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RESUMO

Com o aperfeicoamento das técnicas de desenvolvimento de drogas ao longo dos anos,
grandes empresas tém tido cada vez mais interesse na producao de farmacos a partir de produtos
naturais. Os Oleos essenciais — exemplos de produtos naturais — sdo misturas de diversos
compostos que podem ser extraidos de diferentes partes das plantas (caule, folhas, flores etc.).
Os Oleos essenciais de copaiba, gengibre e lavanda possuem atividades anti-inflamatorias,
antioxidantes e antimicrobianas que podem ser de interesse médico e, considerando que a
composicdo destes 6leos é muito varidvel, até mesmo dentro de uma mesma espécie de planta,
sd0 necessarios mais estudos para entender qual a forma mais segura de utilizacdo destes 6leos
e 0s ricos que a ingestdo de uma superdosagem deles traria. Uma das formas de se conduzir
esses estudos é através da utilizacdo de um organismo modelo, neste caso, a Drosophila
melanogaster. Neste estudo, moscas da linhagem w''!8 foram expostas a doses seguras e toxicas
destes Oleos essenciais com objetivo de avaliar possiveis alteragdes comportamentais e
morfofisioldgicas em seus cérebros e intestinos. Identificou-se que a exposicdo a doses seguras
desses 6leos ndo levou a alteragcBes comportamentais ou no intestino e cérebro desses animais,
enquanto uma intoxicacdo por estes 6leos causou neurodegeneracdo e perda da estrutura do
figado, levando a debilitacdo no comportamento de escalada das moscas. Estes resultados
indicam que a D. melanogaster € um bom organismo modelo para pesquisas relacionados a
ingestdo de 6leos essenciais, sendo necessarios mais testes para avaliar a atividade terapéutica

destes 6leos em doengas humanas ainda sem cura ou tratamento.

Palavras-chave: produtos naturais; 6leos essenciais; Drosophila melanogaster



ABSTRACT

Throughout the years, techniques used for drug development were refined, increasing
the interest of big pharmaceutical companies in the production of new drugs from natural
products. Essential oils — examples of natural products — are mixtures of compounds that can
be extracted from different parts of plants (stem, leaves, flowers etc.). Essential oils extracted
from copaiba, ginger and lavender are known for their anti-inflammatory, antioxidant, and
antibiotic activities and, considering the composition of essential oils can vary immensely, even
between plants from the same species — there is a necessity to better understand what the better
way is to use these essential oils through ingestion and the risks that an overdosage could bring.
A way of studying these effects is using a model organism, in this case, Drosophila
melanogaster. In the present study, flies from the w8 stock were exposed to safe doses and
overdoses of these essential oils, to evaluate possible behavioral or morphophysiological
changes in these animals’ organs. Results indicate that, when exposed to safe doses of the
essential oils, there were no alterations on behavior nor the structure of the brain and intestine
of the animals. However, when they are exposed to overdoses of the oils, flies have a debilitated
climbing behavior and presented signs of neurodegeneration and loss of structure of their
intestine. These results indicate that D. melanogaster is a great model organism for research
related to the use of essential oils through ingestion, with more studies being necessary to
understand their possible therapeutic activities of these oils in human diseases that still does not

have a cure or treatment.

Keywords: natural products; essential oils; Drosophila melanogaster
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1. INTRODUCAO

1.1 Produtos naturais

O homem j& utiliza substancias naturais para fins medicinais ha bastante tempo. Em
especial, produtos derivados de plantas tém um papel muito importante na medicina de diversas
culturas diferentes. O avanco da quimica no comeco do século 19 tornou possivel examinar
amostras de plantas com mais precisdo, tornando possivel a identificacdo e uso de constituintes
bioativos presentes nelas. Um exemplo classico deste uso € a descoberta da morfina por

Sertlrner, em 1804, isolada da papoula (BEUTLER, 2019).

Os produtos naturais (PNs) possuem diversas caracteristicas diferentes das moléculas
sintéticas, dando a estes tanto vantagens quanto desvantagens no sentido de descobrimento de
novas drogas. Uma das vantagens é o fato de os PNs serem estruturalmente otimizados para
servir fungdes bioldgicas especificas nas plantas, como mecanismos de defesa secundarios e a
interacd0 com outros organismos, 0 que explicaria o seu interesse para tratamento de doencas
como cancer ou infecgdes. Por outro lado, a complexidade estrutural desses compostos torna
mais dificil a aplicacdo de algumas técnicas da area de descobrimento de drogas — por falta de
compatibilidade entre as técnicas e o material — para isolar os compostos bioativos dos extratos

dessas plantas (ATANASOV et al., 2021).

Esta dificuldade em isolar compostos bioativos dos PNs afastou por muito tempo as
empresas farmacéuticas de pesquisas para desenvolvimento de drogas a partir deles. Alguns
dos pontos que levaram a isso sé@o a demora pra se isolar o composto bioativo a partir do extrato
da planta de interesse, visto que sdo diversas etapas de separacdo e Sdo necessarios testes de
atividade bioldgica para cada etapa; a dificuldade no reabastecimento da matéria-prima e,
consequentemente, de se obter uma grande quantidade do material; a sintese dos compostos

naturais € muito complicada devido a complexidade de suas estruturas; e, finalmente, alguns



paises, como os Estados Unidos, ndo permitem a criacdo de uma patente originaria de um

produto natural (ATANASOV et al., 2021; BEUTLER, 2019).

Ao longo dos anos, com 0 avanco e aperfeicoamento das técnicas utilizadas com
finalidade de descobrir novas drogas, como inteligéncia artificial, o uso dos chamados “organ-
on-chip” e tecnologia microfluidicas, a velocidade para isolamento de compostos, realizagdo
dos testes de avaliacdo de seguranga, farmacocinética e eficacia, enquanto abre novas portas
para o desenvolvimento de drogas a partir de produtos naturais, o que despertou novamente o
interesse de grandes empresas no desenvolvimento de drogas a partir destes produtos

(THOMFORD et al., 2018).

1.2 Oleos essenciais

Oleos essenciais (OEs) s&o misturas de hidrocarbonetos saturados e insaturados, alcoois,
aldeidos, ésteres, éteres, cetonas, fendis e terpenos, produzidos por plantas arométicas como
metabdlitos secundarios. Estdo presentes em todos érgdos das plantas e apresentam como
principal funcdo a de defesa da planta contra bactérias, fungos, virus e insetos, sendo
usualmente extraidos a partir de partes das plantas (folhas, caules, flores) através de destilacdo

avapor (ALl et al., 2015; RAMSEY et al., 2020; SPISNI et al., 2020).

Apesar de 0s estudos acerca dos 6leos essenciais terem se tornado mais frequente no
século XX, quando o termo “aromaterapia” foi cunhada pelo quimico francés René-Maurice
Gattefossé, ha registros do uso desses Oleos como agentes medicinais no Egito antigo

(KOYAMA; HEINBOCKEL, 2020).

A palavra “aromaterapia” se refere a qualquer tratamento que utiliza como principal
terapéutico um 6leo essencial, podendo ser dividida em quatro categorias: cosmética, médica,

olfatéria e psico-aromaterapia (ALl et al., 2015).



A aromaterapia cosmética descreve o uso de 6leos essenciais em produtos utilizados na
pele do corpo e do rosto e cabelo. Neste caso, os OEs tém funcdo hidratante, tonificante,
limpante e secante. Ja a psico-aromaterapia é caracterizada pelo uso de fragréncias em geral —
sejam elas naturais, como os OEs, ou sintéticas — com intuito de prover sensacfes prazerosas
as pessoas, como relaxamento, revigoramento ou atraves de uma lembranga positiva (ALI et

al., 2015).

Para o presente estudo, as areas de interesse da aromaterapia sdo a aromaterapia olfatoria
e a aromaterapia médica. A aromaterapia olfatéria, ou olfativa, descreve o uso dos Oleos
essenciais através da sua inalacdo, levando em uma melhora emocional, variando de acordo
com o OE utilizado. Estudos utilizando diferentes 6leos essenciais pela via da inalacdo, com
uso de difusores, mostraram que o OE de lavanda (Lavandula angustifolia) reduziu a memoria
de trabalho e tempo de reacdo dos individuos, enquanto o dleo essencial de alecrim (Rosmarinus
officinalis) gerou um resultado oposto, melhorando a performance do grupo (MOSS et al.,

2003).

Resultados similares foram observados em um estudo comparativo dos 6leos essenciais
de horteld-pimenta (Mentha piperita) e ylang-ylang (Cananga odorata). Enquanto o primeiro
deixou o grupo testado mais alerta, o segundo melhorou o sentimento de calma e aumentou o
tempo de reacdo dos individuos. Estes resultados sugerem que 6leos como o de ylang-ylang e
de lavanda sdo mais indicados para relaxamento, enquanto os de alecrim e hortela-pimenta
seriam melhor utilizados em momentos em que é necessario um aumento de produtividade

(MOSS et al., 2008).

Ja a aromaterapia médica se refere ao uso dos 6leos essenciais no tratamento de quadros
clinicos, como inflamagfes (ABOUTALEB et al., 2019; CSIKOS et al., 2020; QU et al., 2020)

e distarbios psicologicos (DONELLI et al., 2019; KARIMZADEH et al., 2021; ZAMANIFAR



et al., 2020), por exemplo, podendo este ser feito por inalagdo ou através de outras vias de uso.
No entanto, é importante citar os OEs, dependendo do caso, hunca poderéo ser substitutos dos
medicamentos, apenas um tratamento auxiliar (ALI et al., 2015). Os 6leos essenciais de
gengibre (Zingiber officinale), copaiba (Copaifera sp.) e lavanda sdo potenciais agentes
terapéuticos para uso na aromaterapia médica, tendo em vista recentes estudos que os testaram
como possiveis agente medicinais para diferentes quadros clinicos devido as suas acGes
antioxidantes, anti-inflamatérias e antimicrobianas (ABOUTALEB et al., 2019; AKINYEMI
et al., 2018; CAPUTO et al., 2020; CARDIA et al., 2018; JUNIOR et al., 2018; RASHIDIAN

etal., 2014).

Além da via inalatéria, como exemplificada acima, os 6leos essenciais podem ser
utilizados por outras duas vias: topica e através da ingestdo. Independente da via, a acdo dos
OEs é baseada na interacao entre suas moléculas e receptores do sistema olfatério, visto que ja
foram encontradas evidéncias da presenca destes receptores em outros 6rgaos que nao os do
sistema respiratério, como a pele (BUSSE et al., 2014), o coracdo (KIM et al., 2015), os
testiculos (FUKUDA et al., 2004) e o intestino (FLEISCHER et al., 2015). Nestes casos, 0s
receptores ndo atuam na sensibilidade a odores, mas sim na quimiotaxia dos 6rgaos, no ajuste
de pressdo sanguinea e no estimulo para secrecdo de horménios e enzimas (KOYAMA,;

HEINBOCKEL, 2020).

Considerando que a composicdo destes 6leos é muito variavel — pode ser diferente
dentro de uma mesma espécie de planta, dependendo das condigdes em que cresceu (latitude,
estacdo do ano, tipo de solo e condi¢fes agricolas) — ainda sdo necessarios muitos estudos com
objetivo de entender melhor as suas composi¢des quimicas, mecanismos de agdo e suas rotas
de acéo, visando compreender como estes OEs poderiam atuar na cura ou diminui¢do do

progresso de doencas (KOYAMA; HEINBOCKEL, 2020; SPISNI et al., 2020).



Tendo isto em mente e sabendo que alguns Gleos essenciais podem apresentar efeitos
toxicos dependentes de dose, além do fato de haver pouca informacéo quanto a toxicidade deles,
se faz necesséria uma investigacdo mais a fundo do quanto esses 6leos podem ser prejudiciais,
quais seriam os efeitos colaterais de uma superdosagem e, consequentemente, para prover uma
base de informacdes para futuros estudos que os utilizem como possiveis agente terapéuticos
no tratamento de quadros clinicos. Para isso, podemos fazer uso de organismos modelos como

0 utilizado nesse projeto, a Drosophila melanogaster (KALYVIANAKI et al., 2020).

1.3 Drosophila melanogaster como modelo para estudos de toxicidade

Na era moderna, a mosca-da-fruta (D. melanogaster) foi o primeiro organismo
complexo a ter 0 seu genoma completamente sequenciado, o que afetou imensamente o seu
como organismo modelo. Isto teve um impacto ainda maior nos anos seguintes, com o
sequenciamento do genoma humano, onde identificou-se que mais de 75% dos genes

relacionados a doengas em humanos tinham ortélogos na mosca (PANDEY; NICHOLS, 2011).

Sdo diversas as vantagens da utilizacdo destes animais como modelo, além desta
mencionada anteriormente. As moscas possuem um ciclo de vida muito rapido: um casal de
moscas consegue gerar uma prole de mais de 100 individuos geneticamente idénticos em
aproximadamente 10 a 12 dias. Os adultos desta espécie possuem estruturas que performam
funcBes equivalentes aos humanos, como rins, coracdo, pulmdes, trato reprodutivo e cérebro.
Este altimo possui mais de 100 mil neurénios que mediam comportamentos mais complexos

como ciclo circadiano, sono, aprendizado e memoria (PANDEY; NICHOLS, 2011).

Devido a essas caracteristicas, em especial a similaridade da funcéo dos orgaos entre
moscas e humanos, e a capacidade de realizar testes identifiquem mudancas comportamentais
nos animais, a D. melanogaster ja vem sendo utilizada como organismo modelo para estudos
relacionada a toxicidade de compostos, como metais essenciais e ndo-essenciais (SLOBODIAN
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et al., 2021), metilmercario (GUNDERSON et al., 2020) e ditiotreitol (WANG et al., 2021),

por exemplo, fazendo deste um bom modelo para estudo da toxicidade de 6leos essenciais.

Dentre as diversas linhagens de D. melanogaster, a w8 (White), uma linhagem
selvagem, é uma das opcdes que pode ser utilizada para testes de toxicidade (KASOZI et al.,
2018, 2019; NGUYEN et al., 2021) e também em estudos relacionados a alteracdes na dieta

dos animais e os seus impactos (RIVERA et al., 2019; STAATS et al., 2018).

Sabendo da importancia dos produtos naturais, como os 6leos essenciais, ha medicina e
da atual busca por novas formas de tratamentos e cura para doencas degenerativas
(ESKANDARI-ROOZBAHANI; SHOMALI; TAHERIANFARD, 2019; KUMAR et al., 2016;
POSTU et al., 2020), cancer (AHANI et al., 2020; ATHAMNEH et al., 2020; BOUKHATEM
et al., 2020; RUTTANAPATTANAKUL et al., 2021) ou infec¢bes (ASIF et al., 2020; DA
SILVA et al., 2020; HUANG et al., 2018), e tendo em vista uma possivel toxicidade associada
ao uso dos Oleos essenciais, € importante entender mais profundamente qual seria essa
toxicidade, os efeitos colaterais do uso dos OEs e qual seria a melhor forma de administrar esses
compostos em D. melanogaster, organismo modelo para inimeras doencas humanas ainda sem

tratamento.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a toxicidades e os efeitos colaterais do uso a médio prazo dos 6leos essenciais

através da ingestdo em Drosophila melanogaster.
2.2 Objetivos especificos

o Verificar a toxicidade destes 6leos essenciais em linhagem w''*® de Drosophila

melanogaster durante 15 dias de exposicao através da alimentacao;



o Realizar testes de escalada para avaliagdo comportamental dos animais nos dias
5, 10 e 15 de tratamento;
o Realizar uma avaliacdo histoldgica do cérebro e do intestino dos animais para

identificar possiveis efeitos colaterais do uso dos 6leos essenciais.

3. METODOLOGIA

3.1 Linhagem de Drosophila melanogaster utilizada e manutencéo dos animais

Para o desenvolvimento deste trabalho, a linhagem w*''® (White) (BL#3605) de D.
melanogaster foi utilizada. Os animais foram mantidos em uma incubadora BOD com
temperatura controlada de 25 °C e ciclo de claro-escuro 12h/12h. Para todos os testes, foram
utilizados animais com idade variando de 0 a 3 dias pds-ecloséo, sendo que, para a manipulacao

destes — preparacdo de cruzamentos e analises —, foi utilizado éter etilico.

Durante a expansdo e manutencdo da linhagem, os animais foram alimentados
utilizando meio padrdo de fuba. Ja durante os testes, foi utilizado o meio de puré enriquecido
para uma melhor entrega dos 6leos essenciais. A receita para producdo de ambos 0s meios se

encontra na Tabela 1.

Meio Instantaneo
Quantidade | \ejo de Fuba (1000 g) | Quantidade
(1000 g)
Puré de Batata em )
7509 Agua 1000 mL
Pé (Yoki®)

Extrato de Levedura 150 g Agar 6g
Glicose 93¢ Farinha de Soja 10g
Nipagin 790 Fuba 73 ¢

Levedura 18 ¢




Xarope de Glicose 154 ¢g

Solucgdo Acida 5mL

Solucdo de Nipagin 6 mL

Tabela 1. Receitas para preparo do meio instantaneo a base de puré de batata e para preparo do
meio de fuba. Proporgdo de ingredientes utilizados para preparar a mistura para 0 meio instantaneo a
base de puré de batata usado no experimento. A cada 2g da mistura s&o adicionados 5 mL de agua ou
agua + OE para o preparo do meio.

3.2 Oleos essenciais utilizados

Foram utilizados os Gleos essenciais de copaiba (Copaifera reticulata, officinalis,
coriacea e langsdorffii), gengibre (Zingiber officinale) e lavanda (Lavandula angustifolia)
(do6Terra, Utah, EUA). O perfil cromatogréfico dos 6leos utilizados, demonstrando seu nivel de

pureza e COmposicdo, encontram-se em anexo.

Os oleos e as solucdes preparadas com eles foram mantidos a temperatura ambiente e

em abrigo de luz, para evitar possiveis alteracfes em suas composi¢cdes quimicas.
3.3 Teste de toxicidade e determinacdo de dose para tratamento

Antes de realizar o tratamento dos animais, foi necessario determinar uma dose segura
de ingestdo dos 6leos essenciais. Para isto, moscas de 0 a 3 dias pos-eclosdo foram coletadas e
separadas em grupos de 30 animais (15 machos e 15 fémeas), em triplicata. Estes animais foram
transferidos para vials contendo meio de puré enriquecido preparado com uma mistura de agua
e cada um dos 6leos essenciais — 2g de meio para 5mL de solucdo — nas seguintes concentracées:
0,5%, 0,25%, 0,125% e 0,0625% v/v. Para uma homogeneizacgdo ideal dessas solugdes, elas
foram misturadas por 10 segundos, com auxilio de um vortex, a cada pipetagem. Os animais se
alimentaram ad libitum desses meios por um periodo de 15 dias, sendo transferidos para vials

com novos meios a cada 2-3 dias.



Ap0s andlise dos resultados, determinou-se que as concentracdes a serem utilizadas no
tratamento das moscas seria de 0,0625% para os 6leos de copaiba e gengibre e 0,125% para 0
6leo de lavanda, ocorrendo pelo periodo pré-determinado de 15 dias. Além disso, determinou-
se que também seria feito um tratamento com os trés 6leos essenciais na concentragédo de 0,25%

com objetivo de entender melhor quais seriam as consequéncias de uma superdosagem deles.
3.4 Teste de escalada (RING test)

Durante o tratamento com os 6leos essenciais, machos da linhagem w*'‘8 com idade de
0 a 3 dias pos-eclosao passaram pelo teste de escalada — 30 animais por vial, em triplicata, para
cada Oleo essencial—, para avaliacdo de possiveis alteracdes comportamentais e de capacidade
neuromotora. Estes testes ocorreram nos dias 5, 10 e 15 de tratamento, seguindo uma adaptacéao

de um protocolo estabelecida anteriormente (GARGANO et al., 2005).

Antes do inicio do teste, as moscas foram transferidas para vials vazios, posicionados
em um equipamento préprio para a sua realizagdo. Os animais foram aclimatados no ambiente
em gue o teste ocorreria por 20 minutos, a temperatura ambiente, iluminados por uma luz branca
fluorescente (18W, 220V, 6500K e 112mA) posicionada diretamente sobre eles. Durante o

periodo de aclimatacéo e o teste em si, fez-se 0 menor nivel de barulho possivel.

Passada a aclimatacdo dos animais, o teste era iniciado. O equipamento contendo 0s
vials foi batido contra a bancada rapidamente trés vezes, fazendo com que as moscas fossem ao
fundo dos vials. Em seguida, o equipamento era novamente posicionado sobre a bancada e,
entdo, foi registrado o numero de moscas que atravessaram a marca de 5 cm de altura dez

segundos apos a terceira batida.



3.5 Andlise histoldgica

Com intuito de analisar alteracdes morfoldgicas no intestino e cérebro das drosofilas em
decorréncia da ingestdo dos 6leos essenciais, 10 machos de cada grupo experimental foram
coletados, anestesiados com gelo e conservados em solugéo de Carnoy (6:3:1 de 99% etanol,

cloroférmio e 4cido acético glacial) por 24 horas.

Em seguidas, as moscas foram decapitadas, para que fossem preparadas laminas a partir
de suas cabecas e seus corpos. As amostras foram desidratadas através de banhos em alcool
etilico em concentracbes crescentes (70%, 80%, 90% e 100%) por 15 minutos cada e
diafanizadas em dois banhos de xilol, também por 15 minutos em cada. Finalmente, blocos de
parafina foram montados com as amostras através de um banho em parafina (57 °C a 60 °C)
por 30 minutos. Os blocos foram cortados com auxilio de um micrétomo e preparados em

laminas.

As laminas foram, entdo, desparafinizadas, coradas com hematoxilina e eosina e
reidratadas com banhos em concentracdes decrescentes de alcool etilico (100%, 90%, 80% e

70%), por 15 minutos cada, e, finalmente, em agua.

As analises foram feitas através de um microscépio de luz acoplado a uma camera

digital, sendo registradas imagens dos cérebros e dos intestinos dos animais.
3.6 Analises estatisticas

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism
8.4.3. Nos testes de toxicidade dos 6leos essenciais e do corante azul, utilizou-se o teste Log-
rank (Mantel-Cox). Nos testes de escaladas, verificou-se a normalidade dos dados utilizando o
teste Shapiro-Wilk e ANOVA unilateral para a avaliar a presenga de diferencas estatisticas entre

0s dados obtidos.
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4. RESULTADOS
4.1. A toxicidade dos 06leos essenciais € diretamente relacionada a concentracéo destes no

alimento

A anélise do teste de toxicidade das diferentes concentracdes de OEs revela que as
concentracfes de 0,25% e 0,5% sdo toxicas para os animais, havendo diferenca estatistica
significativa entre a mortalidade do grupo controle para os demais grupos experimentais (Fig.

1C e 1D).

Para a concentracdo de 0,125%, apenas 0s 6leos de copaiba e gengibre se apresentaram
como toxicos quando comparados ao grupo controle, existindo diferenca estatistica
significativa entre estes grupos. No entanto, ndo foi identificada diferenca estatistica na
mortalidade dos animais do grupo que recebeu o 6leo essencial de lavanda e o grupo controle
(Fig. 1B), indicativo de que, nesta concentracdo, este OE ndo é tdxico para 0s animais. Sendo
assim, determinou-se que essa seria a concentracao utilizada para este 6leo no tratamento das

droséfilas.

Finalmente, na concentracdo de 0,0625% (Fig. 1A), a mortalidade dos grupos que
receberam os 6leos essenciais de gengibre e copaiba nédo teve diferenca estatistica significativa
em compara¢do ao grupo controle, ou seja, ndo foram toxicos aos animais. Foi definido, entédo,
gue o tratamento dos animais com estes Oleos essenciais seria feito utilizando essa
concentracdo. O Oleo essencial de lavanda, nesta concentracdo, apresentou diferenca
significativa na taxa de mortalidade em comparagdo com o grupo controle, se mostrando toxico

a0s animais.
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Figura 1. Teste de sobrevivéncia para diferentes concentracdes dos 6leos essenciais. Os Gleos essenciais de copaiba e
gengibre ndo foram toxicos aos animais (n = 30) na concentracdo de 0,0625%, ndo apresentando diferenca estatistica com o
grupo controle (A). O 6leo essencial de lavanda apresentou diferenga significativa com o controle. Na concentracdo de 0,125%
v/v, apenas o OE de lavanda ndo se mostrou toxico, ndo havendo diferenca estatistica entre este grupo e o grupo controle (B).
Nas concentragdes 0,25% e 0,5% (C e D), todos os 0leos essenciais foram toxicos aos animais, visivel pela diferenca estatistica
entre 0s grupos experimentais e o grupo controle. Os dados sdo apresentados como porcentagem de sobrevivéncia + desvio
padrdo. Diferencas significativas da analise estatistica sdo representadas por * para p<0,5, *** para p<0,001 e **** para
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p<<0,0001. A estatistica foi realizada utilizando o teste de sobrevivéncia Mantel-Cox.
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4.2. A ingestdo de 6leos essenciais em dose segura ndo altera o comportamento das moscas,

enguanto, em dose tdxica, leva a uma escalada menor dos animais

Utilizando-se doses seguras dos 6leos essenciais, no quinto dia de tratamento, quando

foi realizado o primeiro teste de escalada, observou-se que houve um aumento na taxa de

escalada dos animais que foram expostos aos 6leos essenciais de gengibre e lavanda — um

aumento de aproximadamente 10%, em relagdo ao grupo controle. Por outro lado, o grupo de
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animais que recebeu junto com a sua alimentacdo o 6leo essencial de copaiba nédo apresentou

diferenca estatistica na escalada, em comparagédo ao grupo controle (Fig. 2A).

Passados 10 dias de tratamento, a andlise do teste de escalada indica uma diferenca
estatisticamente significativa entre a escalada do grupo controle e do grupo de animais que
recebeu OE de lavanda junto a sua alimentagéo; aproximadamente 10% de aumento na taxa de
escalada em relagdo ao controle. N&o foram detectadas diferencas significativas entre a escalada
dos animais dos grupos expostos aos 6leos essenciais de copaiba e gengibre, quando
comparados ao grupo controle (Fig. 2B). Por fim, no décimo quinto dia de tratamento, nédo
houve diferenga estatistica entre a escalada das moscas de nenhum dos grupos testados (Fig.
2C). Em nenhuma andlise as moscas dos grupos experimentais apresentaram escalada inferior
ao grupo controle. Como o teste de escalada avalia 0 comportamento de geotaxia negativa dos
animais — quando expostos a algum estresse, as moscas tendem a voar em direcdo contréria a
gravidade — podemos observar que o tratamento com os trés oleos essenciais testados em

concentragdes seguras ndo levou a alteracdo de comportamento.
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Figura 2. Resultados do teste de escalada para as concentragdes seguras de OEs. No quinto dia de tratamento (A),
apenas as moscas dos grupos expostos aos OEs de gengibre e lavanda apresentaram uma escalada superior ao grupo
controle. Ja no décimo dia de tratamento (B), apenas as moscas que receberam 6leo essencial de lavanda apresentaram
escalada estatisticamente superior ao grupo controle. Finalmente, no décimo quinto de dia de tratamento, ndo foi
detectada diferenca significativa entre a escalada de nenhum dos grupos experimentais quando comparados ao grupo
controle (C). Os dados s@o apresentados como porcentagem de escalada + desvio padrdo. Diferencas significativas da
andlise estatistica sdo representadas por * para p<0,5, ** para 0,01 *** para p<0,001. Os testes estatisticos utilizados
foram Shapiro-Wilk, para avaliar a normalidade dos dados, e ANOVA unilateral para verificar as diferencas estatisticas

entre os grupos (n = 30).

Em contrapartida, quando fornecida as moscas uma superdosagem dos Oleos —
concentracdo de 0,25% — é possivel identificar quedas na escalada dos animais expostos aos
6leos essenciais, em comparacdo aos do grupo controle. No quinto dia de tratamento (Fig. 3A),
as moscas que ingeriram 6leo de copaiba apresentaram uma diminuicdo de aproximadamente
10% na escalada em relacdo aos animais do grupo controle. Por sua vez, no décimo dia de
tratamento, as moscas expostas ao 6leo essencial de gengibre apresentaram queda na escalada

guando comparadas ao grupo controle (Fig. 3B).

No décimo quinto dia de tratamento, 0s animais de todos 0s grupos experimentais
escalaram menos que os do grupo controle. Neste caso, a queda da escalada foi maior que as
identificados nos testes anteriores, chegando a aproximadamente 20% de diferenga entre 0s
grupos experimentais e o grupo controle (Fig. 3C). Esta queda pode estar relacionada com
algum tipo de toxicidade dos Oleos essenciais para as moscas, quando utilizados em

concentragdes mais altas.
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Figura 3. Resultados do teste de escalada para as concentragdes toxicas de OEs. No quinto dia de tratamento, apenas
as moscas do grupo que recebeu OE de copaiba apresentaram queda na escalada (A), enquanto no décimo dia de
tratamento, somente as moscas expostas ao OE de gengibre apresentaram queda (B). No décimo quinto dia de tratamento,
0s animais de todos 0s grupos experimentais apresentaram queda na escalada em comparacdo ao grupo controle, uma
gueda de aproximadamente 20%. Os dados sdo apresentados como porcentagem de escalada + desvio padréo. Diferencas
significativas da analise estatistica sdo representadas por * para p<0,5, ** para 0,01 *** para p<0,001. Os testes
estatisticos utilizados foram Shapiro-Wilk, para avaliar a normalidade dos dados, e ANOVA unilateral para verificar as

diferencas estatisticas entre os grupos (n = 30).

4.3 A superdosagem de OEs pode levar a danos no cérebro e no intestino, enquanto a dose

segura ndo provoca alteracdes nestes 6rgaos

Com intuito de observar se 0 baixo desempenho no teste de escalada observado em altas
dosagens dos 6leos essenciais foi provocado por alguma alteracdo a nivel de sistema nervoso
central, foi realizada a histologia do tecido cerebral das moscas. Além disso, como o tratamento
dos OEs foi realizado via alimentacdo, fez-se também a histologia do tecido intestinal dos
animais, pois este € um dos 6rgdos que poderia sofrer algum tipo de alteracdo morfologica por

estar envolvido no processo de digestéo.

A histologia dos tecidos cerebral e intestinal das moscas que receberam uma dose segura
de OEs indica que ndo houve alteracdes na morfologia dos 6rgéos avaliados em nenhum dos
grupos experimentais, quando comparados ao grupo controle, havendo conservacéo das células
e estruturas dos tecidos avaliados, conforme pode ser observado nas micrografias ilustrativas

abaixo (Fig. 4 e 5).
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Figura 4. Andlise histoldgica do cérebro de moscas w1118 expostas & dose segura de 6leos
essenciais de copaiba, gengibre e lavanda. A imagem A mostra uma se¢do histoldgica completa
da cabeca da mosca; o circulo indica a area do cérebro de onde as fotos seguintes foram tiradas.
Apos 15 dias de tratamento com os 6leos essenciais, ndo houve alteracées morfoldgicas no cérebro
das moscas dos grupos que receberam OE de copaiba (C), gengibre (D) e lavanda (E), em
comparagdo com o grupo controle (B). A foto A foi tirada com aumento de 10X, enquanto as fotos
B, C, D e E foram tiradas com aumento de 100X.

Figura 5. Andlise histologica do intestino de moscas w1118 expostas a dose
segura de 6leos essenciais de copaiba, gengibre e lavanda. A ingestao de 6leos
essenciais de copaiba (B), gengibre (C) e lavanda (D) ndo gerou alteracdes
morfoldgicas no intestino dos animais ap6s 15 dias de tratamento. As fotos foram
tiradas com aumento de 100X.
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Por outro lado, a avaliagdo histoldgica do tecido cerebral de moscas que foram expostas
a superdosagem dos OEs indica a presenca de vacutolos no tecido cerebral de todos os grupos
experimentais (Fig. 6B, 6C e 6D). Estas falhas na morfologia do cérebro ndo foram encontradas
na sec¢do feita a partir do cérebro da mosca do grupo controle, assim inferimos que os 6leos
essenciais testados, quando utilizados em doses acima das doses seguras, sdo toxicos para o

sistema nervoso central das moscas (Fig. 6A).

Figura 6. Analise histologica do cérebro de moscas w''® expostas a superdosagem de 6leos
essenciais de copaiba, gengibre e lavanda. A analise histolégica do cérebro destes animais indica a
presenga de “buracos” no tecido cerebral de todos os grupos experimentais (copaiba (B), gengibre (C)
e lavanda (D)) expostos aos OEs — indicados pelos circulos —, ndo sendo visivel esta caracteristica no
cérebro do animal do grupo controle (A). Todas as fotos foram tiradas em aumento de 100X.

Por sua vez, a avaliagdo do intestino destes animais também indica alteracGes
morfolégicas no tecido dos grupos experimentais (Fig. 7B, 7C e 7D) que ndo sdo visiveis no
intestino do animal proveniente do grupo controle. Neste caso, as células do intestino perderam

seu formato e o espaco entre as células se tornou maior, em compara¢do ao grupo controle (Fig.
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7A), indicando que em altas concentragdes, os 6leos essenciais testados sdo toxicos para este

orgéo.

1118

Figura 7. Se¢des histologicas do intestino de moscas w° expostas a superconcentracao de OEs de
copaiba, lavanda e gengibre. As imagens, tiradas com aumento de 100X, representam as células
epiteliais do intestino de moscas submetidas a diferentes tratamentos (controle (A), OE de copaiba (B),
OE de gengibre (C) e OE de lavanda (D)). Em comparagdo ao grupo controle, 0os animais dos grupos
experimentais apresentaram danos morfoldgicos ao tecido intestinal, envolvendo a perda do formato das
células do epitélio intestinal e aumento do espago entre as células.

5. DISCUSSAO

Avaliando os resultados obtidos a partir do teste de toxicidade, infere-se que os 6leos
essenciais utilizados apresentam toxicidade dose-dependente para os animais. A dose segura
encontrada para o 6leo essencial de lavanda foi de 0,125% v/v, concentragcdo em que ndo houve
um aumento no numero de mortes dos animais expostos ao OE em relacdo ao grupo controle.
Em um estudo anterior que avaliou a citotoxicidade do 6leo essencial de lavanda in vitro,

utilizando células epiteliais humanas, observou-se que este 6leo se mostrava tdxico para as
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células em doses acima de 0,125%, corroborando com o que foi observado nesta pesquisa

(PRASHAR; LOCKE; EVANS, 2004).

J& para os Gleos essenciais de gengibre e copaiba, a dose segura foi de 0,0625% v/v.
Ainda s80 escassas as pesquisas referentes a toxicidade dos 6leos essenciais de gengibre e
copaiba, especialmente em Drosophila melanogaster. Entretanto, a administracdo de dleo
essencial de gengibre em ratos Wistar por 13 semanas ndo se mostrou toxica até uma
concentracdo de 500 mg/kg, enquanto a administracdo de 6leo essencial de copaiba (Copaifera
reticulata) em camundongos, numa concentracdo de 1 ml/kg, durante 3 dias foi téxica, levando
a morte de todos animais do grupo experimental (BALDISSERA et al., 2014; JEENA; L1JU;

KUTTAN, 2011).

O teste de escalada, muito utilizado em Drosophila melanogaster, reporta possiveis
alteracdes na capacidade de escalada das moscas, que podem ter diversas explicacdes, desde
debilitacdo neuromotora até estresse, por exemplo, se baseando no comportamento de geotaxia
negativa das moscas, em que, quando expostas a algum estresse, estas tendem a voar na dire¢do
oposta a gravidade (GARGANO et al., 2005). Neste estudo, a ingestdo dos 6leos essenciais
testados em dose segura ndo levou a queda na escalada dos animais, havendo apenas melhora
ou manutencdo da taxa de escalada, em comparacdo ao grupo controle, durante todo o
tratamento. A linhagem utilizada, w''!8, apresenta degeneracdo em sua retina, tornando a
escalada dos animais naturalmente mais baixa (FERREIRO et al., 2018). O aumento na escalada
das moscas dos grupos de gengibre e lavanda, em doses seguras, pode estar relacionada com

uma atenuacdo desta degeneracéo devido ao tratamento com os 6leos.

No entanto, quando expostas a superdosagem dos 6leos, as moscas apresentam queda
na capacidade de escalada no décimo quinto dia de exposicdo, escalando em média 20% a

menos que o grupo controle. Considerando o resultado observado na histologia desses animais,
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todos o0s grupos experimentais apresentaram algum nivel de neurodegeneracdo, indicado pela
presenca de vacuolos no tecido cerebral. Esta neurodegeneracdo pode ser responsavel pela
gueda na taxa de escalada das moscas, visto que a capacidade neuromotora dos animais
provavelmente estaria debilitada. Esta neurodegeneracdo ndo foi observada nos animais que

receberam apenas a dose segura dos OEs.

Considerando que os 6leos essenciais sdo misturas muito complexas e que podem conter
mais de 80 diferentes compostos (SPISNI et al., 2020), essa neurodegeneracdo poderia ser
resultado a superexposicdo dos animais a qualquer um desses compostos. S&o necessarios mais
estudos para compreender melhor a toxicidade de cada um dos componentes dos Oleos

essenciais testados.

Avaliando a histologia do intestino dos animais, os que foram expostos a dose segura
dos OEs ndo apresentaram alteracdes morfoldgicas neste 6rgdo, mantendo a estrutura do tecido
e das células. Ja quando as moscas receberam uma dose de OE acima da concentracao segura,
a histologia do intestino sugere que houve danos causados pela ingestao dos 6leos, havendo um
aumento do espaco entre as células da parede intestinal e perda do formato das células, o que,

consequentemente, poderia trazer prejuizos para o funcionamento do 6rgao.

E importante ressaltar que, tanto com doses seguras quanto com doses toxicas, pode
haver alteracGes na microbiota intestinal dos animais, visto que todos os Gleos essenciais
testados apresentam algum nivel de atividade antimicrobiana. Sabe-se hoje da importancia da
microbiota intestinal, ndo apenas para o0 bom funcionamento do intestino, mas até mesma a sua
relacdo com desenvolvimento de diversas doengas, como doencas neurodegenerativas, e até
transtornos psicoldgicos, como o autismo (MANGIOLA et al., 2016; QUIGLEY, 2017;

SAMPSON et al., 2016). Sendo assim, pensando numa aplicacdo futura desses dleos na
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medicina, sdo necessarios mais estudos para entender de que forma estes OEs alteram a

microbiota intestinal destes animais.

Em suma, os 0leos essenciais testados possuem toxicidade dose-dependente, sendo que
a dosagem segura para 0 Oleo essencial de lavanda em Drosophila melanogaster — modelo
utilizado neste estudo — é de 0,125% v/v, enquanto para os 6leos de gengibre e copaiba, a dose
é de 0,0625% v/v. Fornecer OEs nestas concentracdes para as moscas nao levou a alteraces
comportamentais e nem morfofisiolgicas do cérebro e do intestino. No entanto, a exposicao
dos animais a doses maiores que essas levaram a neurodegeneracdo e perda de estrutura do
intestino, o que resultou numa alteragcdo comportamental, visivel pela queda na taxa de escalada

desses animais.

Ainda h& uma escassez de pesquisas envolvendo a ingestdo de Oleos essenciais.
Considerando que estes sdo produtos naturais ja muito utilizados e difundidos, compreender
melhor a seguranca e toxicidade dos OEs é importante devido ao seu interesse como possiveis
agentes terapéuticos para diversas doencas ainda sem tratamento, como o cancer ou a doenca
de Alzheimer, por exemplo. Uma das formas de se fazer estes estudos é através do uso de
organismos modelo, como a Drosophila melanogaster, modelo para muitas dessas doencas
(BOLUS et al., 2020; MIRZOYAN et al., 2019), sendo assim ter esta base de informacdes
guanto a toxicidade dos OEs nestes animais abre portas para que pesquisas futuras sejam
realizadas com objetivo de testar a atividade dos 6leos essenciais de copaiba, gengibre e lavanda

nessas doengas, seus mecanismos de acdo e sua toxicidade.

6. CONCLUSAO
o A dose segura para ingestdo de Oleo essencial de lavanda em Drosophila
melanogaster através da alimentacdo € de 0,125% v/v. Ja para os 0leos essenciais de copaiba e

gengibre, esta dose é de 0,0625% V/v.
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. Animais que receberam a dose segura destes OEs ndo apresentam déficit na
escalada, apenas melhora ou manutengdo dos niveis exibidos pelo grupo controle, que
receberam apenas agua em seu alimento. Por outro lado, a ingestao de doses maiores que estas
levou a queda na escalada dos animais apds 15 dias de tratamento.

o A ingestdo de uma dose segura dos OEs de copaiba, gengibre e lavanda nao
levou a alteragdes morfofisiologicas dos tecidos cerebral e intestinal dos animais, se mostrando
atdxica para esses 6rgdos. Ja a ingestdo de doses superiores levou a danos em ambos tecidos,
ocorrendo neurodegenera¢do no cérebro e perda de estrutura do tecido e das células do intestino.

. Com base nos resultados encontrados, é possivel inferir que a Drosophila
melanogaster € um bom organismo modelo para pesquisas relacionadas a ingestdo de 6leos
essenciais, neste caso, 0s de copaiba, gengibre e lavanda. Isto abre portas para que novos
estudos sejam realizados com intuito de avaliar os efeitos terapéuticos destes produtos naturais

em doengas humanas ainda sem cura, utilizando a mosca-da-fruta como modelo.
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APENDICES E ANEXOS

ANEXO A — PERFIL CROMATOGRAFICO DO OLEO ESSENCIAL DE COPAIBA

Aromatic Plant Research Center

We provide uncompromising
quality control for your products.

Customer : doTERRA International

Lot Number 1202615

Date Filled : 09/17/2020

Column :ZB5 (60 m length x 0.25 mm inner diameter x 0.25 pm film thickness)
Instrument : Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra

Carrier gas : Helium 80 psi

Temperature ramp  : 2 degrees celsius per minute up to 260-degrees celsius

Split ratio : 30:1

Sample preparation : 5%w/v solution with Dichloromethane.

Comments:
The analysis of this Copaiba lot revealed no contaminants or adulteration.
The sample meets the expected chemical profile for authentic essential oils of Copaifera species.

Analysied by : Ambika Poudel
Reviewed by : Dr. Prabodh Satyal

@ Copyright 2020 Aromatic Plant Research Center. Al rights reserved. Any publishing, copying, use, dissemination, or distribution of this report,
including online, without the express written permission of Aromatic Plant Research Center is strictly prohibited.
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Copaiba Essential Oil
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Aromatic Plant Research Center
230 N 1200 E STE 100

APRC

Lehi, UT 84043
www.aromaticplant.org Aromatic Plant Research Canter
Peak Report
Peak# R.Time Name Area%
1 19.341 cis-beta-Ocimene 0.09
2 25.628 allo-Ocimene 0.04
3 39.276 Bicyclo nonane 0.03
4 39.678 Bicylcoelemene 0.12
5 39.894 delta-Elemene 0.68
6 40.681 alpha-Cubebene 1.05
7 42.144 alpha-Ylangene 0.16
8 42.608 alpha-Copaene 5.77
9 43.349 beta-Cubebene 0.55
10 43.461 beta-Elemene 1.40
11 44.349 Cyperene 0.43
12 45.093 cis-alpha-Bergamotene 0.14
13 45.624 beta-Caryophyllene 49.24
14 46.007 gamma-Elemene 214
15 46.284 trans-alpha-Bergamotene 7.94
16 46.594 Aromadendrene 0.16
17 46.710 cis-beta-Farnesene 0.32
18 46.929 beta-Humulene 0.12
19 47.131 epi-beta-Santalene 0.14
20 47.251 trans-Muurola-3,5-diene 0.06
21 47.446 trans-beta-Farnesene 0.56
22 47.706 alpha-Humulene 7:22
23 47.935 allo-Aromadendrene 0.45
24 48.060 cis-Muurola-4(14),5-diene 0.03
25 48.395 Elemene isomer 0.06
26 48.667 cis-Cadina-1(6),4-diene 0.15
27 48.865 trans-Cadina-1(6),4-diene 1.89
28 49.008 gamma-Curcumene 0.13
29 49.273 Germacrene D 5.54
30 49.403 cis-cis-alpha-Farnesene 0.76
31 49.591 delta-Selinene 0.07
32 49.727 beta-Selinene 0.51
33 49.924 trans-Muurola-4(14),5-diene 0.44
34 50.136 Bicyclogermacrene 0.93
35 50.298 alpha-Muurolene 0.69
36 50.406 cis-alpha-Bisabolene 0.32
37 50.579 beta-Cadinene 0.29
38 50.883 beta-Bisabolene 3.07
39 51.062 cis-gamma-Bisabolene 0.23
40 51.181 gamma-Cadinene 0.64
41 51.338 Copaiba Sesquiterpenoid 1 0.08
42 51.506 delta-Cadinene 2.49
43 51.670 trans-Calamenene 0.05
44 51.808 beta-Sesquiphellandrene 0.56
45 51.991 trans-gamma-Bisabolene 0.06
46 52.335 trans-Cadina-1,4-diene 0.12
47 52.593 alpha-Cadinene 0.19
48 52.799 trans-alpha-Bisabolene 0.44
49 53.906 Germacrene B 0.23
50 54.549 Maaliol 0.06
51 54.887 Caryophyllene alcohol 0.24
52 55.268 Caryophyllene oxide 0.12
53 56.589 Ledol 0.03
54 57.510 Widdrol isomer 0.04
55 57.611 Humulane-1,6-dien-3-ol 0.26
56 57.904 1-epi-Cubenol 0.04
57 58.685 alpha-Muurolol 0.04
58 58.793 epi-alpha-Muurolol 0.10
59 58.946 delta-Cadinol 0.12
60 59.446 alpha-Cadinol 012
100.00
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ANEXO B - PERFIL CROMATOGRAFICO DO OLEO ESSENCIAL DE GENGIBRE

Aromatic Plant Research Center

We provide uncompromising
quality control for your products.

Customer: doTERRA International
Lot Number: 2183052
Date Filled: 43404

Column: ZB5 (60 m length x 0.25 mm inner diameter x 0.25 pm film thickness)
Instrument: Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra

Carrier gas: Helium 80 psi

Temperature ramp: 2 degrees celsius per minute up to 260-degrees celsius
Split ratio: 30:1

Sample preparation: 5%w/v solution with Dichloromethane.

Comments:
The analysis of this GINGER lot revealed no contaminants or adulteration.

The sample meets the expected chemical profile for authentic essential oils of Zingiber officinale.

© Copyright 2017 Aromatic Plant Research Canter, Al rights rescrved.
Any publishing, copying, use, dissemination, or distribution of this report,
inclugiing online, without tha express writien permission of Aromatic Plant
Research Center is strictly prohibited
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GINGER Essential Oil APRC

Aromatic Plant Research Center
Customer: doTERRA International

Lot Number: 2183052
Date Filled: 43404

Chromatogram
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ANEXO C - PERFIL CROMATOGRAFICO DO OLEO ESSENCIAL DE LAVANDA

Aromatic Plant Research Center

We provide uncompromising
quality control for your products.

Customer : doTERRA International

Lot Number 12210191

Date Filled :01/19/2021

Column : ZB5 (60 m length x 0.25 mm inner diameter x 0.25 pm film thickness)
Instrument : Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra

Carrier gas : Helium 80 psi

Temperature ramp  : 2 degrees celsius per minute up to 260-degrees celsius

Split ratio 1 30:1

Sample preparation : 5%w/v solution with Dichloromethane.

Comments:
The analysis of this Lavender lot revealed no contaminants or adulteration.
The sample meets the expected chemical profile for authentic essential oils of Lavandula angustifolia.

Analysied by : Ambika Poudel
Reviewed by : Dr. Prabodh Satyal

€ Copyright 2021 Aromatic Plant Research Center. All rights reserved. Any publishing, copying, use, dissemination, or distribution of this report,
including online, without the express written permission of Aromatic Plant Research Center is strictly prohibited.
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Aromatic Plant Research Center

230 N 1200 E STE 100 &
Lehi, UT 84043

www.aromaticplant.org

Aromatic Plant Research Center

Lavender Essential Oil

Customer  : doTERRA International

Lot Number :2210191

Date Filled :01/19/2021

Chromatogram
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Aromatic Plant Research Center
230 N 1200 E STE 100

APRC

Lehi, UT 84043
www.aromaticplant.org Aromatic Plant Research Canter
Peak Report
Peak# R.Time Name Area%
1 7.556 1-Methoxy hexane 0.15
2 9.116 n-Hexanol 0.08
3 11.749 alpha-Thujene 0.10
4 12.142 alpha-Pinene 0.19
5 13.021 Camphene 0.18
6 14.256 Sabinene 0.03
7 14.548 beta-Pinene 0.04
8 14619 1-Octen-3-ol 0.33
9 14.940 3-Octanone 1.05
10 15.176 Myrcene 0.82
11 15.542 Butyl butanoate 0.13
12 15.614 3-Octanol 0.23
13 16.205 alpha-Phellandrene 0.04
14 16.342 delta-3-Carene 0.18
15 16.525 Hexyl acetate 0.76
16 16.852 alpha-Terpinene 0.06
17 17.009 meta-Cymene 0.05
18 17.329 para-Cymene 017
19 17.622 Limonene 0.46
20 17.723 beta-Phellandrene 0.38
21 17.812 1,8-Cineole 0.99
22 18.068 cis-beta-Ocimene 4.71
23 18.716 trans-beta-Ocimene 2.49
24 19.462 gamma-Terpinene 0.16
25 20.268 cis-Linalool oxide (furanoid) 0.20
26 21.229 Terpinolene 0.13
27 21.326 trans-Linalool oxide (furanoid) 0.10
28 22.505 Linalool 33.03
29 22.595 Hexyl propionate+Hotrienol 0.09
30 22.773 1-Octen-3-yl acetate 115
31 23.552 3-Octanol acetate 0.10
32 24.120 allo-Ocimene 0.24
33 25.429 Camphor 0.25
34 25.577 4-Isopropyl-3-cyclohexen-1-one 0.03
35 26.593 Lavandulol 1.49
36 27.150 Borneol 0.67
37 27.380 3-trans-5-cis-1,3,5-Undecatriene 0.07
38 27.779 Terpinen-4-ol 3.28
39 28.149 Cryptone 0.25
40 28.503 Hexyl butanoate 0.54
41 28.755 alpha-Terpineol 1.35
42 30.730 Nerol 0.19
43 31.503 Hexyl 2-methyl butanoate 0.04
44 31.938 Cumin aldehyde 0.09
45 32.643 Linalyl acetate 28.20
46 34.786 Lavandulyl acetate 5.00
47 37.787 Hexyl tiglate 0.03
48 39.662 Neryl acetate 0.42
49 40.951 Geranyl acetate 0.73
50 41.464 Hexyl hexanoate 0.19
51 43.154 cis-alpha-Bergamotene 0.04
52 43.566 beta-Caryophyllene 3.66
53 44.392 trans-alpha-Bergamotene 0.11
54 45.078 cis-beta-Farnesene 0.03
55 45.692 trans-beta-Farnesene 3.66
56 47.357 Germacrene D 041
57 47.545 trans-beta-Bergamotene 0.05
58 49.308 gamma-Cadinene 0.10
59 53.8358 Caryophyllene oxide 0.23
60 56.810 epi-alpha-Cadinol 0.06
100.00
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