIFICACAO DO
COMPOSTO Biciclogermacreno

RT:28.83 AI: 1500 KI: 1500 Bicyclogermacrene

CAS#:24703-35-3  MF: C15 H24 FW:204  MSD LIB#: 1359

CN: bicyclo(8.1.0)undeca-2,6-diene, 3,7,11,11-tetramethyl-, (1S-(1R*.2E.6E,108*))-
Synonyms: none

Source: Podocarpus, Rimu G#4 ex Don Clark; 48.00% Idiospermum australiense,
FFI 7:79(1992); 37.92% Origanum laevigatum;, 36.00% Panax ginseng
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Fonte: Adams, 2017.
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FIGURA 12 — IDENTIFICACAO DO COMPOSTO MAJORITARIO Carotol POR ANALISE DE PICOS
NO SOFTWARE “GC-MS POSTRUN ANALYSIS”
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Fonte: Software GC-MS POSTRUN ANALYSIS, 2019.

FIGURA 13 — ESPECTROS E DADOS DA LITERATURA UTILIZADA PARA A IDENTIFICACAO DO
COMPOSTO Carotol

RT:32.67 AI: 1594 KI: 1594 Carotol

CAS#: 465-28-1 MEF: C15 H26 O FW: 222 MSD LIB#: 1233

CN: 3a(1H)-azulenol,2,3.4,5,8,8a-hexahydro-6,8a-dimethyl-3-(1-methylethyl)-, (3R-(30,3ac,8aa))-
Synonyms: none

Source: distilled from fresh parsley leaves, RP Adams #5440; 67.24% Daucus carota (Pakistan),
Pakistan J. Sci. Ind. Res., 20:103(1977); 0.80% Petroselinum crispum: 0.50% Cuminum cyminum
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Fonte: Adams, 2017.

A composicao quimica encontrada nessa pesquisa foi significativamente
diferente do estudo realizado por Vido (2009), na area de Mata Atlantica em
Paranapiacaba e Pindamonhangaba em S&o Paulo, Brasil, entre o periodo de
novembro de 2007 a setembro de 2008.
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Em Paranapiacaba foi identificado nas folhas frescas da espécie Hedyosmum
brasiliense Mart. o Sabineno que durante as estacdo pode sofrer variacdo entre
15,19% e 39,35%, o (E)-y-Bisaboleno, com mudancas entre 0,00% e 24,36%, (Z)-8-
Guaieno com variagao de 2,53% a 31,38% e Pinocarvona de 4,81% a 9,89%.

Entretanto nas amostras de Pindamonhangaba, foram identificados o y-
Muuroleno variando entre 5,21% e 20,33% entre as estacbes e o Sabineno entre
3,99% e 37,50%. Também foram identificados o y-Eudesmol com até 10,08% e o
(E)-y-Bisaboleno com até 20,91% como majoritario.

Nesse aspecto, € importante destacar que a composicdo quimica das
amostras pode variar de acordo com a localidade, condi¢des climaticas e acdes
antropicas.

O estudo de Kirchner et al. (2009) no Morro do Bau em Luis Alves, Santa
Catarina, Brasil, identificou compostos majoritarios distintos ao desse estudo sendo
0s principais encontrados o a-terpineol (10,2%), o Curzereno (8,9%), a Pinocarvona
(8,4%) e B-Thujeno (7,1%). No estudo também foi verificado o Carotol (6,06%),
Espatulenol (5,26), Globulol (1,16%) e Viridiflorol (0.92%) entre os compostos
analisados, esses que também foram identificados nessa pesquisa.

Luchesi (2017) realizou um estudo com a espécie Hedyosmum brasiliense
Mart. em uma fazenda situada em Canelinha, Santa Catarina, Brasil, onde em sua
analise quimica se identificou os constituintes Sabineno (19,59%) e Germacreno B
(31,6%) como majoritarios no oleo essencial extraido da espécie. No estudo
realizado por Luchesi (2017) também foram identificados compostos semelhantes a
esta pesquisa, tais como, o Carotol (6,41%), Pinocarvona (5,67) o Espatulenol
(4,08%) e entre outros constituintes quimicos.

Um estudo realizado em setembro de 2015 na llha do Cardoso, Sao Paulo,
Brasil por Murakami et al. (2017), identificou nas folhas masculinas e femininas da
Hedyosmum brasiliense Mart. os compostos majoritarios: Curzereno (17-18%),
Sabineno (16 %), Carotol (6%) e o B-pineno (5%). Nesse estudo realizado também
foi identificado o constituinte Ferula Lactona | em aproximadamente 1,89% nas
folhas masculinas e 3,0% nas femininas, o que segundo Murakami et al. (2017)
combinado com outros constituintes quimicos pode ter sido atuante para efetivar sua
atividade antifungica, trata-se do mesmo constituinte que foi identificado nessa

pesquisa entre 1,90% e 2,2% durante as quatro esta¢des do ano.
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3.4 RESULTADO DOS ENSAIOS ANTIBACTERIANOS

Foram realizados os ensaios com o0s Oleos volateis extraidos da espécie
Hedyosmum brasiliense Mart. das quatro estagcbes do ano com as bactérias

Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

3.4.1 Ensaio com a bactéria Escherichia coli

Segundo Korb et al (2013), a E. coli é

o principal agente etiologico de infeccdes do trato urinario e grande
responsavel por gastos em farmacos pelos sistemas publicos e privados de
saude, além das perdas em produtividade no trabalho em funcdo da
morbidade gerada em pacientes (KORB et al, p. 72, 2013).

Pensando nisso, foi realizada no presente estudo, a avaliagao bacteriana do
O0leo essencial da espécie Hedyosmum brasiliense Mart. frente a E.coli (cepa
NCM3722).

Os ensaios antibacterianos realizados demonstraram resultado nulo do 6leo
frente a cepa da E. coli em todas as estagdes do ano. Conforme a TABELA 7 a

seqguir.

TABELA 7 — ANALISE DO ENSAIO ANTIBACTERIANO DO OLEO EXTRAIDO DA ESPECIE
Hedyosmum brasiliense Mart. EM cm, FRENTE A CEPA DE Escherichia coli NCM3722)

DATA DE COLETA AT oM OEHB
INVERNO 2,2 0 0
PRIMAVERA 1,8 0 0
VERAO 1,9 0 0
OUTONO 1,8 0 0

LEGENDA: AT= Antibiético Tetraciclina (controle positivo); OM= Oleo mineral (controle negativo);
OEHB= Oleo Essencial Hedyosmum brasiliense Mart.

Fonte: a autora, 2019.
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A FIGURA 14 a seguir, apresenta a inibicdo do antibidtico Tetraciclina
(controle positivo) enquanto que para o 6leo mineral (controle negativo) e dleo

essencial (Hedyosmum brasiliense Mart.) ndo ha halo inibitorio.

FIGURA 14 — PLACA APOS O PERIODO DE 24 HORAS INCUBAGAO (SEM HALO DE INIBIGAO).

gu

LEGENDA: 1= Oleo mineral (controle negativo); 2= Oleo Essencial Hedyosmum brasiliense Mart.; 3=
Antibiético (controle positivo).

Fonte: a autora, 2019.

Portanto, o 6leo essencial advindo da Hedyosmum brasiliense Mart. nao
apresentou atividade contra a bactéria Gram-negativa Escherichia coli em nenhuma

das estagdes analisadas.
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3.4.2 Ensaio com a bactéria Staphylococcus aureus

Segundo Santos et al (2007),

O Staphylococcus aureus é uma bactéria do grupo dos cocos gram-
positivos que faz parte da microbiota humana, mas que pode provocar
doengas que vao desde uma infecgéo simples, como espinhas e furtnculos,
até as mais graves, como pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do
choque téxico e septicemia, entre outras. Essa bactéria foi uma das
primeiras a serem controladas com a descoberta dos antibidticos, mas,
devido a sua enorme capacidade de adaptagao e resisténcia, tornou-se uma
das espécies de maior importancia no quadro das infecgdes hospitalares e
comunitarias (SANTOS et al, p.413, 2007).

Esta afirmacao torna evidente a importancia de estudos de novos potenciais
de combate a bactéria. Nesse aspecto, foi efetuado o ensaio do 6leo da espécie
Hedyosmum brasiliense Mart. frente a S.aureus.

Os ensaios antibacterianos realizados apresentam resultado positivo do 6leo
frente a S. aureus (ATCC 25923), como demonstrado na TABELA 8 a seguir.

TABELA 8 — ANALISE DO ENSAIO ANTIBACTERIANO DA ESPECIE Hedyosmum brasiliense Mart.
EM CM, FRENTE A CEPA DE Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

DATA DE COLETA AT oM OEHB
INVERNO 3,0 0 1,2
PRIMAVERA 3,0 0 1,2
VERAO 3,0 0 1,4
OUTONO 3,0 0 1,0

LEGENDA: AT= Antibiético Tetraciclina (controle positivo); OM= Oleo mineral (controle negativo);
OEHB= Oleo essencial Hedyosmum brasiliense Mart.

Fonte: a autora, 2019.

A placa testada frente a bactéria Gram-positiva apresentou halo de inibicao

apos periodo estabelecido de incubagao conforme FIGURA 15.
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FIGURA 15 — PLACA APOS O PERIODO DE 24 HORAS INCUBACAO (COM A PRESENCA DO
HALO DE INIBICAO).

LEGENDA: 1= Oleo mineral (controle negativo); 2= Oleo Essencial Hedyosmum brasiliense Mart.; 3=
Antibiético (controle positivo).

Fonte: a autora, 2019.

O GRAFICO 6 a seguir mostra os resultados de inibicdo dos 6leos essenciais
em milimetros em relagdo ao padrao usado - o antibidtico “Tetraciclina” nas quatro

estagdes do ano.
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GRAFICO 6 — INIBICAO DA ESPECIE Hedyosmum brasiliense Mart. EM mm, FRENTE A CEPA DE
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) POR ESTACAO DO ANO

I T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

LEGENDA: HB-O= Hedyosmum brasiliense Mart. no outono; HB-V= Hedyosmum brasiliense Mart. no
verao; HB-P= Hedyosmum brasiliense Mart. na primavera; HB-l= Hedyosmum brasiliense Mart. no
inverno. T= Tetraciclina.

Fonte: a autora, 2019.

Em relagdo ao potencial de inibigdo do 6leo essencial pode-se destacar uma
pequena diferenca entre as estacbes do ano, mas cabe ressaltar que melhor
resultado foi obtido com o6leo coletado no verdao (14 mm), enquanto o resultado

menos significativo encontra-se no outono (10 mm).

3.4.3 Discussao dos Resultados Antibacterianos

Constatou-se nesta etapa pesquisa que o o6leo das folhas advindas da
espécie HB colhidas no do Parque Nacional Saint-Hilaire/Lange no litoral
paranaense nao possuem atividade bacteriana frente a cepa de E. coli (cepa
NCM3722). Entretanto, o 6leo advindo da espécie mostra-se seletivo a bactéria S.
aureus (cepa ATCC 25923).

O resultado do ensaio microbiolégico desta pesquisa foi distinto da pesquisa
realizada por Vido (2009), que utilizou 6leo essencial da Hedyosmum brasiliense
Mart. de duas localidades do estado de Sao Paulo (Pindamonhangaba e
Paranapiacaba). VIDO (2009) alcangou resultados efetivos contra as bactérias
testadas (Escherichia coli (ATCC 8739) e Staphylococcus aureus (ATCC 8538))
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utilizando meio Dextrose Agar o antibidtico Cloranfenicol. Destaca-se que “os 6leos
essenciais foram mais eficazes contra a bactéria Gram-positiva do que contra as
Gram-negativas, resultados semelhantes a maioria das investigagdes do potencial
antimicrobiano de volateis (VIDO, p.57, 2009)". Este resultado esta relacionado ao
fato de que microrganismos gram-positivos possuem paredes celulares mais
propensas a passagem, enquanto 0s microrganismos gram-negativos sao mais
dificeis de acesso devido a espessura da membrana celular.

Vido (2009) afirma ainda em seu estudo que “contra Staphylococcus aureus,
a maioria das inibicdes de oOleos de folhas coletadas nos dois locais foi de 100%

(VIDO, p.57, 2009)". Ademais, acrescenta que contra Escherichia coli

a porcentagem de inibicao chegou a 100% na primavera (com a maioria das
respostas acima de 90%). Os o6leos de folhas frescas de Paranapiacaba
apresentaram uma heterogeneidade nas respostas inibitérias conferida pela
mudanca de estagdo: na primavera foram observados valores mais baixos
(de 18,5 a 52%), aumentando gradativamente no inverno (49 a 52,9%) e
outono (39,6 a 65,3%), atingindo valores altos no veréo (63,6 a 93%). Nos
O6leos de Pindamonhangaba ndo foram detectadas variagbes tao
expressivas das atividades em relacao as estagdes (VIDO, p.57, 2009).

Kirchner et al (2009) em seu estudo realizou o ensaio com as bactérias
Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923), preparada
em 1 mL de Mueller-Hinton meio agar (Difco). Destaca-se que o Oleo da
Hedyosmum brasiliense apresentou atividade contra a bactéria Gram-positiva S.
aureus (vol %: 0.312), enquanto nenhuma atividade frente a bactéria Gram-negativa
E.coli foi identificada, até a maior concentracgao utilizada (2,5%).

Luchesi (2017) realizou um ensaio com o 6leo essencial advindo da espécie
em agar Mueller Hinton e com os microrganismos Staphylococcus aureus INCQS
00015, Escherichia coli INCQS 00033, Pseudomonas aeruginosa INCQS 00025 e
Salmonella enteritidis INCQS 00035. Segundo Luchesi (2017), o O6leo da

Hedyosmum brasiliense,

ndo apresentou atividade frente as bactérias em nenhuma concentragao
testada, este pode ser justificado por volatilizagdo de algum composto,
degradacado ou ainda oxidagao, de ativos principalmente monoterpénicos,
muito embora em sua composi¢cdo apresente 31,6% de Germacreno-B,
19,59% de Sabineno, 5,44% de a-Pineno, 7,23% de Eucaliptol, 6,41% de
Carotol e outros compostos que totalizam o éleo (LUCHESI, p. 51, 2017).
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Pode-se constatar que diversos sao os fatores que influenciam a obtencéo
de um resultado positivo de agao antimicrobiana, como volatilizagdo, oxidagao ou
mesmo degradacao de algum componente do 6leo, fatos que pode ter influenciado

nesse resultado ndo positivo.

3.5 RESULTADOS DOS ENSAIOS ANTIFUNGICOS

A C.albicans e e C.tropicalis sao espécies de fungos causadores de graves
infeccbes oportunistas.
Segundo Giolo & Svidzinski (2010)

As leveduras do género Candida podem ser encontradas em variados
ecossistemas, como solo, alimentos, agua, fazendo parte da microbiota de
homens e animais. Esses micro-organismos degradam proteinas e
carboidratos para obterem carbono e nitrogénio, elementos essenciais para
seu desenvolvimento (GIOLO & SVIDZINSKI, 2010, p. 226).

Segundo Giolo & Svidzinski (2010) a Candida albicans “é considerada a
principal levedura patogénica oportunista por ser a espécie mais frequentemente
isolada em humanos (GIOLO & SVIDZINSKI, 2010, p. 227)".

Ademais, destacam que,

as infec¢des causadas por leveduras do género Candida s&do denominadas
candidiase ou candidose. As micoses causadas por esses fungos mostram
um amplo espectro de apresentagdes clinicas, podendo ser classificadas
desde superficiais, com acometimento cutaneo e mucoso, até infecgdes
profundas, disseminadas, de alta gravidade, como é o caso da candidemia
(GIOLO & SVIDZINSKI, 2010, p. 228).

A luz destes fatos, foram realizados ensaios antifingicos para analisar o
potencial bioldgico da espécie Hedyosmum brasiliense Mart, frente a quatro cepas
dos fungos C. albicans e C. tropicalis.

O ensaio de viabilidade celular de CA e CT esta representado nas FIGURAS
16,17,18 e 19.

A acéo intrinseca do 6leo, concentragao inibitéria minima (CIM), apresentou
efeito inibitério apenas em altas concentragdes. Este efeito € considerado pouco

significativo clinicamente devido a sua alta concentracéo.
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A avaliagcado do potencial modulador sobre a atividade antifungica do éleo em
combinagdo com o Fluconazol frente as estirpes do género Candida revelou que a
combinagdo do farmaco com Oleo em concentragdes sub-inibitérias
de viabilidade celular semelhante ao farmaco sozinho.

Contudo, para a estirpe isolada de Candida albicans cepa INCQS 40006 a
jungao do farmaco com o 6leo (OEHB+FCZ) na concentragdo de 16ug/mL mostrou

um efeito melhor (100%) que o farmaco sozinho (FIGURA 16).

FIGURA 16 - Candida albicans cepa INCQS 40006
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Fonte: a autora, 2019.

A acéo inibitéria de OEHB+FCZ frente a Candida albicans cepa URM 4127
demonstra efeito em 50% na concentragdo 8ug/mL, sendo estabilizada

posteriormente com comportamento semelhante ao farmaco. Conforme FIGURA 17.
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FIGURA 17 - Candida albicans cepa URM 4127
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Fonte: a autora, 2019.

A Figura 18 demonstra um efeito inibitério semelhante na concentragéo

8ug/mL tanto do farmaco sozinho, quanto do farmaco com o 6leo essencial.

FIGURA 18 - Candida tropicalis cepa INQS 40042
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Fonte: a autora, 2019.

No caso da Candida tropicalis cepa URM 4262 nota-se um efeito antagonista

na faixa de 8ug/mL em relacédo ao farmaco (FIGURA 19).
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FIGURA 19 - Candida tropicallis cepa URM 4262
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Fonte: a autora, 2019.

Os valores de IC5p mostram que a combinagdo do éleo com o antifungico

apresentou melhores resultados para as linhagens CA 40006 e CA 4127(TABELA
9).

TABELA 9: ICs; (ug/mL) DO OLEO ESSENCIAL DE Hedyosmum brasiliense Mart. FRENTE A
DIFERENTES ESTIRPES DE Candida

LINHAGEM OEHB FCz OEHB + FCZ
CA INCQS 40006 868,633 14,982 9,635

CA URM 4127 2464,011 12,518 9,523
CT INCQS 40042 5904,335 1,871 9,072

CT URM 4262 5818,034 5,634 10,011

Fonte: a autora, 2019.

Para a avaliacdo da CFM (Concentragao Fungicida Minima) considerou-se a
concentragdo que causou o efeito fungistatico do crescimento da col6nia. O éleo de
HB apresentou efeito fungicida apenas em altas concentragcbes (=16.384ug/mL).
Contudo, em associagao com Fluconazol a cepa CT URM 4262 foi sensivel, ou seja,

apresentou efeito fungicida na concentragcédo de 2048ug/mL (TABELA 10).
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TABELA 10: CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM pg/mL) DO OLEO ESSENCIAL DE
Hedyosmum brasiliense Mart. FRENTE A DIFERENTES ESTIRPES DE Candida

LINHAGEM OEHB FCzZ OEHB + FCZ
CA INCQS 40006 216.384 216.384 216.384
CA URM 4127 216.384 256 4.096
CT INCQS 40042 216.384 216.384 216.384
CT URM 4262 =216.384 216.384 2.048

Fonte: a autora, 2019.

O uso da terapia combinada, seja ela entre farmacos ou com produtos naturais,
parece ser vantajoso, pois pode alcangar respostas clinicas satisfatorias. A
diminuicdo das concentragdes dos medicamentos que nos leva a redugdo da
toxicidade, o maior potencial de agdo das drogas e a contengédo do desenvolvimento
de organismos resistentes sao os beneficios associados a esta agdo (CURVELO et
al., 2014). Os resultados da modulagdo nos mostram o potencial do éleo de HB
frente as cepas de Candida que estdo cada vez mais acometendo infeccoes

fungicas graves.

3.6 RESULTADOS DOS ENSAIOS DE INIBICAO ENZIMATICA

As enzimas sdo moléculas de proteinas capazes de modificar reacdes
bioquimicas, ou seja, sdo catalisadoras. Estes processos ocorrem devido a fatores
como temperatura e pH. Tais fatores sdo capazes de alterar a atividade das enzimas
e, consequentemente, a velocidade das reagbes por elas catalisadas. Nesse
sentido, cada enzima possui um pH 6timo de atividade, na qual sua atividade atinge
0 pico maximo. Para a maioria das enzimas este pH esta entre 4,5 e 8,0. Por outro
lado, ha uma relacdo direta entre a temperatura e a velocidade das reacdes
enzimaticas, ou seja, a velocidade das reacbes enzimaticas aumenta com a
temperatura até que atinja a velocidade maxima. Nota-se que apés atingir esse pico

a velocidade da reacdo comega a diminuir, levando a inibigdo enzimatica.
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Segundo Gareth (2003), essas moléculas “sdo alvos 6bvios para o desenho
de farmacos. A inibicao oferece um método para impedir ou regular o crescimento
celular (GARETH, p. 190, 2003)".

Gareth (2003) destaca que o “uso de compostos para inibir a agcdo enzimatica
€ uma possibilidade importante na intervengao terapéutica (GARETH, p. 181, 2003)”".
Nesse aspecto, realizaram-se ensaios de atividade inibitéria enzimatica para analisar
a eficacia do 6leo essencial extraido da espécie Hedyosmum brasiliense Mart. frente

a acetilcolinesterase e alfa-glucosidade.

3.6.1 Atividade Inibitéria frente a enzima acetilcolinesterase

A acetilcolinestarease (AChE) é uma enzima causante da hidrdlise (quebra)
da acetilcolina (neurotransmissor) que possui papel essencial no Sistema Nervoso
Central (SNC).

Rang et al, explicam que “nas sinapses colinérgicas, a AChE ligada age
hidrolisando o transmissor liberado e encerra sua acao rapidamente (RANG et al,
p.162, 2007)". Ademais, acrescentam que a acetilcolinesterase “é bastante
especifica para a ACh e para ésteres muito semelhantes a ela, como a metacolina
(RANG et al, p.162, 2007)".

Segundo Feitosa et al,

compostos com atividade inibitéria frente a enzima acetilcolinesterase séo
utilizados terapeuticamente para tratar miastenia grave, glaucoma, e séo
extensivamente utilizados como inseticidas, ja tendo sido usados como
armas de guerra (FEITOSA et al, p, 211, 2007).

Além disso, destacam que “pesquisas apontam drogas provenientes de
produtos naturais como sendo possiveis inibidores da AChE e eficazes no
tratamento da doenga Alzheimer (FEITOSA, et al, p. 215, 2007)".

Os resultados do ensaio de inibicdo deste estudo realizado in vitro podem ser

observados na TABELA 11 a seguir.
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TABELA 11 — RESULTADO DO ENSAIO DE INIBIGAO ENZIMATICA DO OLEO ESSENCIAL
FRENTE A ENZIMA ACETILCOLINESTERASE

ESTAGAO DO ANO M (%) DP
INVERNO 69,82 3,46
PRIMAVERA 66,36 1,68
VERAO 57,06 0,74
OUTONO 72,20 0,57

LEGENDA: M= Média; DP= Desvio Padrio.

Fonte: a autora, 2019.
No GRAFICO 7 abaixo o indice médio de inibico frente & enzima AChE por

estagdes do ano.

GRAFICO 7 - INIBIGAO ENZIMATICA DO OLEO ESSENCIAL FRENTE A ENZIMA
ACETILCOLINESTERASE POR ESTAGAO DO ANO
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Fonte: a autora, 2019.

A maior porcentagem de inibicdo foi encontrada na analise da amostra
proveniente do outono com 72,20%, posteriormente a estagdo do inverno com
69,82%, seguido da primavera (66,36%) e verao (57,06%).

Nesse aspecto, com o resultado positivo obtido, pode-se considerar a espécie

como um potencial agente anticolinesterastico.
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Vido (2009) afiirma que em seu estudo em Paranapiacaba e
Pindamonhangaba, “Os 6leos de folhas frescas, coletadas nos dois locais, néao
foram efetivos na inibicdo da acetilcolinesterase (VIDO, p. 61, 2009)”, o que talvez
possa ser explicado pelo fato da composicdo dos majoritarios serem distintos ao

desta pesquisa.

3.6.2 Atividade Inibitdria frente a enzima a-glucosidase

A enzima a-glucosidase tem por fungdo de quebra a ligagao glicosidica (a-1,4)
em carboidratos, podendo interferir negativamente na digestdo de carboidratos no
corpo humano. A inibigdo da enzima € essencialmente importante para o controle da
desordem crénica, Diabetes Mellitus.

Segundo Rang et al (2007) a diabetes é

Um disturbio metabdlito crénico que se caracteriza por concetragéo alta de
glicose sanguinea —hiperglicemia (glicemia de jejum>7,0 mmol/L ou > 11,1
mmol/L 2 horas depois de uma refeicdo) — causada por deficiéncia de
insulina, muitas vezes combinada a resisténcia a insulina (RANG et al,
p.402, 2007).

Em consequéncia disso, a doenca desenvolve varias complicacboes
metabdlicas, sendo necessario o controle para evitar doengas crbnicas, como
cegueira.

O farmaco Acarbose é um exemplo de inibidor de a-glucosidase, e segundo
Rang et al (2007) o mesmo “retarda a absorgdo de carboidratos, reduzindo o
aumento pés-prandial da glicemia (RANG et al, p.408, 2007)”.

Dessa forma, em nosso estudo, submetemos o Oleo da espécie nativa
Hedyosmum brasiliense no ensaio de inibicdo enzimatica frente a a -glucosidase
afim de avaliar o potencial de inibi¢ao.

A seguir a TABELA 12 revela a acao do o6leo frente a enzima a -glucosidase.
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TABELA 12 — RESULTADO DO ENSAIO DE INIBIGAO ENZIMATICA DO OLEO ESSENCIAL
FRENTE A ENZIMA ALFA- GLUCOSIDASE

ESTAGAO DO ANO M (%) DP
INVERNO 515 0,40
PRIMAVERA 13,60 6,95
VERAO 6,15 1,15

LEGENDA: M= Média; DP= Desvio Padréo.

Fonte: a autora, 2019.

A acéo de inibicao enzimatica na primavera foi de 13,60%, enquanto no veréao
podemos observar 6,15%, no inverno 5,15%. No experimento realizado com a
amostra de outono encontraram-se dificuldades de solubilizagao. Devido a esse fato,
estamos avaliando as condi¢des necessarias ideais para reproduzir o experimento.

O GRAFICO 8 revela a acdo da Hedyosmum brasiliense Mart. frente a
enzima e a-glucosidase e a porcentagem de inibicao durante as trés estagbes do

ano.

GRAFICO 8 —INIBICAO ENZIMATICA DO OLEO ESSENCIAL FRENTE A ENZIMA ALFA-
GLUCOSIDASE POR ESTACAO DO ANO
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Fonte: a autora, 2019.
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Por fim, todas as amostras de 6leo apresentaram baixo carater inibitério frente
a enzima em questdo. Nesse aspecto, e observando o resultado de inibigdo, pode-
se considerar o 6leo proveniente da espécie em fungao das estagdes do ano pouco

eficaz frente a enzima a-glucosidase.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A pesquisa de bioprospeccéo e etnofarmacologia realizada nesta dissertagcéo
pretende oferecer elementos para a verificacdo das hipdteses e constatacdo das
questdes norteadoras. Assim retomamos a questdo de pesquisa que orientou nosso
processo investigativo - “O conhecimento quimico e etnofarmacoldgico da espécie
Hedyosmum brasiliense Mart. no contexto do litoral Paranaense se configura em
uma estratégia de conservacdo da diversidade biolégica nesta regiao?” Os
resultados encontrados nos possibilitam inferir as seguintes conclusées:

Primeiramente, verificou-se como estd distribuido o conhecimento
etnobotanico na comunidade do Parati situada no Litoral Paranaense e suas
singularidades. Constatou-se, com os resultados etnoboténicos, que os moradores
da comunidade possuem técnicas proprias de uso da espécie nativa.

A posteriori, na etapa de extragao dos 6leos esséncias, foram identificados os
componentes ativos presentes nas folhas da espécie durante as quatro estacdes do
ano, sendo o Biciclogermacreno o principal constituinte do o6leo extraido, com
variagao entre 28,94% e 60,64%. O constituinte Carotol € o segundo mais visivel
entre as estacdes, entretanto, sofre uma queda da concentragdo durante a estagao
da primavera, onde o composto 7,8-Cineol aumenta sua concentragdo em 20,16%.

Na presente pesquisa, foi identificada maior concentracéo de hidrocarbonetos
sesquiterpenos em todas as estagdes. Na estacdo do inverno foram identificados
60,75% de sesquiterpenos, 25,29% de sesquiterpenos oxigenados, 7,44% de
monoterpenos e 6,52 de monoterpenos oxigenados. Enquanto na amostra da
primavera foram constatados 34,17% de sesquiterpenos, 27,88% de monoterpenos
oxigenados, 21,69% de monoterpenos e 16,26% de sesquiterpenos oxigenados.
Durante a estagao do verdo na composigao quimica do 6leo encontra-se 69,92% de
sesquiterpenos, 25,18% de sesquiterpenos oxigenados, 2,65% de monoterpenos
oxigenados e 2,25% de monoterpenos. Ademais, durante o outono foram
identificados 67,22% de sesquiterpenos, 25,20%, 6,36% de monoterpenos e 1,24%
de monoterpenos oxigenados.

Em seguida, foi avaliado o rendimento do 6leo extraido das folhas frescas da
Hedyosmum brasiliense Mart. entre as estagdes do ano, sendo a primavera a

estacdo que apresentou o maior rendimento (0,68%).
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Os ensaios antibacterianos evidenciaram resultado nao significativo para o
oleo proveniente das quatro estagbes do ano frente a cepa de E. coli (NCM3722).
Entretanto, o 6leo mostrou-se seletivo para a bactéria S. aureus (ATCC 25923), com
resultados significativos para o 6leo proveniente da estacdo de verdo com halo de
inibicao de 14mm.

Os ensaios antifungicos mostraram que a jungdo OEHB+FCZ apresentou um
efeito melhor do que o farmaco sozinho no ensaio com C. albicans cepa INCQS
40006, numa concentragédo de 16ug/mL, entretanto, em relagdo a C. tropicallis cepa
URM 4262 foi evidenciada um efeito antagonista. Além disso, a jungdo OEHB+FCZ,
apresentou efeito fungicida na concentracao de 2048u/mL, para cepa C. tropicallis
URM 4262.

Nos ensaios de inibicdo enzimatica frente a enzima acetilcolinesterase
constatou-se um percentual de inibicao de 57,06% a 72,20% entre as estacdes do
ano. Nesse aspecto, observando o resultado positivo para inibicdo da AChE pode-se
considerar a espécie como um potencial agente anticolinesterastico.

Entretanto, os ensaios de inibicdo frente a enzima a-glucosidase nao
apresentaram um resultado tdo eficaz variando de 5,15% a 13,60% durante as
estagdes do ano.

Os resultados dos estudos fitoquimicos e etnofarmacologicos da espécie
Hedyosmum brasiliense sao promissores no intuito de validar e reconhecer suas
potencialidades.

Discutir estratégias de Conservacdo de Recursos Genéticos a luz da
Bioprospecgdo em um contexto de Desenvolvimento Territorial Sustentavel nesta
regido do litoral do Parana passa por um olhar sobre os processos de reprodugéo
social dos povos nativos como € o caso da comunidade do Parati, em consonancia
com os meios de vida da propria comunidade, principalmente na tentativa de
apreender as varias dimensdes da relagdo com a biodiversidade.

Uma dimensado de extrema importancia € a territorial que perpassa pela
territorialidade historicamente construida dessa comunidade através das praticas
tradicionais e novas praticas necessarias a garantia de direitos desses sujeitos.

Refletir sobre a conservagao para a regiao necessita obrigatoriamente passar
pela operacionalizagdo de projetos elaborados para esta localidade com equidade
social, sustentabilidade ambiental em todas as suas dimensdes: social, cultural,

ecoldgica, ambiental, territorial e econémica.
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Continuar investigando em profundidade as diferentes relagbes entre seres
humanos, recursos e territério, tem se mostrado uma estratégia viavel no intuito de
fortalecer os atores locais. Tal acdo pode, através da sinergia desses mesmos
atores, numa relacdo de confianga, produzir conhecimento cientifico e técnico
relevante para a tomada de decisdes e contribuir sobremaneira para a conservagao
da diversidade bioldgica.

O modelo de desenvolvimento posto ndo prioriza a dimensao local, porém,
parte das solugbes advém justamente da abordagem em micro escala, com
iniciativas testadas e demonstradas. Os mecanismos precisam ser ajustados para a
disseminagcao e replicagcdo destes pequenos sucessos. Além disso, ha que se
pensar no contexto institucional e os rebatimentos da escala macro no sentido de
buscar solugdes em todos os niveis de modo a permitir um desenvolvimento mais
equanime.

E por fim, espera-se que os resultados obtidos nesta pesquisa, bem como
alguns apontamentos descritos nos textos desta dissertacao, subsidiem futuras
pesquisas com a espécie em questao e assim possam fundamentar com evidéncias
cientificas a implementacédo de politicas publicas saudaveis e de desenvolvimento

territorial sustentavel.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nos, prof. Dr. Luiz Everson da Silva e a académica Jenifer Priscila de Araujo,
pesquisadora da Universidade Federal do Parana, estamos convidando vocé a participar de um
estudo intitulado  “BIOPROSPECCAO  MOLECULAR E  CONHECIMENTO
ETNOBOTANICO DA HEDYOSMUM BRASILIENSE NO LITORAL DO PARANA:
ETNOCONSERVACAO FLORESTAL DA MATA ATLANTICA”. Este estudo pretende
conhecer a espécie nativa Hedyosmum brasiliense e o seu potencial etnofarmacoldgico no
Litoral do Parand. O conhecimento advindo deste estudo pode auxiliar a conhecer melhor as
possiveis formas de uso e manejo da espécie subsidiando a reflexdo sobre o assunto entre
profissionais das areas da saude e das ciéncias ambientais. Caso aceite participar desta
pesquisa, sera necessario responder a questiondrios avaliativos com duragdo de
aproximadamente trinta minutos. Apds a aplicacdo do questiondrio sera realizada uma a
analise das informagoes e posteriormente realizado uma devolutiva a comunidade. O estudo
sera aplicado na comunidade de acordo com a disponibilidade dos informantes da pesquisa.

Esta pesquisa sera aplicada pela Mestranda em Desenvolvimento Territorial
Sustentavel da Universidade Federal do Parand, Jenifer Priscila de Araujo, supervisionada
pelo prof* Dr. Luiz Everson da Silva, e em caso de eventuais dividas podera entrar em contato
com a pesquisadora, pelo telefone (41) 998520786, de segunda a sexta-feira, 13:00 as 18:00,
ou pelo e-mail: jeniferaraujo@ufprbr. Trata -se de uma pesquisa de cunho
académico/cientifico, que podera ser publicada em revistas pertinentes, sera garantido o sigilo
dos participantes, sendo a divulgagdao das informacgdes referentes aos participantes, feita de
forma codificada para que sua identidade seja preservada e mantida a confidencialidade da

identidade dos participantes.

Eu li este termo de assentimento e compreendi

a natureza e objeto do estudo do qual concordei em assinar.

Assinatura do Participante

Assinatura da Pesquisadora
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QUESTIONARIO DE CARACTERIZAGAO Data: /]

Entrevista N° . Inicio:
Localizacdo:
Nome:

Origem _
Sexo: Feminino ( ) Masculino ().
Ocupacdo:
ldade:

Tempo de residéncia:

IDENTIFICACAO DA ESPECIE
Observe a figura:

P L
. [l

1. Conhece a planta?

() NGo

() Sim.

Nome:

2. Qual a localizacdo?

() Quintal () Floresta
() Outros.

Quais:

3. H& em abunddncia na comunidade?

() Muito () Mais ou menos
() Pouco () NGo ha

4, Ja& utilizou para consumo, se sim aponte o uso:
() Alimentar () Cha

() Emplasto () Outras.

Quais:
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5. Qual é a frequéncia de uso da planta?

() Sempre () Algumas vezes
() Raramente |Nunca

6. Qual época é mais utilizada?

() Primavera () Verdo

() Outono ( )Inverno

7. Qual parte da planta é utilizada?

() Folhas () Frutos

() Tronco () Outra.

Qual:

8. Margue um X nas alternativas que descrevem em qual situacdo utiliza
a planta:

() Dores de cabeca () Afeccdes estomacais
() Doencas urindrias () Outras.

Quais:

9. Como é realizado o preparo?

10. Como € armazenado e por quanto tempo?

11. Como adquiriu o conhecimento?

() Cultura familiar () Pessoas da comunidade

() Outro.
Qual:

12. Informagoes
adicionais:

Hordrio de término
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ANEXO 1 - CONSTITUINTES E ESTRUTURAS
QUIMICAS DO OLEO ESSENCIAL DA ESPECIE
Hedyosmum brasiliense Mart. (ADAMS, 2017).



% MONOTERPENOS

o.—Pineno (CioHjs) Sabineno (CioHjs)

;

[S-Pineno (CyoHe) Limoneno (C1oHj)

:
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* MONOTERPENOS OXIGENADOS

1,8-Cineol (C1oH;50) Pinocarvona (C10H40)
T

Terpinel-4-ol (C1oH;30) o -Terpinil acetato (Cy, Hao O3)

EOH O-Ac
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s SESQUITERPENOS

[-Elemeno (Cis Ha4) v —Muuroleno(Cis Ha4)
\\\\\\\ g
o = H
\\\\\\ z ?
Biciclogermacreno (Cis Haa) Cadineno (Cis Hyy)
i H
Germacreno B (Cys Hyy) Muurola-4(14),5-trans-dieno(Cis Ha4)

H
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s SESQUITERPENOS OXIGENADOS

Spathulenol (Cys Hy40)
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Atractilona (Cys Hyp O») Ferula lactona I (C;s H;8 O3)




