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RESUMO

Neste trabalho, foi realizado o isolamento do espilantol, composto bioativo presente em
diferentes plantas, entre elas a Spilanthes acmella (L.), popularmente conhecida como “Jambu”,
através dos extratos obtidos poOs-extracdo da matéria bruta das partes aéreas e raizes de S.
acmella, sendo detectado a partir de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(CG-EM/CG-MS), radiacao ultravioleta (UV-Vis), cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE/HPLC), infravermelho (IV) e ressonancia magnética nuclear (RMN) em comparagéo
com dados da literatura.

Foi avaliada através de bioensaios em laboratdrio, a toxicidade do extrato hexanico bruto das
flores e folhas de S. acmella frente as fémeas de Tetranychus urticae Koch, “acaro rajado”,
obtendo-se CLso de 1.63 mg/mL. Os mesmos extratos utilizados, foram submetidos ao teste de
repeléncia, que visou verificar a preferéncia por area de discos foliares de Canavalia ensiformis,
“feijao de porco”, tendo por base a metodologia descrita.

Foi verificada posteriormente, a presenca do espilantol nas partes aéreas e raizes de novas
amostras de S. acmella coletadas igualmente no estado do Para, a fim de se obter quantidades
significativas do produto natural & partir de novos isolamentos por cromatografia liquida em
coluna.

Palavras-chave: Spilanthes acmella, espilantol, caro-rajado



ABSTRACT

In this work, the isolation of spilanthol, a bioactive compound present in several plants, among
them a Spilanthes acmella (L.), popularly known as "Jambu", was carried out by extraction of
post-extraction of the key matter of aerial parts and roots (GC-MS / CG-EM), ultraviolet (UV-
Vis) radiation, high performance liquid chromatography (HPLC/CLAE), infrared (IR)
chromatography and nuclear magnetic resonance (NMR) compared to the literature.

A toxicity of the hexagonal extract of the flowers and leaves of S. acmella was evaluated
through laboratory bioassays against the females of Tetranychus urticae Koch, "brindle mite",
obtaining LC50 of 1.63 mg / mL. The same extracts were submitted to the repellency test,
which verified the preference for foliar veneers of Canavalia ensiformis, "pork bean", based
on the described methodology.

It was later verified, along with the presence of new molecules and roots of new S. acmella
samples also collected in the state of Par4, in order to obtain the same properties of the natural
product from new isolations by liquid column chromatography.

Keywords: Spilanthes acmella, spilanthol, spider mite
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1. INTRODUCAO

O espilantol (Figura 1) € um composto que se destaca por suas atividades bioldgicas,
tais como analgeésica, antinociceptiva, antioxidante e larvicida especialmente frente as larvas
do Aedes aegypti, além de acaricida, sendo relatado na literatura sua avaliacao bioldgica frente
ao Rhipicephalus microplus, espécie de acaro classificada como hematofaga, distribuida em
todo territério nacional (CASTRO, K. N. C., 2014). Presente em diferentes plantas, entre elas
a Spilanthes acmella (L.) (Figura 2) ou “Jambu”, que pertence a familia Asteraceae, € uma
erva muito abundante na regido Norte do Brasil (BARBOSA, A. F. et al., 2016). As
inflorescéncias do Jambl do Pard sdo, em sua maioria, simples alongadas, apresentando
ocasionalmente, inflorescéncias geminadas alongadas e geminadas globdides (MARTINS,
C.P.Set. al.,, 2012).

E bastante utilizada na culinaria no estado do Para, sendo consumida em pratos tipicos como
0 tacacd e pato-no-tucupi ou utilizada in natura na forma de chas na medicina popular como
antibidtico, anestésico, entre outros (COSTA, S. et al., 2013).

Figura 1. Estrutura do Espilantol (N-isobutil-2-E, 6-Z, 8-E-decatrienamida)
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Figura 2. Spilanthes acmella (L.)
(Fonte: Blog “Growing Hermione’s Garden, 2011)

A S. acmella pode ser comercializada inteira, em ramos frescos ou caules e folhas
desidratadas, agregando-se valor quando comercializada na forma de cépsulas, tinturas,
xaropes, pratos tipicos e saladas (REVILLA, et al, 2001). Quando comercializada inteira, tém-
se maior durabilidade do produto até 24 horas apos a colheita.

Nas proximidades das festas juninas, os macos grandes de ramos que podem conter flores,
alcancam altas cotagGes no mercado devido a sua utilizacdo em pratos tipicos da época. Sendo
0 preco variavel conforme a época do ano (CARDOSO M.O.; GARCIA, L.C., 1997).

Figura 3. Influorescéncias de Spilanthes acmella (L.)
comercializadas no mercado, Belém — PA
(Fonte: Blog “A planta da vez”, 2016)

Diversas alquilamidas estdo presentes na espécie, sendo a mais abundante a N-isobutil-

2-E, 6-Z, 8-E-decatrienamida ou espilantol, de férmula molecular C14H23NO, descrita como
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um O6leo viscoso, de coloragdo amarelo claro, que produz um efeito anestésico e de
formigamento sobre a lingua, sendo a partir dai sua utilizacdo nas afec¢des da boca e garganta
e como tratamento para dores de dentes (BOONEN, 2010). Ha relatos descritos pela literatura
sobre a atividade inseticida do produto natural frente a Plutella xylostella L., (KADIR et al.,
1989; SPELMAN et al., 2011; SHARMA et al., 2012) que é uma das pragas mais destrutivas
que atacam vegetais cruciferos, como o brocolis. Sendo também ativo contra as larvas
do Aedes aegypti, que podem disseminar os virus causadores da dengue, chikungunya e febre
amarela (RAMSEWAK et al., 1999).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Obter os extratos das diferentes partes de S. acmella com posterior avaliacdo de suas

propriedades acaricidas frente ao Tetranychus urticae e isolar o espilantol natural.

1.1.2 Especificos

e Obter e padronizar os extratos das diferentes partes de S. acmella com
solventes de diferentes polaridades;

e Isolar através de técnicas cromatograficas o espilantol das diferentes partes de
S. acmella;

e Caracterizar o espilantol isolado através de técnicas espectroscopicas;

e Auvaliar o potencial acaricida dos extratos obtidos das diferentes partes de S.

acmella frente ao Tetranychus urticae.



14

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Spilanthes acmella (L.)

Spilanthes acmella (L.) (Acmella oleracea), foi identificada inicialmente em 1807
como um género distinto, mas estreitamente relacionado a cinco espécies de diferentes
variedades e formas. Ao longo dos anos, foi anatomicamente e fisiologicamente classificada
por varios estudos botanicos.

Augustine Henry em 1896, documentou pela primeira vez a espécie, dando-lhe o nome

de Acmella paniculata (Wall, exD.C.) R.K. Jansen. Atualmente, o género Acmella foi alocado
a aproximadamente 30 espécies e a Spilanthes a 6 espécies distribuidas pelo mundo
(BRINGEL JR., 2007). Estando distribuida geograficamente em regides tropicais préoximas a
linha do Equador, Africa, Asia e América do Sul (LEWIS et al, 1988).
S. acmella é conhecida popularmente como Jambu, agrido-do-par, e agrido-do-brasil, sendo
bastante utilizada pela populacdo da regido norte do Brasil na culinaria. (NOMURA et al.,
2013). No estado do Para, é consumida em pratos tipicos como o tacaca e pato-no-tucupi ou in
natura na forma de chas na medicina popular, como antibidtico, anestésico, entre outros
(COSTA, S. et al., 2013).

A Resolucdo da Diretoria Colegiada — RDC N° 14, de 2012 da ANVISA, no que se
refere a aditivos sintéticos e naturais em produtos comercializados no Brasil, utiliza parametros
de controle da Associacdo de Extratos e Flavorizantes (FEMA — Flavor and Extract
Manufactures Association), fundada em 1909 nos EUA, que desde entdo, analisa a seguranca
de alimentos e bebidas em todo mundo com objetivo de promover o uso seguro desses através
dos interesses comerciais de seus membros (FEMA, 2000).

A FEMA, bem como a Autoridade Europeia para a Seguranca e Alimentos (EFSA —

European Food Safety Authority) classificou o Jambi como préprio para consumo com base
em seus parametros e/ou normas de seguranca (EFSA Journal, 2015).
Sendo a espécie consumida na culinaria ou de forma medicinal pela populacéo da regido norte
do Brasil a bastante tempo, aliada ao fato de ter sido classificada como segura pela FEMA e
EFSA, valida-se o aproveitamento da obtencdo dos extratos vegetais da planta e isolamento do
produto majoritario, o espilantol, para fins medicinais.

Diversos compostos estdo presentes nas partes aéreas do Jambu, entre eles estdo os
terpenos, B- cariofileno, limoneno e timol, substancias fendlicas, como o &cido vanilico e o
acido trans-ferulico, além de fitoesterdis, polissacarideos, e outras alquilamidas
(RAMSEWAK et al.,, 1999). As propriedades biolégicas de A. oleraceae dependem
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principalmente de N-alquilamidas, especialmente do espilantol (BOONENET al., 2010). As
N-alquilamidas derivadas de &cidos graxos sdo uma familia de mais de 300 metabdlitos
secundarios encontrados em espécies vegetais distintas e relativamente bem caracterizados nas
familias de plantas: Aristolochiaceae, Asteraceae, Brassicaceae, Convolvulaceae,
Euphorbiaceae, Menispermaceae, Piperaceae, Poaceae, Rutaceae e Solanaceae. Entre as
varias plantas que contém altos niveis (> 0,5%) de &cidos graxos, estdo: Asteraceae Echinacea,
Chrysanthemum, Anacyclus pyrethrum (L.) e Spilanthes oleracea (L.) ou Spilanthes acmella
(L.), Piperaceae e Rutaceae (Gertsch, J., 2008).

As alquilamidas que constituem a S. acmella sdo (2E,5Z)-N-isobutil-undeca-2,5- dieno-
8,10-diinamida (2), (2Z)-N-isobutil-2-noneno-6,8- diinamida (3) , N-fenetil-2,3-epoxi-6,8-
nonadiinamida (4) , (2E,4Z)-N-isobutil-2,4- undecadieno-8,10-diinamida (5) , (2E)-N-isobutil-
2-undeceno-8,10-diinamida (6), (2E)-N-(2-metilbutil)-2- undeceno-8,10-diinamida (7)
(2E,7Z2)-N-isobutil-2,7-tridecadieno-10,12-diinamida (8) : (2E,7Z)-N-isobutil-2,7-
decadienamida (9) , (2E,6Z,8E)-N-(2-metilbutil)-2,6,8- decatrienamida (10) e (2E,4E,8Z,102)-
N-isobutil-dodeca-2,4,8,10-tetraenamida (11) (BAE et al., 2010; BOONEN et al., 2010). Sendo
o espilantol (N-isobutil-2-E, 6-Z, 8-E-decatrienamida) (1) o composto mais abundante, que se
destaca por suas atividades biologicas, sendo as principais: analgésica, antinociceptiva,
antioxidante, larvicida e inseticida especialmente frente as larvas do Aedes aegypti, além de
acaricida, sendo relatada na literatura em ensaio in vitro frente as fémeas de R. microplus.
Podendo ser encontrado também em outras espécies de plantas, tais como a A. ciliados, A.
oppositifolia, A. radicans, A. brachyglossa, A. oleracea, A. paniculata, A. uliginosa, Welelia
parviceps e Heliopsis longipes (PHRUTIVORAPONGKUL, A, et al., 2008).
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Figura 4. Estruturas quimicas das principais alquilamidas
constituintes de S. acmella
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A composicao fisico-quimica de folhas frescas de A. oleracea apresenta célcio, fésforo,
ferro, agua, proteinas, lipidios, carboidratos, fibra, cinza, vitamina B1, B2, niacina, vitamina C
e outros elementos quimicos (REVILLA, 532, 2002).

Suas propriedades fisico-quimicas, caracteristicas de N-alquilamidas, foram descritas por
Jacobson em 1957, conforme mostra a tabela abaixo:

Coloracéo Amarela clara
Ponto de fuséo 23°C
Ponto de ebulicéo 165°C
indice de refragéo 1,5135
Absorcao maxima (UV) 228,5 nm

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas do espilantol

Diversos autores descrevem métodos utilizados para a obtencdo do produto natural a
partir da S. acmella, tais como: extracdo em funil convencional, cromatografia liquida em
coluna, ultrassom, CO3 supercritico, preparativas em colunas (XAD-16 e Sephadex LH-20) e
cromatografia por particdo centrifuga. Como o espilantol é anfifilico, pode ser extraido de
plantas utilizando solventes que variam em polaridade de hexano a metanol (RAMSEWAK et
al., 1999). As partes da planta onde ha maior relatos da quantidade dos principios ativos

presentes sdo as flores e raizes.
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2.2 Atividade acaricida

A popularizacdo dos agrotdxicos se deu em plena segunda guerra mundial, havendo
relatos na literatura acerca do controle de pragas na agricultura e no combate a vetores de
doengas, como o DDT (diclorodifeniltricloroetano), C14HoCls. Diante disso, houve grande
crescimento na produtividade da inddstria de agroquimicos, presente atualmente. Somado ao
desenvolvimento sustentavel, o crescimento no uso de insumos quimicos tornou-se conhecido
como “revolucao verde” (BULL & HATHAWAY, 1986).

Porém, além de erradicarem as pragas, também podem eliminar seus inimigos naturais,
ou seja, seus predadores e competidores. Acrescenta-se o fato do aumento de resisténcia por
parte das pragas, havendo tolerancia na administracdo de doses letais em quase totalidade de
seus progenitores (PASCHOAL, 1979). O Brasil estd em 7° lugar na propor¢do do uso de
agrotoxicos por terras cultivadas, segundo dados de 2013.

Consumo Total de Agrotdxicos em 2013 (USS/ha)
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Figura 5. Grafico do uso de agroquimicos pela quantidade de terras cultivadas (Fonte: Gazeta
do Povo, 2017)
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O écaro rajado, Tetranychus urticae Koch, 1836 (Acari: Tetranychidae), € uma das
principais pragas do algodoeiro que afeta em muitos aspectos o crescimento dessa e outras
plantas (WILSON, 1993). Durante o processo de alimentacao o acaro introduz os estiletes nos
tecidos das plantas, onde injeta toxinas e reguladores de crescimento sugando o contedo
celular extravasado (FLECHTMANN, 1985), reduzindo, assim, a produtividade e a qualidade
do material colhido.

No Brasil, esta praga ja foi registrada em diversos Estados de Norte a Sul. Em
Pernambuco, seu primeiro registro de ocorréncia foi em 1985, ap06s o inicio dos cultivos
irrigados no municipio de Petrolina (MORAES, 2001). Os &acaros podem afetar drasticamente
0 crescimento da planta, reduzindo significativamente a eficiéncia da fotossintese, resultando
na reducdo do rendimento da cultura, qualidade da fibra e conteido de dleo das sementes
(WILSON et al., 1991; WILSON, 1993).

A utilizacdo de defensivos quimicos tradicionais, praticamente a Unica tatica eficaz de
controle do &caro rajado, deve ser efetuada de maneira a preservar 0s inimigos naturais e o
meio ambiente e também evitar o desenvolvimento de populacdes resistentes. Tem sido
observado rapido desenvolvimento de resisténcia de acaros fitéfagos aos inseticidas,
principalmente, em funcdo do elevado potencial reprodutivo e do curto ciclo de vida dos
acaros, além do uso frequente do mesmo acaricida (pressao de selecdo) em determinada area
(STUMPF et al., 2001). A busca por novas espécies vegetais com propriedades inseticidas tem
aumentado nos ultimos anos devido ao uso indiscriminado de produtos sintéticos como
pesticidas para protecdo de cultivos. Entre os compostos naturais bioativos, varios 6leos
essenciais vegetais (CALMASUR et al., 2006; ELGENGAIHI et al., 1996; Pontes et al., 2007a,
b), extratos vegetais (Shi et al., 2006) e metabdlitos secundarios microbianos (VILLANUEVA
e WALGENBACH, 2006) foram avaliados como acaricidas semissintéticos. O Jambu que tem
como composto majoritario o espilantol ((2E,6Z,8E)-N-(2-metilpropil)deca-2,6,8-trienamida
ou (2E,6Z,8E)-N-isobutil-2,6,8-decatrienamida), (TORRES; CHAVEZ, 2001), é relatado na
literatura por suas diversas atividades biologicas, sendo das suas principais, a atividade
acaricida devido a presenca dessa alquilamida.

Como mencionado, o &caro rajado possui ciclo de vida curto e um elevado potencial
reprodutivo, o que pode favorecer o desenvolvimento de resisténcia aos acaricidas utilizados
(STUMPF; NAUEN, 2001). Possui um estagio larval com duracdo de 1 dia a temperatura de
23° C, variando até 9 dias para machos e 11 dias para fémeas a temperatura de 13° C. A

protoninfa & maior e mais oval do que a larva; apresenta quatro pares de patas. De inicio é de
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coloracéo verde-clara e, & medida que se alimenta, vai escurecendo. As duas manchas oculares
sd80 maiores e mais pronunciadas do que na larva. Passando por uma fase imdvel, sofre a
segunda ecdise, resultando na deutoninfa. O tempo minimo para o desenvolvimento do primeiro
estagio ninfal € de 1 dia, para ambos 0s sexos, a temperatura de 24° C ou pouco acima; a
temperatura de 10° C o estagio de protoninfa tem duracdo de 7 dias para 0s machos e 13 dias
para as fémeas. (FLECHTMANN, 1972, p. 25)

Segundo Flechtmann (1972),as fémeas do T. urticae sdo maiores, mais volumosas e
arredondadas, além de exibirem as manchas ocelares mais pronunciadas que as dos machos,

que apresentam a regido do opistossoma afilada para a regiéo.

Figura 6. Visdo macroscopica do T. urticae (Fonte: IRAC-BR)
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Figura 7. Ciclo de vida do &caro-rajado (Fonte: PROMIP, 2010)

Assim, como as condicBes apresentadas favorecem a resisténcia do o T. urticae aos
acaricidas utilizados comercialmente, vérias abordagens diferentes para 0 manejo integrado de
pragas e no controle em especial dessa espécie de &caro utilizando produtos naturais a base de
plantas foram propostos recentemente.

Como relatado na literatura, o espilantol possui elevado potencial de repeléncia e
toxicidade acaricida frente ao Rhipicephalus microplus, uma espécie de acaro hematofago, que
segundo dados da EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) é classificado
como principal limitante da expansdo da criacdo de bovinos em todo pais. Portanto, emerge
assim o interesse de avaliagdo da eficiéncia dos extratos padronizados de S. acmella, que possui
como composto majoritario o espilantol, frente ao T. urticae, espécie cosmopolita e polifaga,

no controle de sua populacdo na cultura do algodoeiro e outras diversas plantas.
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3. METODOLOGIA

Os procedimentos experimentais utilizados no desenvolvimento da pesquisa seguiram as

etapas metodoldgicas de: 1. Coleta do material vegetal;
2. Quantificacao das amostras coletadas;
3. Secagem do material vegetal;
4. Obtencéo dos extratos etanolicos das diferentes partes de S. acmella;

5. Anélise por Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE/HPLC), UV-Vis e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM/CG-MS) dos extratos

etandlicos obtidos;
6. Particdo dos extratos em solventes de diferentes polaridades;

7. Andlise por Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE/HPLC) e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM/CG-MS) dos extratos
obtidos;

8. Avaliacdo bioldgica dos extratos hexanicos obtidos por particdo das diferentes

partes de S. acmella;
9. Isolamento do espilantol;
10. Caracterizagdo por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN);

11. Anélise por Espectroscopia na regido do infravermelho (V).
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3.1 Coleta do material vegetal

Em meados de agosto e setembro, duas amostras de S. acmella foram coletadas na cidade de
Ananindeua (01° 21' 56" S 48° 22' 20" W), no estado do Para, regido norte do Brasil.

-

Figura 8. Amostras 1 e 2 de S. acmella coletadas no estado do Para

3.2 Quantificagdo das amostras de S. acmella coletadas

Foi verificada a quantidade de material vegetal seco em gramas apds secagem,
utilizando uma balangca comum de pesagem, para cada parte previamente separada das duas

amostras de S. acmella coletadas.

Figura 9. Pesagem das amostras secas
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3.3 Secagem do material vegetal

O material vegetal foi separado em partes aéreas (folhas, flores, caules) e raizes, em
seguida, seco em estufa de circulacéo de ar a uma temperatura de 50° C por 48 h até a obtencao
de massa constante, por se tratar de uma etapa bastante significativa no processo de obtencao
dos seus constituintes (RODRIGUES et al., 2006).

Figura 10. Estufa de circulagdo
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3.4 Obtencdo dos extratos etandlicos das partes aéreas e raizes de S. acmella
Apds a secagem, o material foi triturado e suspenso em 500 mL de alcool etilico P.A.
para a obtencdo dos seus extratos etanolicos brutos de cada parte da planta. Sendo o solvente

evaporado sob presséo reduzida em rotaevaporador.

Figura 11. Material seco e

triturado de flores e folhas

de S. acmella em solucéo
etandlica

3.5 Equipamentos de analises

Estufa de circulacdo modelo 320-E - FANEM

Rotaevaporador/ Evaporador rotativo a vacuo modelo 801 - FISATOM
HPLC modelo Prominence - SHIMADZU

CG-EM modelo Hewlett-Packard 5890 equipado com um detector de ionizagcdo de chama
(FID) e coluna capilar de silica fundida DB-5 néo polar (30 m x 0,25 mm x 0,25 um
IV modelo IRTracer - 100 (NC) - SHIMADZU

RMN modelo Varian unitty plus 300 MHz
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3.6 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE/HPLC)

Os extratos brutos etanolicos, foram analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, atraves dos seguintes parametros:
1.Coluna: Shim-Pack CLC-ODS (M) C-18, 5 um;
2. Temperatura: 30 °C;
3. Solvente: Solugdo aquosa a 0,1% de acido formico e MeOH;
4. Comprimento de onda: 254 nm;

5. Volume de injecdo: 10 pL

3.7 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM)

Posteriormente, os extratos etandlicos brutos de todas as partes da amostra vegetal seca foram
submetidos a analise por CG-EM com temperatura do forno programada de 100 a 280° C a uma
taxa de 3 ° C min e temperatura do injetor e do detector de 260 ° C., a fim de se identificar a
presenca do espilantol em cada uma das fragOes analisadas.

Para isso, foi utilizado um método de ionizacdo em um tempo de analise de 28 minutos.

3.8 Deteccdo por UV-Vis
Em seguida, foi utilizado o método de deteccdo por radiacdo ultravioleta que se deu pelo

detector presente no equipamento de HPLC.

3.9 Particdo dos extratos etandlicos das diferentes partes de S. acmella secas em solventes de
diferentes polaridades

Foram realizadas particGes em funil de separacdo convencional, utilizando solventes de
diferentes polaridades: (n-hexano, acetato de etila e diclorometano P.A.), a fim de se comparar
a presenca do espilantol em cada fracéo obtida utilizando os mesmos métodos descritos para a
analise dos extratos brutos etanolicos.
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Material 500 mL EtOH
vegetal seco
T 1. Filtracdo
— 2. Na2S0Oq4 anidro
Extrato etandlico | g Rotaevaporago
bruto 4. Particdo liquido-liquido

100 mL (2x) n-Hexano
Fragao organica

Fracao hexanica

100 mL (2x) Acetato de Etila P.A.

|
Fracao AcOEt

L Fracao

cloroformica

100 mL (2x) Diclorometano P.A.

Figura 12. Fluxograma da parti¢do liquido-liquido
das diferentes partes de S. acmella

Figura 13. Particéo liquido-liquido das diferentes partes de S. acmella em solventes de
diferentes polaridades
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3.10 Avaliacéo bioldgica dos extratos obtidos

A avaliacdo bioldgica dos extratos hexanicos das flores e folhas foi realizada frente as
fémeas de Tetranychus urticae, ou “acaro rajado”. Os acaros foram criados em plantas de
Canavalia ensiformes (L.) ou feijdo-de-porco, cultivadas no Laboratério de Investigacdo
Quimica de Inseticidas Naturais do Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural
de Pernambuco (UFRPE) e os bioensaios foram realizados no Laboratério de Produtos Naturais
Bioativos da UFRPE, sendo feitos dois testes de acordo com a metodologia descrita por
PONTES, W. J. T, et al (2007), com modificacfes, o primeiro de toxicidade frente as fémeas

do &caro-rajado e o segundo de repeléncia.

1. Teste de toxicidade dos extratos hexanicos de flores e folhas S. acmella frente as
fémeas de T. urticae
Fémeas adultas foram dispostas em trés discos foliares, com trinta acaros cada
um, expostas a solucdes dos extratos hexanicos em concentragdes variando de 0 a 7,6 mg/mL,
sendo realizado o experimento em triplicata. Os dados de porcentagem de mortalidade foram
submetidos a anélise estatistica de variancia, com valores médios comparados pelo teste de
Tukey [P < 0,05]. Sendo também analisados com o modelo Probit utilizando o programa
POLO-PC na determinacgéo dos valores de CLso.
2. Teste de repeléncia dos extratos hexanicos de flores e folhas S. acmella frente as
fémeas de T. urticae
e Um disco de folha foi imerso em solucdo 1% dos extratos diluidos em
diclorometano P.A. (tratamento). O outro disco foi imerso apenas com
diclorometano P.A. (branco);
e Trinta acaros fémeas adultas foram transferidas para uma laminula;
e Tempo de avaliacdo do experimento:
1h, 12h, 24h e 48h, com cinco repeticdes.

Figura 14. Bioensaio de repeléncia
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3.11 Isolamento do Espilantol

Em seqguida, foram feitas purificacdes a partir dos extratos hexanicos e cloroférmicos
obtidos das folhas, flores e raizes das amostras de S. acmella, através de coluna cromatografica
de silica gel, sendo suas fra¢cdes acompanhadas por placas CCD sob radiac&o ultravioleta.

Ainda, foi utilizada CCD preparativa com intuito de se obter o produto natural isolado com teor
de pureza plausivel a ser utilizado como material de partida em modificacfes estruturais

semissintéticas.
3.12 Caracterizacao por Ressonancia magnética nuclear (RMN)

A caracterizacdo do material isolado foi realizada em parceria com o Departamento de
Quimica Fundamental (DQF) da UFPE, sendo analisada através do espectro de hidrogénio do
composto, com base em dados da literatura. Foi utilizado CDCl3z (cloroférmio deuterado) como
solvente e TMS (tetrametilsilano) como padréo interno.

3.13 Espectroscopia na regido do infravermelho (1V)

O espectro na regido do infravermelho foi obtido através da analise por espectrometro de 1V do
Laboratorio Multiusuario do Departamento de Quimica da UFRPE, utilizando-se pastilha de
KBr.
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e caracterizacdo do espilantol

As amostras de S. acmella coletadas na cidade de Ananindeua (01° 21' 56" S
48°22' 20" W), no estado do Parg, regido norte do Brasil, foram previamente separadas
em partes aéreas (folhas, flores, caules) e raizes, sendo posteriormente quantificadas,

obtendo-se as seguintes massas em gramas:

Amostra 1 Amostra 2
Folhas: 70 g Folhas: 65 g
Flores: 13 g Flores: Aprox. 1 g
Caules: 60 g Caules: 75 g
Raizes: 48 g Raizes: 20 g

Tabela 2. Quantidades em gramas das amostras de S. acmella

Apds a quantificacdo e separacdo, o material vegetal foi seco em estufa de circulacao
de ar a 50° C, até a obtencdo de sua massa constante, por se tratar de uma etapa bastante
significativa no que se refere ao rendimento final do composto isolado, conforme mostra a
metodologia de Rodrigues et al., 2006.

.Em seguida, foi triturado e suspenso em 500 mL de alcool etilico P.A. para a obtencdo dos
seus extratos etandlicos brutos das diferentes partes de S. acmella (folhas, flores, caules e
raizes). Sendo o excesso de solvente evaporado sob pressdo reduzida fazendo uso de um
rotaevaporador.

A andlise dos perfis dos extratos etanolicos previamente obtidos, foi realizada inicialmente por
HPLC, nos parametros descritos na metodologia, a fim de se comparar os dados presentes nos
cromatogramas de cada parte das duas amostras de S. acmella, observando um pico
caracteristico que evidencia a presenca do espilantol em um tempo de retencdo proximo a 17
minutos em cada cromatograma, sendo condizente com os dados de identificagdo do composto
presentes na literatura (DELLAMORA, E. D. C. L. et al., 2013).
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Sendo o primeiro cromatograma analisado foi referente ao extrato etandlico das raizes de S.
acmella, seguido de folhas, flores e caules, onde foi verificada similaridade com relagédo ao pico
majoritario referente ao espilantol no tempo de retengdo mencionado. Porém, mais evidenciado

para a fracdo correspondente as raizes de S. acmella.
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Figura 15. Perfil do extrato etandlico das raizes de S. acmella
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Figura 16. Perfil do extrato etanolico das folhas de S. acmella
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Figura 17. Perfil do extrato etandlico das flores de S. acmella
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Figura 18. Perfil do extrato etandlico dos caules de S. acmella



33

Posteriormente, foi realizada a anélise dos extratos brutos etanélicos de S. acmella por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM) para as mesmas partes
vegetais das amostras 1 e 2, onde foi possivel identificar a presenca do espilantol, em um tempo
de retencdo de aproximadamente 12.1 minutos semelhante aos dados descritos em comparagéo

com a literatura (GRACE, M. H. et al., 2011)., conforme mostra 0s cromatogramas abaixo:

e AMOSTRA1
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Figura 19. Cromatograma do extrato etanolico dos caules de S. acmella
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Figura 20. Cromatograma do extrato etanolico das flores de S. acmella
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Figura 21. Cromatograma do extrato etandlico das folhas de S. acmella
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Figura 22. Cromatograma do extrato etanolico dos caules de S. acmella
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Figura 23. Cromatograma do extrato etanolico das flores de S. acmella
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Figura 24. Cromatograma do extrato etanolico das raizes de S. acmella

Com base nos cromatogramas apresentados acima, pdde-se constatar que o pico de
maior intensidade do espilantol dentre as anélises realizadas, foi o correspondente as raizes de
S. acmella, o que motivou a dar inicio a novos isolamentos do espilantol partindo-se dessa parte

da planta.

Em seguida, foram obtidos extratos em particdo com solventes de diferentes polaridades
mencionados na metodologia utilizada, & partir das raizes e analisado o extrato hexanico dessa
parte da planta, onde o cromatograma indicou a presenga do composto em um pico de
aproximadamente 12.2 minutos. O que motivou o isolamento do espilantol a partir dessa parte
da planta, além do perfil analisado por HPLC se mostrar mais promissor ao isolamento do

produto natural.
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Figura 25. Cromatograma do extrato hexanico das raizes de S. acmella
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Dando prosseguimento a identificagdo do produto natural, foi realizada a deteccéo por
espectro de radiagdo ultravioleta (UV-Vis) utilizando o detector para HPLC, sendo possivel
verificar a absorbancia do composto dada em um comprimento maximo de onda referente a
aproximadamente 230 nm, estando coerente com dados descritos previamente na literatura
(NAGASHIMA, M. et al., 1992).
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Figura 26. Deteccdo por Ultravioleta (UV-Vis)
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Em seguida, foi feito o isolamento do espilantol a partir dos extratos hexanicos e
cloroférmicos obtidos das flores e raizes das amostras 1 e 2 de S. acmella, utilizando coluna
cromatografica de silica gel em um sistema eluente de 8:2 (Hexano/Acetato de etila), para 25
a 30 fracdes recolhidas em cada purificacdo realizada acompanhadas por placas CCD (Rf =
0,10), elucidando-se a presenca do composto em todas as purificaces realizadas, em luz
ultravioleta (UV).

Espilantol

Figura 27. Placa CDD do composto elucidada por UV

Realizou-se o isolamento em coluna cromatogréafica de silica gel partindo-se de
aproximadamente 1,0 g do extrato hexanico obtido das raizes da amostra 1 do material vegetal,
sendo isolado aproximadamente 0,015g do composto, onde a fragdo 11 apresentou pico
majoritario em 17 minutos, evidenciando a presenca do espilantol, sendo observado o mesmo
perfil para o isolamento realizado por placa CCD preparativa em um mesmo sistema eluente
de 8:2 (Hexano/Acetato de etila) a partir do extrato hexanico e cloroférmico das flores de S.

acmella, porém, ndo foi obtido quantidades significativas do composto isolado.
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Figura 28. Perfil do cromatograma da fragdo 11 pds-coluna do extrato hexanico das
raizes de S. acmella

O espectro de massas obtido por CG-EM, revelou a presenca do pico do ion molecular
do espilantol em todas as fracGes dos extratos etanolicos e obtidos através de particdo com
diferentes solventes analisas, bem como para o produto natural obtido pés-isolamento em
coluna cromatografica, observando-se o pico do ion molecular com m/z = 221, o pico do ion
base de m/z = 81 e as subsequentes fragmentacGes previstas da molécula referentes aos picos
de m/z 141 e 126. Estando esses dados obtidos coerentes com a literatura (GRACE, M. H. et

al., 2011).
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Figura 29. Espectro de massas do espilantol
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Verificou-se por andlise Ressonincia magnética nuclear de H! a presenca dos
hidrogénios vinilicos do composto isolado, na regido entre 5,0 ppm e 6,0 ppm, estando 0s
referidos valores de deslocamento condizentes com dados da literatura, validando assim, a
caracterizacdo desses hidrogénios referentes ao composto isolado (BARBOSA, et al., 2016),
porém, devido ao insuficiente tempo de aquisicdo, ndo foi possivel a visualizagdo dos demais

picos.
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O material isolado foi ainda submetido a analise por espectroscopia na regido do
infravermelho (I1V) a titulo de identificacdo de grupos funcionais organicos caracteristicos do
espilantol. Onde, na regifo de 3402,43 cm™ pdde-se observar a banda caracteristica da ligacéo
N-H da amida, sinais referentes aos estiramentos dos carbonos sp? em 2852,72 cm™ e 2921,09
cm? e em 1712,79 cm™ e 1732,08 cm, estiramentos caracteristicos de carbonila de amida
secundaria, sendo possivel a identificacdo dos principais grupos funcionais presentes no

composto.

MIRacle10 (DiafZnSe)

Figura 31. Espectro de IV do espilantol
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4.2 Avaliacéo do potencial acaricida dos extratos hexanicos das diferentes partes de S. acmella

Foram realizados testes de toxicidade e repeléncia frente as fémeas do T. urticae,
partindo-se dos extratos hexanicos das flores e folhas obtidos. A toxicidade ou seletividade aos
acaros pode variar, sobretudo em fungdo do solvente utilizado na extragdo, parte da planta
processada e concentracdo aplicada (MANSOUR & ASCHER 1983, MANSOUR et al. 1987,
CASTIGLIONI et al. 2002, MOURAO et al. 2004).

A avaliacdo para o teste de toxicidade a partir do extrato bruto hexanico das flores de S.
acmella, apresentou porcentagens de mortalidade crescentes em relacdo ao aumento das
diferentes concentracGes e uma menor taxa de oviposicdo. Sendo utilizadas concentracfes

variando entre 0 a 7,6 mg/mL em testes feitos em triplicata.

Spilantes acmella
(flores)

[ Mortalidade
[ Oviposigao

. . - 200
100 A
Ea

80 1 L 150

60 -

A
A A
L 100

40 1

a - 50
20 B

a
0 T T T T T i === T 0
0 0,4 0,8

Mortalidade (%)

——o

Oviposicéo (n° de ovos)

1,6 52 58 7,6
Concentragao (mg/mL)

Gréafico 1. Gréfico do percentual de mortalidade x oviposicéo de
fémeas de T. urticae expostas a diferentes concentracfes do extrato
hexanico das flores de S. acmella
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A tabela abaixo, mostra 0 N = ndmero de &caros/dose, GL= graus de liberdade, ¥2 = qui-
quadrado. Obtendo-se uma CLsp de 1.63 mg/mL, ou seja, uma concentracdo letal média
satisfatoria em comparagdo com o Azamax, inseticida comercial de bastante utilizacdo no
Manejo Integrado de Pragas, porém, o extrato bruto hexanico das folhas de S. acmella testado,

n&o apresentou susceptibilidade.

Clso
Extrato N GL Slope e
(IC 95%)
3,12 1,63
S. acmella 540 4 7,77

(2,92-332) (1,29-2,05)

2,46 0,3
Azamax 630 5 8,30
(2,26 —2,66) (0,27-0,38)

Tabela 3. Toxicidade por contato residual (CL50 em mg/mL) do extrato hexanico

das flores de Spilanthes acmella sobre as fémeas de T. urticae.
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Foi avaliado o potencial de repeléncia dos mesmos extratos hexanicos de S. acmella
testados no bioensaio de toxicidade. O extrato hexanico das flores de S. acmella, se mostrou
repelente apds 1h de avaliacdo (t = 27,85 e p < 0,0027). Para o bioensaio contendo a solucao
do extrato das folhas, ndo houve diferenca estatistica significativa. Podendo-se inferir que a
acdo repelente no periodo de 1h para o extrato das flores de S. acmella deve-se principalmente
a presenca do espilantol, que é o composto majoritario.

Spilanthes acmella (flores)

[ Cont
[ Trat
ih 1 H Teste t= 27,85; P<0,0001 tH
-30 -20 -10 0 10 20 30
acaros

Grafico 2. Avaliagdo de repeléncia frente as fémeas de 7. urticae expostas a diferentes
concentragdes do extrato hexanico das flores de S. acmella no periodo de 1 hora
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel isolar o composto de interesse, (N-isobutil-2-E, 6-Z, 8-E-
decatrienamida), espilantol, através de cromatografia liquida em coluna de silica gel, a partir
dos extratos hexanicos e cloroformicos das diferentes partes de S. acmella, sendo verificada
sua presenca através da andlise de diferentes técnicas espectroscépicas, estando os resultados
apresentados de acordo com dados baseados na literatura para identificacdo e caracterizacdo
do produto natural.

Os extratos hexanicos das flores obtiveram resposta satisfatoria com relagdo a
avaliacdo de toxicidade e repeléncia acaricida em testes realizados com fémeas de Tetranychus

urticae, tendo como perspectiva novos experimentos para o0 composto isolado.
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Prop6e-se modificacOes estruturais do espilantol, apos obtencdo de maior quantidade

em gramas pds-isolamento desse, com objetivo de potencializar a acdo acaricida presente no

composto, em seguida, caracterizar 0s novos analogos através de Ressonancia Magnética

nuclear (RMN) de carbono e hidrogénio, a fim de se realizar testes biologicos das moléculas

obtidas.

Serdo sintetizados ao todo cinco novos derivados semissintéticos (2-11) a partir do

espilantol (1), de acordo com a seguinte rota semissintética:

N\/L Hidrogenagao
W\/\/W
Regiosseletiva

2

Abertura de

espllantol

1

Epoxidacéo
Regiosseletiva

OH 0
H\)\ Epoxido HVL
\/\/J\/\/W X =
5 O 3 0
Abertura de
Oxidacdo Epdxido ’é‘g;‘:‘é’;‘ de
H\/k
OH

OH
0
L Y
\/\)M OH 0
10 O 6

\/M
0

OEt
7

Halogenac;ao H\/k
4 2

Regiosseletiva M 0

Abertura de
Epoxldo

VW*NWJ\

Oxidacao

Abertura de
Epodxido

OH H\)\ 0 H\)\
| MN %HMN
N\)\ NH, 0 0

8 11

Figura 32. Rota semissintética
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7. ANEXOS
Parte da Categoria de
Planta Forma Uso Uso

- - Isca Anestésico de peixes.

- - Medicinal Excitante, vermicida; para inflamagdes oculares, dores de
dente, febre, higiene bucal, afecgdes do aparclho digestivo
¢ bronquite. Base de elixir odontélgico.

Alimento

Caule Cozido humano Acompanha diversos pratos.

Caule Extrato Medicinal Analgésico, anti-inflamatério,  anti-infeccioso.  Para
problemas do estdmago, figado, constipagio intestinal ¢
cileulo da bexiga.

Caule Infusio Medicinal
Analgésico, antiinflamatério, antiinfeccioso; para o figado.
Agdo antiescorbiitica, combate anemia, dispepsia, afecgbes
da boca ¢ da garganta.

Caule Resina Medicinal
Propriedades odontdlgicas ¢ de agio contra cdlculos da
bexiga, doengas da boca, da

Caule Suco Medicinal Analgésico, antinflamatério ¢ mntiinfeccioso, para o
figado.

Caule Tintura Medicinal Analgésico, antiinflamatdrio, antiinfeccioso ¢ para o
fi .

Caule Oleo Medicinal Elg::o‘:aq.ﬁo de creme dental.

Caule Oleo Outros Goma de mascar.

Alimento Os capitilos picados sio misturados com outras plantas

Flor Integral humano para dar um sabor especial.

Flor Extrato Medicinal Para problemas do estdmago, tosse, constipacdo intestinal
¢ cdlculo da bexiga.

Flor In nanera Medicinal Acdo excitante, ténica, emenagoga, febrifuga, cicatrizante,
anti-espasmdédica ¢ afrodisiaca. Contra  problemas
hepidticos ¢ das vias respiratérias {tosse). E anestésica.

Flor Infusio Medicinal Analgésico, anti-inflamatério, anti-infeccioso; sialagogo;
estimulante  estomdtico; anti-escorbitico; usada para
problemas de figado, para combater ancmia, dispepsia,
infecgdes da boca ¢ garganta. Para problemas do estdmago, |
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tosse, constipagio intestinal ¢ cilculo da bexiga.

Flor

Medicinal

Analgésico, antiinflamatério, antiinfeccioso ¢ para o
figado.

Flor

Tintura

Medicinal

Analgésico, antimflamatdrio, antiinfeccioso ¢ para o
figado. Agldo excitante, tdnica, emenagoga, febrifuga,
cicatrizante, anti-esparmiidica ¢  afrodisiaca.  Comtra
problemas hepdticos ¢ das vias respimtdnias (tosse).
Alcoolatura para dores de dente.

Flor

Xarope

Medicinal

Analgésico, anti-inflamatério, anti-infeccioso; para o
figado, problemas do estdémago, tosse, gripe, constipagio
intestinal e cdlculo da bexiga.

Folha

Cozido

Alimento
hummno

Em vinos pratos, com carne ¢ ¢m sopas.

Folha

n narera

Alimento
hummno

Em saladas.

Folha

Extrato

Medicinal

Analgésico, anti-inflamaténo, anti-infeccioso; para o
figado. Pam problemas do estdmago, tosse, constipagio
mtestinal e cdlculo da bexiga.

Folha

In narura

Medicinal

Acdo excitante, tonica, emenagoga, febrifuga, cicatrizante,
anti-esparmédica e afrodisfaca.  Contmn problemas
hepdticos ¢ das vias respiratérias (tosse).

Folha

Infusio

Medicinal

Com ag¢do anti-escorbiitica, excitante, tdnica, emenagoga,
sialagoga, febrifuga, cicarizante, analgésica, anti-
espasmadica, anti-infecciosa, anti-inflamaténia,
afrodisiaca; para combater anemia, dispepsia, infecgdes da
boca e garganta: indicado contra problemas hepdticos, das
vias respiratdnas, estmago, para tosse, febre, gripe. Tem
propricdade ancstésica.

Folha

Oleo

Medicinal

Elaboracio de creme dental.

Folha

Resina

Medicinal

Propriedades odontdlgicas ¢ de aglio contra cdlculos da
bexiga, doengas da boca, da garganta.

Folha

Medicinal

Analgésico, amtiinflamatério ¢ anti-infeccioso; para o
figado.

Folha

Medicinal

Analgésico, antinflamatdério, antiinfeccioso ¢ para ©
figado. Agldo excitante, tdnica, emenagoga, febrifuga,
cicatrizante, anti-esparmddica ¢ afrodisiaca.  Contra
problemas hepaticos e das vias respiratérias {tosse).

Folha

Medicinal

A¢io excitante, tdnica, emenagoga, febrifuga, cicatrizante,
anti-esparmidica ¢ afrodisfaca. Para problemas hepdticos
¢ das vias respimtérias (tosse), gripe, tuberculose, anemia,

dispepsia.

Folha

Oleo

Qutros

Goma de mascar.

Fruto

Infusio

Medicinal

Antiescorbiitica, combate anemia, dispepsia, infecgbes da
boca e da garganta.

Inteira

Infusio

Medicinal

Anti-inflamatdrio, anti-infeccioso; para o figado.

Inteira

Tintura

Medicinal

Afecgdes da boca e garganta; anti-escorbiitica.

Raiz

Xarope

Medicinal

Gripe ¢ antitussigeno.

Figura 33: Quadro resumo de usos de Acmella Oleracea (L.) R. K. Jansen (Fonte: Projeto:

“Extrativismo ndo-madeireiro e desenvolvimento sustentadvel na Amazonia (ITTO PD
31/99 Ver. 3 (I).” Banco de dados “Non Wood”)
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Figura 29. Espectro de massas do espilantol
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Figura 31. Espectro de IV do espilantol



