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RESUMO

Produtores agricolas costumam sofrer com o ataque de insetos praga que causam grandes
prejuizos as plantacdes, entre esses insetos esta a Plutella xylostella, conhecida popularmente
como traga-das-cruciferas, pois costuma atacar plantagdes de Brassicas, esta praga ja causou
um prejuizo global de cerca de US$ 4 bilhdes. Atualmente o controle dessa praga ¢ realizado
com inseticidas comerciais, porém o uso demasiado desses produtos tende a causar uma maior
resisténcia da praga, além de contaminar solo, trabalhadores rurais e mamiferos. Com isso, vem
sendo estudado o uso de produtos naturais como extrato e 6leo essencial de plantas, como uma
alternativa para o controle dessas pragas agricolas, visto que esses materiais possuem em sua
composicdo quimica metabdlitos secundarios com alta toxicidade a insetos pragas sem causar
danos ao ambiente, trabalhadores e consumidores. O presente trabalho analisou a composigéo
quimica do 6leo essencial das folhas e flores da Plumeria pudica com o intuito de avaliar sua
composi¢do quimica e propriedades inseticidas e antioxidantes. A analise por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) revelou a presenca de 8 e 13 compostos
no 6leo essencial das folhas e flores, respectivamente. Os compostos majoritarios identificados
foram o (2E)-hexenal (40,67%) e &cido laurico (39,97%) para as folhas e flores,
respectivamente. O bioensaio de toxicidade foi realizado através do contato residual e contato
direto com o 6leo das flores de P. pudica com concentra¢des de 10puL/mL e 15uL/mL sobre a
P. xylostella, para o teste utilizando o contato residual o 6leo ndo apresentou toxicidade, por
outro lado, utilizando o contato direto a concentracdo de 10uL/mL apresentou uma toxicidade
de 92% e 15uL/mL de 93,10%. Nos testes antioxidantes verificou-se que os 6leos das folhas e
flores se mostraram ativos tanto no teste ABTS quanto com DPPH. Para o teste de inibicdo da
acetilcolinesterase (AChE) foi utilizado os 6leos das folhas e flores de P. pudica, os dois 6leos
apresentaram inibicdo, sendo o 6leo da flor o que apresentou a inibicdo mais proxima ao do
controle positivo com uma ICso de 9,94 mg/mL. O ensaio de citotoxidade frente a Artemia
salina também foi realizado com os 6leos das folhas e flores com concentracdes entre 10-
100pg/mL e ambos ndo apresentaram toxicidade.

Palavras chave: Plutella xylostella, Oleo essencial, Plumeria pudica



ABSTRACT

Agricultural producers usually suffer from the attack of pest insects that cause great damage to
plantations, among these insects is Plutella xylostella, popularly known as cruciferous moth, as
it usually attacks Brassicas plantations, this pest has already caused a global damage of about
of US$ 4 billion. Currently, the control of this pest is carried out with commercial insecticides,
but the excessive use of these products tends to cause greater resistance of the pest, in addition
to contaminating soil, rural workers and mammals. With that, seeing being studied the use of
natural products such as extract and essential oil of plants, as an alternative for the control of
these agricultural pests, since these materials have in their chemical composition secondary
metabolites with high toxicity to insect pests without causing damage to the environment,
workers and consumers. The present work analyzed the chemical composition of the essential
oil of the leaves and flowers of Plumeria pudica in order to evaluate its chemical composition
and insecticidal and antioxidant properties. The analysis by gas chromatography coupled with
mass spectrometry (GC-MS) revealed the presence of 8 and 13 compounds in the essential oil
of leaves and flowers, respectively. The major compounds identified were (2E)-hexenal
(40.67%) and lauric acid (39.97%) for leaves and flowers, respectively. The toxicity bioassay
was carried out through residual contact and direct contact with the oil of P. pudica flowers
with concentrations of 10uL/mL and 15pL/mL on P. xylostella, for the test using residual
contact the oil did not show toxicity, on the other hand, using direct contact, the concentration
of 10uL/mL showed a toxicity of 92% and 15uL/mL of 93.10%. In the antioxidant tests it was
found that the two oils were active both in the ABTS and DPPH test. In the antioxidant tests, it
was found that the oils from the leaves and flowers were active both in the ABTS test and with
DPPH. For the acetylcholinesterase (AChE) inhibition test, the oils from the leaves and flowers
of P. pudica were used, both oils showed inhibition, and the flower oil showed the closest
inhibition to the positive control with an IC50 of 9 .94 mg/ml. The cytotoxicity assay against
Artemia salina was also performed with the oils of leaves and flowers with concentrations
between 10-100pg/mL and both showed no toxicity.

Keywords: Plutella xylostella, Essential oil, Plumeria pudica
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1 INTRODUCAO

Por conta de suas dimensdes e localizacdo o Brasil é um dos maiores produtores
agricolas do mundo, porém nos ultimos anos vem sofrendo grandes perdas por conta do ataque
de diversas pragas, entre essas pragas esta a Plutella xylostella. Conhecida popularmente como
traca-das-cruciferas, a P. xylostella costuma atacar plantagdes de Brassicas (acelga, alface,
couve, entre outras) (FURLONG, WRIGHT e DOSDALL, 2012). Essa praga possui um ciclo
de vida curto, cerca de 20 dias, que se divide em quatro instares, sendo o terceiro insta o periodo
em que a praga causa 0s maiores danos as plantacdes. A época do ano mais favoravel para sua
reproducdo € o verdo, logo essa praga é uma das mais presentes no Brasil devido ao seu clima
(DIAS, SOARES e MONNERAT, 2004; THULER, BORTOLI e BARBOSA, 2007).

Atualmente o controle da P. xylostella é realizado através do uso de inseticidas
comerciais, entretanto o uso demasiado desses produtos provoca uma maior resisténcia da
praga, além de contaminar o meio ambiente, trabalhadores do campo e seus consumidores
(RONDELLLI, et al., 2012). Desta forma, vém sendo estudado o uso de produtos derivados de
plantas como Oleo essencial (OE) e extratos, como alternativas para o controle de pragas
agricolas, uma vez que materiais possuem em sua cOmposi¢cdo compostos pertencentes as
classes dos metabolitos secundarios que apresentam alta toxicidade aos insetos pragas. O uso
de extratos e 6leos se tornam mais atrativo por revelarem a presenca de compostos que nédo
contaminam o solo, lenc¢ois freaticos, plantas, organismos ndo alvo e seus consumidores
(PADIAL, et al., 2020; RONDELLI, 2010). Por exemplo, os extratos das folhas da espécie
Plumeria rubra coletado na india revelou propriedades inseticida sobre o Sitophilus oryzae
(PRAKASH, et al., 2014).

A familia Apocynaceae estd dividida em outras trés subfamilias: Apocinoideae,
Echitoideae e Plumeroideae (JUNIOR AND JARDIM, 2021; COUTINHO E LOUZADA,
2018). Entre elas encontra-se o género Plumeria, que esta dividido em 11 espécies, que crescem
em regides tropicais e subtropicais em todo o mundo (BIHANI, 2021).

As espécies de Plumeria variam desde arbustos a arvores, possuem latex branco que
pode causar irritacGes quando em contato com a pele ou olhos. As espécies desse género séo
amplamente utilizadas para fins ornamentais por possuirem flores com aroma agradavel. As
diferentes espécies do género Plumeria diferem entre si pelas folhas e flores com diferentes
cores e formatos (BIHANI AND MHASKE, 2020). No Brasil, o género Plumeria esta
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distribuido em varias regides do pais e no nordeste sua presenca € confirmada em todos os
estados (KOCH, et al. 2015).

Entre as espécies conhecidas do género Plumeria, destaca-se a P. rubra que é
amplamente usada na medicina popular para tratamentos de hepatite, traqueites, diabetes e
distdrbios gastrointestinais (ALENCAR, et al., 2015; AHMED, et al., 2017). A decoccéo da
casca de P. rubra também € utilizada como purgativo, bactericida, antitumoral, emenagogo e
para o tratamento de doencas venéreas (BARRETO, et al., 2007). O extrato das folhas de P.
rubra coletado no Paquistdo revelou propriedades antimicrobiana e anti-inflamatorio
(AKHTAR, et al., 2013). De acordo com a literatura, a composi¢ao quimica do 6leo essencial
das flores de P. rubra de diferentes variedades crométicas foram analisadas por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). As analises revelaram diferencgas
guantitativas na composicdo quimica dos 6leos essenciais das flores de diferentes coloracdes,
apresentando principalmente em suas composicdes derivados de acidos graxos, benzendides,
monoterpenos e sesquiterpenos (BARRETO, et al., 2014). A anélise por CG-EM dos extratos
apolares das folhas de P. rubra revelaram a presenca de ésteres metilicos, acidos graxos e
terpendides (BARRETO, et al., 2018).

Outra espécie que se destaca por ser amplamente encontrada no nordeste brasileiro é a
Plumeria pudica Jacq, que é utilizada na medicina popular para o tratamento de doencas de
pele e dores de dente (FERNANDES, et al., 2015). Analise com os extratos das flores de P.
pudica coletadas no distrito de East Godavari, india, revelou propriedades anti-artrite
(RAVISHANKAR, et al., 2021). A analise fitoquimica dos extratos hidroalcoolico das folhas
de P. pudica revelaram a presenca de alcaloides, carboidratos, saponinas, flavonoides, taninos
e triterpenos (Chamakuri et al., 2020). Porém, até o presente momento ndo existe relatos sobre
estudos quimicos e propriedades bioldgicas dos 6leos essenciais da espécie P. pudica.

Diante disto, o presente trabalho tem como objetivo analisar a composi¢do quimica do
oleo essencial das folhas e flores de Plumeria pudica, bem como avaliar suas propriedades

inseticida e antioxidante.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
¢ Identificar a composicdo quimica do 6leo essencial das folhas e flores de P. pudica e

avaliar suas propriedades inseticida e antioxidante.

2.2 Objetivos especificos

e Obter o 6leo essencial por hidrodestilacdo das folhas e flores de P. pudica;

e Identificar os constituintes quimicos presentes nos 6leos essenciais das folhas e flores
de P. pudica;

e Auvaliar a concentracdo efetiva dos 6leos essenciais de P. pudica atraves do teste
enzimatico de Acetilcolinesterase;

e Avaliar a capacidade inseticida dos 6leos essenciais de P. pudica sobre a Plutella
xylostella;

e Auvaliar a propriedade antioxidante dos 6leos essenciais de P. pudica através dos testes
de ABTS * e DPPH".
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Sobre a Planta: Familia Apocynaceae

Familia Apocynaceae possui cerca de 400 géneros que estdo divididos em outras trés
subfamilias: Apocinoideae, Echitoideae e Plumeroideae (JUNIOR AND JARDIM, 2021;
COUTINHO E LOUZADA, 2018). Na medicina popular, as espécies da familia Apocynaceae
sdo usadas no tratamento de problemas como febre, doencas gastrointestinais, diabetes, entre
outras (ISLAM E LUCKY, 2019). As espécies variam de arbusto a arvore, apresentam latex e
suas flores sdo encontradas nas extremidades dos ramos em forma de racemas, tendo como
caracteristicas ser hermafrodita, gamopétala, actinomorfas, pentdmeras, frequentemente

coloridas e possuem um aroma agradavel (VELLOSO, 1998).

3.1.1 Plumeria

Classificacdo taxondmica: reino Plantae, filo Tracheophyta, classe Magnoliopsida, ordem
Gentianales, familia Apocynaceae.

Comumente as pessoas utilizam plantas na medicina popular e para ornamentagdo, um
género notavel para esse uso é o género Plumeria, que possui cerca de 11 espécies, sendo as
mais conhecidas a P. rubra, P. obtusa e P. alba (BIHANI, 2021).

P. rubra: Esta espécie é comumente cultivada em paises tropicais e subtropicais e é
popularmente conhecida como uma planta ornamental devido suas belas flores (GONG, et al.,
2019). As flores dessa espécie possuem uma grande variedade e sdo identificadas de acordo
com suas cores, atualmente existem quatro variagcdes de P. rubra aceitas pela comunidade
cientifica, sendo trés delas diferenciadas pelas cores e aromas: P. rubra L. forma tricolor (R &
P) Woodson (A), que tem como caracteristica flores com corolla na cor branca, I6bulos rosa e
centro amarelo; P. rubra L. forma acutifolia (Ait) Woodson (B), que tem como caracteristica
flores brancas com centro amarelo e P. rubra L. forma tipica (C), que tem como caracteristica
flores com varios tons de rosa (BARRETO, et al., 2014).
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Figura 1. Variedade das flores de P. rubra.

s u oF
(A): P. rubra L. forma tricolor (R & P) Woodson (Foto: Plants of the word) (B): P. rubra L. forma acutifélia

(Ait) Woodson (Foto: Elaborada pela autora) (C): P. rubra L. forma tipica (Foto: elaborada pela autora)

A P. rubra é comumente utilizada na medicina popular na Asia e América latina para o
tratamento de diversas enfermidades como diarreia, asma, febre e estudos indicam atividades
antibacteriana, antifingica, antiviral, antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatorio,
anticancer, larvicida entre outras (DEY AND MUKHERJEE, 2015).

Os constituintes quimicos do 6leo essencial das flores de P. rubra podem variar de
acordo com a cor de cada flor, segundo Barreto e colaboradores (2014) a P. rubra forma tricolor

apresenta uma baixa producdo de monoterpenos e hidrocarbonetos e uma maior producéo de
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compostos benzendidicos; a P. rubra forma acutifolia também apresenta uma baixa producéo
de monoterpenos, com excecdo do linalol, producdo de compostos benzoicos e auséncia de
sesquiterpenos e a P. rubra forma tipica apresenta uma maior quantidade de sesquiterpenos e
hidrocarbonetos (BARRETO, et al., 2014).

P. pudica: Esta espécie é nativa do Panama, Colémbia e Venezuela, ¢ uma arvore de
porte pequeno com folhas que lembram uma flecha (D) (RAVISHANKAR, et al., 2021). Assim
como a P. rubra, a P. pudica também é utilizada na medicina popular para diarreia, inflamacGes
entre outros (FERNANDES, et al., 2015). Até o0 momento nao ha relatos na literatura sobre a

composicao quimica dos 6leos essenciais das folhas e flores de P. pudica



Figura 2. Plumeria pudica

Foto: elaborada pela autora
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3.1.2 Revisdo sobre o estudo bioldgico da espécie Plumeria pudica

A revisdo literaria foi realizada no periodo de setembro/2022, através do SciFinder
(Chemical Abstract), usando as palavras Plumeria, com filtro para trabalhos com d&leos
essenciais. Os tipos de documentos selecionados foram artigos, revisdes, jornais, letters e
preprint, que forneceram o levantamento de 59 trabalhos, no periodo de 1930 até 2021.

Entretanto, verificou-se no levantamento que até o presente momento nenhum trabalho dos

0Oleos essenciais relacionando estudos quimicos e bioldgicos das espécies Plumeria pudica.

Tabela 1. Componentes majoritarios dos 6leos essenciais extraidos das folhas e flores de diferentes Plumeria

) Parte da Local de _
Espécies Compostos Referéncia
planta coleta
Salicilato de benzila o Sahoo et al.,
P. alba Flores India
(33,98+0,04%) 2021
P. rubra. cv. ) _ Zhang et al.,
o Flores (x)-trans-Nerolidol China
acutifolia 2016
Salicilato de benzila (26,7%) . Goswami et
P. rubra Flores _ India
Benzoato de benzila (22,3%) al., 2016
Rio de Barreto et al.,
P. rubra Flores Humuleno o
janeiro 2014
Flores Limoneno (9,1%) o Lawala et al.,
P. alba i Nigéria
Folhas Linalol (13,2%) 2014
P. rubra 9-Hexacoseno (14,6%) )
i _ i _ Liuetal.,
P. rubra Linn var. Flores Acido hexadecanoico China 2010
acutifolia (35,8%)
Acido benzoico 1, 6, 10- _
) Xiao et al.,
P. rubra - dodecatrien-3-ol, 3, 7, 11- -
.. 2011
trimetil,
o Obuzor et al.,
P. rubra - Nonadecano (15,63%) Nigeéria
2011
Salicilato de benzila o Pitpiangchan
P. obtusa Flores Tailandia
(27,58%) et al., 2009
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P. acuminata - Salicilato de benzila (39,0%)
P. rubra Linn.
(reddish-orange - Benzoato de feniletil (12,3%) o Tohar et al.,
Malasia
flower) 2006
P. rubra Linn. (red Acido palmitico (27,2%)
flower) Acido linoleico (20,7%)
P. obtusa Salicilato de benzila (45,4%)
P. acuminata (yellow o .
Acido palmitico (36,2%)
flower) ) Tohar et al.,
: Flores _ Malasia
P. rubra (pink flower Acido laurico (30,8%) 2006
P. rubra (orange o )
Salicilato de benzila (20,9%)
flower)
Acido hexadecanoico (33,56- .| Wartini etal.,
P. alba Flores Indonésia
41,31%) 2014
a-Camfolenona (7,12- _ Gong et al.,
P. rubra Flores China
34,43%) 2019
P. rubra forma _ Omata et al.,
o Flores Linalol
acutifolia 1991
. Omata et al.,
P. rubra Irma Bryan Flores p-Feniletil
1992
_ . i Qazi et al.,
P. accuminata - Acido palmitico (32,7%) 1973

3.2 Metabolitos secundarios

Algo comum aos seres vivos sdo 0s metabolitos primérios, eles possuem fungoes

essenciais a sobrevivéncia como divisdo celular, estocagem de reprodugdo e respiracao

(FUMAGALI et al., 2008). De forma contraria aos metabdlitos primarios, os metabdlitos

secundarios séo encontrados mais amplamente em organismos vegetal e apresentam funcoes

importantes para a manutencao e sobrevivéncia dessas plantas como: defesa contra herbivoro,

atracdo de polinizadores, regulacdo do metabolismo entre outras (MEYER et al., 2013). Os
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metabolitos secundarios sao classificados levando em consideracdo sua rota biossintética, desse
modo, suas principais moléculas sdo compostos fenolicos, flavonoides, esteroides, terpenos e
alcaloides (FUMAGALI et al., 2008). Os metabolitos secundarios podem ser obtidos através
dos OEs contidos nas plantas, tal 6leo sdo substancias que podem ser extraidas de diversas
partes de plantas através de diversas técnicas, sendo a técnica de arraste a vapor a utilizada neste
trabalho. Na composicdo quimica dos OEs estdo presentes principalmente monoterpenos,
sesquiterpenos e fenilpropanoides (B1ZZO, HOVELL e REZENDE, 2009).

Os terpenoides sdao compostos formados pela juncéo de unidades de isopreno (Cs), com
5 carbonos. Monoterpenos (Cio0) que apresentam 10 carbonos, por exemplo, o timol, o
sesquiterpeno (Cis), com 15 carbonos, como o bisaboleno e o fenilpropanoide eugenol
(DEWIK, 2009. p.189) (Figura 5).

Figura 3. Estruturas quimicas

Z

Isopreno (C5)

Fenilpropano (C9)

Z -z

OH
HO

OCH;
Timol (C10) (2)-y-Bisaboleno (C15) Eugenol

Fonte: autora
3.3 Acidos Graxos

Os éacidos graxos sdo acidos carboxilicos alifaticos, amplamente distribuidos em
vegetais, onde geralmente estdo ligados a agUcares, glicerol e grupos fosfatos para formar
lipidios (NASCIMENTO, 2014; DESBOIS et al., 2010). Os acidos graxos comumente estdo

ligados a lipidios e para sua remog&o € necessario o uso de enzimas. A catalise dessas moléculas
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gera o0s acidos graxos livres, que sdo cadeias de carbono ligadas a atomos de hidrogénio. Os
nameros de atomos de carbonos dos acidos graxos variam entre 4 e 28, tendo em uma de suas
extremidades um grupo carboxila e na outra o grupo metila (RUIZ-RODRIGUEZ et al., 2010).

Os acidos graxos sdo classificados de acordo com o tipo de ligacdes entre atomos de
carbonos, quando possuem apenas ligacdes simples sdo referidos como saturados, ja se tiverem
ligacGes duplas sdo designados de acordo com o numero destas, sendo monoinsaturados (uma
ligagdo dupla em toda a molécula) e poli-insaturados, quando apresentam mais de uma ligacdo
dupla (DESBOIS et al., 2010; RUIZ-RODRIGUEZ et al., 2010). Outra classificacdo é baseada
de acordo com o nimero de 4&tomos de carbono na estrutura dos acidos graxos, onde cadeias
com numero inferior a oito carbonos sao referidos como acidos graxos de cadeia curta e acima
de 16 carbonos sdo designados &cidos graxos de cadeia longa (DESBOIS et al., 2010). Os acidos
graxos apresentam varias atividades bioldgicas, incluindo antimicrobiana, citotdxica,
antioxidante e sinalizacdo (DESBOIS et al., 2010; NASCIMENTO, 2014).

Figura 4. Estrutura molecular do acido dodecandico.

OH
Acido dodecandico

Fonte: autora
3.4 Técnica de hidrodestilacédo

Hidrodestilacdo é uma técnica empregada para extrair 6leos essenciais de plantas,
podendo ser elas frescas ou ndo. Os 6leos possuem tensdo de vapor mais elevada que a da agua,
desse modo, tendem a ser puxados pelo vapor d’agua. Nesta técnica € utilizado o aparelho do
tipo Clevenger modificado, apos a extragdo o 6leo obtido deve ser seco e mantido em baixa
temperatura (SIMOES et al., 2017).
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3.5 Oleos essenciais

Dentre os produtos naturais, uma importante classe com continuo crescimento, destaca-
se 0s Oleos essenciais. Estes Oleos sdo extraidos das plantas, geralmente de folhas, flores,
sementes ou raizes, e sao volateis, com forte odor, pois séo bastante concentrados. Sao ricos em
metabdlitos secundarios, o que contribui para 0 uso nos diversos seguimentos industriais. Os
6leos essenciais tém atividades biologicas e meios de agBes semelhantes aos produtos
convencionais, por este motivo, € um insumo natural aprovado em meios organicos - Instrugédo
Normativa — IN — 46 do Ministério da Agricultura (PAULETTI & SILVESTRE, 2018).

Oleos essenciais sdo descritos como produtos de grande potencial terapéutico,
farmacoldgico e sdo frequentemente utilizados na aromaterapia. S8 também utilizados na
fabricacdo de perfumes, mas também na formulacdo de farmacos. Além destas propriedades,
destacam-se outras vantagens bioldgicas como a acdo larvicida, antioxidante, anti-inflamatéria,
fungicida, entre outras (MACHADO e JUNIOR, 2011). E importante destacar que os 6leos
essenciais sao caracteristicos de cada espécie e inclusive de cada parte da planta. Ou seja, suas
composicdes podem variar de acordo com a area da planta extraida. Ainda, varios fatores podem
contribuir para alteracdo dos constituintes dos 6leos essenciais.

O processo de extracdo pode causar ligeiras mudangas na composicao, além disso, a
regido, clima, irrigacdo, cultivo, entre outros fatores podem também provocar a mudanca. Por
este motivo, muitos estudos levam em conta a variacdo sazonal, logo, avaliam toda mudanca
na composicdo durante o passar dos meses (PAULETTI e SILVESTRE, 2018). Existem
diversos tipos de extragcOes, como destacado por Almeida et al. (2020), a hidrodestilagéo,
destilacdo a vapor, extracdo por solventes organicos, extracdo com fluido supercritico e outros.
Assim, é possivel observar os diversos meios de obtencdo dos 6leos essenciais. Com o estudo
dos 6leos ao passar dos anos, € conhecido que seus componentes sao complexos e diversos.
Consistem em monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropanoides, flavonoides, entre outros
compostos volateis, que juntos formam uma mistura, dando origem ao 6leo. A complexidade
estrutural dessas substancias contribui para o retardar o desenvolvimento de resisténcia das
pragas. (MACHADO e JUNIOR, 2011)

3.6 Traca das cruciferas
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Alguns organismos sdo causadores de infestacbes em diversas plantacdes pelo mundo,
entre eles estd a Plutella xylostella que também é conhecida como traca-das-cruciferas, esta
praga costuma atacar plantaces de cruciferas e ja foi responsavel por um prejuizo global de
cerca de US $4 a 5 bilhdes ao ano (FURLONG, WRIGHT e DOSDALL, 2012).

A Plutella xylostella possui um ciclo de vida que pode variar de 11 a 28 dias a depender
da temperatura, 0 verdo € a época do ano mais favoravel para essa praga reproduzir, durante
seu ciclo de vida a P. xylostella possui quatro instares larvais (Figura 7). Devido ao clima
favoravel no Brasil a praga esta presente durante todo o ano. (DIAS, SOARES e MONNERAT,
2004; THULER, BORTOLI e BARBOSA, 2007). Apds a eclosdo dos ovos, que apresentam
uma coloracao esverdeada, nascem as larvas que penetram o interior das folhas das cruciferas
e apo6s alguns dias passam a alimentar-se da parte exterior da folha, com isso podem causar a
perda total da plantacdo (GALLO, et al., 2002).

A forma mais comum de combate a traca-das-cruciferas € através do controle quimico,
entretanto o uso demasiado desses materiais pode causar uma resisténcia na praga além de
efeitos indesejados em humanos e animais (RONDELLLI, et al., 2012). Com isso, vem sendo
empregado o uso de OEs na forma de bioinseticidas como uma alternativa para o controle de
pragas, pois apresentam metabdlitos secundarios capazes de controlar diversas pragas agricolas,
além de possuirem maiores beneficios do que os inseticidas quimicos, como uma degradacéo
mais rapida no ambiente, sdo menos persistentes, possuem uma baixa toxicidade para 0s
consumidores entre outras propriedades (PADIAL, et al., 2020; RONDELLLI, 2010).
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Figura 5. Ciclo de vida da Plutella xylostella

Adulto (vo Larva
T - 14 dias. 3 - 4 dias para eclosén. 4 instares.

(luarto instar Z primeiros instares

Fonte: Google imagens

3.7 Atividade de Inibicdo da Acetilcolinesterase

A enzima responsavel por hidrolisar o neurotransmissor acetilcolina (ACh) nas sinapses
colinérgicas é a acetilcolinesterase (AChE). O bom funcionamento do sistema colinérgico
depende de niveis normais de ACh, um transmissor envolvido no aprendizado e ha memoria
(VINUTHA et al., 2007). Este neurotransmissor € encontrado no cérebro e juncgdes
neuromusculares e a hidrdlise da acetilcolina é essencial para que as transmissfes sinapticas
colinérgicas ocorram antes da chegada de um novo impulso elétrico (SANTOS, 2009). Esse
processo é realizado pela enzima AChE, que no sistema nervoso, age como mediadora das
sinapses.

Dentre os “defensivos agricolas” mais conhecidos, os organofosforados e carbamatos
possuem 0 mecanismo de acdo toxica de inibicdo da enzima acetilcolinesterase, presente nas
sinapses nervosas do sistema nervoso central e periférico, por isso sdo grupo de inseticidas
genericamente conhecidos como anticolinesterasicos (BURONFOSSE & BURONFOSSE,
1995). Esses defensivos atuam basicamente nos insetos através da via da acetilcolinesterase,
porém acabam sendo toxicos também aos mamiferos, dai a importancia da busca de compostos
que atuem através de outras vias metabolicas nos insetos e assim apresentem uma menor

toxicidade aos mamiferos.
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3.8 Toxicidade frente & Artemia salina Leach

A Artemia salina Leach € um microcrustaceo da familia Artemiidae e da ordem
Anostraca, vive em meio salino e serve como alimento vivo para peixes. Esta espécie pode
produzir cistos e nauplios. Os cistos, que sdo 0s ovos de resisténcia, apresentam um diametro
médio de 250 pm, podendo ser armazenados a seco, suportando o vacuo. Os nauplios recém
eclodidos possuem cerca de 450 um de comprimento ¢ a Artemia adulta possui um corpo
alongado, medindo em média 10 mm de comprimento (NASCIMENTO et al., 2008).

Os cistos de A. salina sdo facilmente encontrados em comeércios e lojas de animais, e
para realizar a ecloséo basta serem colocados em uma solugéo salina e submetidos a luz, num
intervalo de 48 horas. De forma geral, os compostos bioativos apresentam uma certa toxicidade
frente as larvas de A. salina. Assim, a letalidade ao microcrustaceo pode ser utilizada como um
teste preliminar rapido e simples durante o processo de isolamento de produtos naturais
(RAHMAN, 2001). Meyer em 1982 estabeleceu junto com seus colaboradores uma relagéo
entre o grau de toxicidade e a dose letal média, DLso, apresentada por extratos de plantas sobre
larvas de A. salina. Com isso, considera-se que os valores notados acima de 1000 pg/mL, sdo
consideradas ndo toxicas, e quando inferior a 1000 pg/mL sdo consideradas toxicas (MEYER,
1982). Ha relatos na literatura que correlacionam a atividade frente a A. salina com o ensaio de
atividade antitumoral (HARADA, 2009) e além disso, essa metodologia também ¢é utilizada
como biomonitora e bioindicadora da qualidade da agua, e também na determinacdo da
citotoxicidade de pesticidas organofosforados (VARO, 2002). O bioensaio com os nauplios de
A. salina mostra-se bastante Gtil, podendo poupar a necessidade de ensaios antitumorais caros
ou em animais, avaliando e no fracionamento para bioatividades, podendo levar ao isolamento
de diversos produtos naturais. Além do ensaio esta sendo utilizado em diversas outras atividades
bioldgicas, confirmando assim, a sua sensibilidade e versatilidade em estudos de toxicidade
(HARADA, 2009).

3.9 Atividade antioxidante
A atividade antioxidante é uma técnica de eliminagdo de radicais livres, podendo ser

determinada espectrofotometricamente por diversos métodos diferentes, dos quais foram

utilizados no presente trabalho que ¢ a atividade de eliminagao de radicais DPPH" (2,2-difenil-
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L picril-hidrazil-hidrato) e geragdo do cation radical ABTS* (cido 2,2’-azino-bis(3-

etilbenzotiazolino -6-sulfonico)) (SMAILI et al., 2021).

O método de eliminacdo de radicais DPPH" é uma técnica onde ¢ realizada uma analise
estrutural do composto a ser testado, com isso observa-se a capacidade da molécula de agir
como um eliminador de radicais livres, e também a influéncia no comportamento eletroquimico.
O método que pode ser usado para a determinacdo da capacidade antioxidante da mesma
maneira que a eliminagao do radical DPPH" (Figura 11), devido a correlagdo encontrada entre
o0s potenciais de oxidacdo e o poder anti-radical. Essa determinacédo eletroquimica é barata e
também rapida, permitindo fazer medigdes em uma variedade de condicGes experimentais.
(ARTEAGA et al., 2012).

Figura 6. Representacdo da reacdo do radical DPPH"

05N NO, + AH —> O,N NO, A°

NO, NO;
Fonte: autora

A geragdo do cation radical ABTS " é baseada na ativacdo da metamioglobina com
peroxido de hidrogénio na presenga de ABTS ¥ para produzir o cation radical, isso na presenca
ou auséncia de antioxidantes. Isso € com base no fato que os antioxidantes de reacdo mais rapida
também podem contribuir para a reducdo do radical ferrilmioglobina (Figura 13). Esse método
é aplicavel ao estudo de antioxidantes soltiveis em agua e soltveis em lipideos, compostos puros
e extratos alimentares (RE et al., 1999).
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Figura 7. Representacdo da reagdo do radical ABTS *
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4 METODOLOGIA

4.1 Coleta e identificacdo do material botanico

A espécie P. pudica foi escolhida levando em consideracdo a disponibilidade e o facil
acesso as plantas. As folhas e flores de P. rubra foram coletadas na cidade do Paulista, no bairro
de Pau Amarelo — Pernambuco — Brasil (7°54'31.813" S e 34°50'26.970" W). Todas as coletas

foram realizadas no periodo matutino.

4.2 Obtencdo dos 6leos essenciais

A obtencéo dos OEs das folhas e flores da P. pudica foram realizadas através da técnica
de hidrodestilacao utilizando um aparelho do tipo Clevenger modificado. Apo6s duas horas de
extracdo, a amostra contendo o hidrolato (Figura 8), 6leo essencial e agua, foi retirada do
equipamento com o intuito de obter apenas o OE. A extracdo do OE foi realizada usando como
base a diferenca de densidade do OE com a agua (Figura 9). A extracdo do 6leo presente do
hidrolato foi realizada utilizando 50 mL de n-hexano, em seguidas as duas fases foram
separadas com auxilio de um funil de separacéo e o remanescente de agua presente no 6leo foi
removido utilizando sulfato anidro de sodio, e o volume do solvente foi reduzido em
equipamento de rotaevaporador. Os OEs foram armazenados em recipientes de vidro
hermeticamente fechados e mantidos a baixa temperatura (-5 °C) até a analise.
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Esquema 1. Obtencdo do 6leo essencial

Material boténico
(folha e flores)
Extragéo por hidrodestilagdo num
aparelho do tipo Clevenger

Hidrolato Oleo/Agua
Separagdo por solvente
(" N
Soluciio organica Solu¢do aquosa
1. Sulfato de sodio anidro ™ o
2. Filtragdo
3. Rotaevaporador s ~
Oleo essencial Atividade biologica
\ J/
Analise por CG-EM
' '
Identificacio
\ J

Fonte: autora
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Figura 8. Hidrodestilagdo das folhas e flores de P. pudica.

A

Fonte: autora

Figura 9. Tratamento e obtencéo dos 6leos essenciais das folhas e flores de P. pudica

P . mar
3 : ey N

Fonte: autora
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4.3 Anélise da composicdo quimica do 6leo essencial por cromatografia gasosa (CG-FID) e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

Os rendimentos dos Oleos foram expressos em porcentagens (g / 100 g de material
vegetal fresco). Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A analise quantitativa
do CG foi realizada utilizando um aparelho PerkinElmer Clarus 500 CG equipado com um
detector de ionizagdo de chamas (FID) e uma coluna capilar de silica fundida DB-5 apolar
(espessura de pelicula de 30 m x 0,25 mm x 0,25 um) (J & W Scientific). A temperatura do
forno foi programada de 60 a 240 °C a uma velocidade de 3 °C min. As temperaturas do injetor
e do detector foram de 210 °C. O hidrogénio foi usado como gas portador a uma taxa de fluxo
de 1 mL min™! no modo dividido (1:30). O volume de injecdo foi de 0,5 pL de solugdo diluida
(1/100) de 6leo em n-hexano. A quantidade de cada composto foi calculada a partir de areas de
pico de GC-FID na ordem da eluicdo da coluna DB-5 e expressa como uma percentagem
relativa da &rea total dos cromatogramas. As analises foram realizadas em triplicata.

A andlise qualitativa por cromatografia gasosa — acoplada a espectrometria de massa
(CG-EM) foi realizada utilizando um sistema cromatografico CG-EM QP2010 SE Plus
Shimadzu com detector seletivo de massa, operando com um impacto de elétrons de 70 eV com
intervalo de varredura de 0,5s e fragmentos de m/z 40 a 550 Da. com 0s seguintes parametros:
gas de arraste = hélio, fluxo = 1 mL/min, modo Split (1:30); volume de injecdo de 1uL diluido

(1/100) do 6leo em n-hexano.
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Figura 10. Cromatdgrafo gasoso e espectrdmetro de massas.

Fonte: autora

4.3.1 ldentificacdo dos componentes do dleo essencial

A identificacdo dos componentes foi baseada em indices de retencdo de CG-EM com
referéncia a uma série homologa de Cg-Cao n-alcanos calculados usando a equagéo de Van der
Dool e Kratz (VAN DEN DOOL e KRATZ, 1963) e por computador comparando com a massa
biblioteca espectral do sistema de dados CG-EM (NIST 14 e WILEY 14) e coinjegdo com
padrdes auténticos, bem como outros espectros de massa publicados (ADAMS, 2017). As
porcentagens de area foram obtidas a partir da resposta CG-FID sem o uso de um padrao interno

ou fatores de correcdo.

4.4 Criagéo da Pluella xylostella

Inicialmente foram coletados espécimes de Plutella xylostella de couve no municipio
do Recife no ano de 2015 e mantido no Laboratdrio de Investigagdo Quimica de Inseticidas
Naturais da Universidade Federal Rural de Pernambuco. As Plutella xylotella foram criadas a

uma temperatura de 25 + 1 °C, com umidade relativa do ar de 65 + 5%, em um fotoperiodo de
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12 horas e sem utilizacdo de inseticidas. A metodologia de criacdo foi adaptada de Bandeira et
al. (2013).

4.5 Bioensaio de toxicidade residual larval

O meétodo para a realizacdo dos bioensaios foram baseados na metodologia proposta por
Bandeira et al. (2013). Os testes foram realizados utilizando discos de folhas de couve de 2,5cm
de didametro, onde foi aplicado com aerdgrafo diferentes solu¢des preparadas com o OE, diluido
no solvente para dissolver (WPDA = &gua destilada + 1,0% monolaurato de polioxietileno
sorbitano + 0,1% de acido dodecilbenzenossulfonico), apos aplicado, os discos foram secos em
temperatura ambiente e transferidos em triades para placas de Petri contendo um disco de papel
de filtro embebido em &gua. Em cada disco s&o adicionadas dez larvas de Plutella xylostella do
terceiro instar e a mortalidade registrada ap6s 48 h (figura 11) (BANDEIRA et al., 2013;
SANTANA et al., 2022).

4.6 Bioensaio de toxicidade direto larval

O método para a realizacdo dos bioensaios foram baseados na metodologia proposta por
Bandeira et al. (2013). Os testes foram realizados utilizando discos de folhas de couve de 2,5cm
de didametro, diferentes solugdes preparadas com o 6leo essencial, diluido no solvente para
dissolver (WPDA = agua destilada + 1,0% monolaurato de polioxietileno sorbitano + 0,1% de
acido dodecilbenzenossulfénico). Os discos sdo transferidos em triades para placas de Petri
contendo um disco de papel de filtro embebido em 4gua, em cada disco sdo adicionadas dez
larvas de Plutella xylostella, do terceiro instar e em seguida € aplicada a solugdo com o 6leo
essencial utilizando um aerografo e a mortalidade registrada apdés 48 h (Esquema 2)
(BANDEIRA et al., 2013; SANTANA et al., 2022).
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Esquema 2. Preparo do bioensaio de toxicidade

Folha de couve  Discos de couve  Solucdo do OE

. &
Avaliacdo ap6s 48h €— &% @b) -« ? 4
v /
Plutella xylostella Aerografo

Fonte: autora

4.7 Inibicdo de Acetilcolinesterase CEsg

A inibicdo da atividade da acetilcolinesterase (AChE) foi determinada quatitativamente
com base no método descrito por Ellmann (1961) com algumas modificac@es, utilizando um
leitor de microplacas ELISA EZ Read 2000, absorbancia a 405 nm a cada 13 segundos por
cinco vezes. Em placas de 96 pocos, foram utilizadas as seguintes solucdes por pocos: 50 pL
de tampao fosfato 50 mM pH 7.4, 125 pL acido ditionitrobenzoéico (DTNB, 3 mM em tampéao
fosfato 50 mM pH 8), 25 uL de acetilcolinesterase (AChE de enguia elétrica, 1 U/mL em
tampdo fosfato 50 mM pH 7,4) e 25 uL da amostra de 6leo diluida em MeOH, que foram
incubados por 15 min a 25°C. Em seguida, 25 pL de iodeto de acetiltiocolina (ACTIL, 15 mM
em tampéo fosfato 50 mM pH 7,0) foram adicionados como substrato e a atividade de AChE
foi medida. As diluicbes das amostras e dos padrdes positivos utilizadas nas avaliaces
guantitativas em microplaca, que partiram de solucdo mée com concentracdo de 1 mg/mL
foram: 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 6,25 pg/mL, 3,12 pg/mL, 1,56 pg/mL,
e 0,78 pg/mL. O padréo utilizado como controle positivo foi cloridrato de donepizila. Todas as
amostras foram analisadas em triplicata, e apds normalizagdo dos dados, foi realizado teste de

curva de regressao ndo linear pelo programa estatistico GraphPad Prism v7.01.

4.8 Citoxicidade frente a Artemia salina
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O bioensaio de letalidade para larvas de Artemia salina foi realizado utilizando a
metodologia descrita por Meyer et al. (1982) com algumas modificagcbes. Os cistos do
microcrustaceo Artemia salina foram colocados em um recipiente plastico com solugdo salina
artificial (23 g de sal marinho/1 litro de agua destilada/0,7 g de bicarbonato de sddio), sob
iluminacéo artificial, aeragao e controle da temperatura (20-30 °C) para a ecloséo dos ovos por 24
horas. Apos 24 horas, as larvas foram expostas a diferentes concentragdes (10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90 e 100 pg/mL) dos produtos a serem testados por 24 horas, utilizando-se tubos de ensaio,
cada um contendo cerca de 10 nauplios, nas 10 diferentes concentra¢Ges, cada uma em triplicata
constituindo um ensaio, buscando sempre a maior concentracdo em que se observasse 0% de
mortalidade e a menor concentragdo em que se deflagrasse 100% de mortalidade, de modo a obter
a CLso; 24 h (concentracdo letal para 50% da populacdo em 24 h). As solucdes foram preparadas
em 2% de DMSO (dimetilsulfoxido) e avolumadas com solucéo salina artificial. Apds 24 h de
exposicao, foi realizada a contagem de nauplios vivos e mortos e os resultados foram submetidos a

tratamento estatistico utilizando a regressao linear, o qual forneceu os valores de CLso; 24 h.

4.9 Atividade antioxidante

4.9.1 Atividade antioxidante de sequestro de radicais livres DPPH"

A atividade antioxidante dos 0leos essenciais das flores C. echinata foi realizada contra
o radical livre DPPH" seguindo a metodologia de Silva et al. 2006. Solugdes estoque foram
preparadas a partir dos extratos e da fracdo de metanol em vérias concentracfes (0,10 a 5,0
mg/mL). Por meio de analise preliminar, quantidades adequadas de solucdes estoque das
amostras e 450 pL da solu¢ao de DPPH" (23,6 mg/mL em EtOH) foram transferidas para tubos
Eppendorf de 0,5 mL e o volume foi completado com EtOH, apds homogeneizagdo. As
amostras foram sonicadas por 30 min e a quantidade de DPPH" foi registrada em um dispositivo
UV-vis (Biochrom EZ Read 2000) em um comprimento de onda de 517 nm em uma placa de
96 pogos. O acido ascérbico foi usado como controle positivo e todas as concentragdes foram
tes-tadas em triplicata. A porcentagem de atividade de eliminacao (% SA) foi calculada a partir
da equacéo:

% AS =100 x (AbScontrole — AbSamostra)

ADbScontrole
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onde AbScontrole € a absorbancia do controle contendo apenas a solugdo de etanol de DPPH', e
Absamostra € @ absorbancia do radical na presenca da amostra ou acido ascorbico padréo. O indice
de atividade antioxidante (AAl) foi calculado de acordo com Scherer e Godoy, 2009, da se-
guinte forma:
AAI = concentracéo final de DPPH (ug.mL™)
ICso0 (ug.mL™?)
Valores de AAI abaixo de 0,5 indicam baixa atividade antioxidante, valores entre 0,5 e1,0

indicam atividade moderada, valores entre 1,0 e 2,0 indicam atividade forte e valores de AAI

acima de 2,0 indicam atividade antioxidante muito forte.

4.9.2 Atividade antioxidante de sequestro de radicais livres ABTS *

A determinacéo da atividade antioxidante de OE de flores de P. echinata contra o cation
radical ABTS " foi realizada seguindo a metodologia descrita por Re et al., 1999, em um apa-
relho UV-vis (Biochrom EZ Read 2000, Figura 11), utilizando Trolox como o composto pa-
drdo. As concentracfes iniciais das solugdes das amostras foram de 0,1-1,0 mg/mL, com a
adicdo de 450 pL da solucdo radical ABTS ™ para dar concentraces finais de amostras de 2,5—
100,0 ug / mL. As amostras foram protegidas da luz e sonicadas por 6 min. A absorvancia das
amostras e o controle positivo foram medidos em um comprimento de onda de 734 nm usando
uma microplaca de 96 pocos. Cada concentracao foi testada em triplicado. A porcentagem de

atividade de eliminag&o de radicais livres de ABTS * foi calculada pela equagéo:

% AS =100 x (AbScontrole — AbSamostra)

AbScontrole

onde Abscontrole € a absorbancia do controle contendo apenas a solugdo de etanol de ABTS™™, e
Absamostra € @ absorbancia do radical na presenca da amostra ou TROLLOX padréo.

A eficiéncia antirradicalar foi estabelecida por meio de analise de regressdo linear e o intervalo
de confianca de 95% (p <0,05) obtido por meio do programa estatistico GraphPad Prism 5.0.
Os resultados foram expressos através do valor da Concentracdo Efetiva média (CEso), que

representa a concentragdo da amostra necessaria para sequestrar 50% dos radicais.
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4.10 Anédlise estatistica

Apols atenderem aos testes de normalidade e homogeneidade de variancia (Proc
Univariate) os dados de mortalidade e oviposicdo foram submetidos a ANOVA e as
comparacOes das médias realizadas através do teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando
0 software SAS (versdo 9.0) SAS INSTITUTE 2002. Foram determinadas as concentracoes
letais médias (CLso) do Oleo essencial de Plumeria pudica, por meio da anélise de PROBIT
através do software POLO-PC (FINNEY, 1971)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicao quimica dos 6leos esséncias das folhas e flores de P. pudica.

Os 6leos obtidos das folhas e flores de P. pudica apresentaram rendimento de 0,154% e
0,035% com coloragdes amarela e marrom, respectivamente.
A analise da composicdo quimica dos 6leos das folhas e flores de P. pudica revelou a

presenca de 8 e 13 constituintes, representando 99,90 e 97,58% do 6leo respectivamente (Figura

11; Tabela 2).
Figura 11. Cromatograma do OE das folhas e flores de P. pudica.
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Tabela 2. Composicdo quimica do OE das folhas e flores de P. pudica.
Probabilidade
Compostos IR IRP Folhas Flores

(%0)
(2E)-Hexenal 850 846 40,57 - 89,0
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Timol 1297 1289 - 2,71 98,0
Carvacrol 1307 1298 - 26,00 96,0
S-Cariofileno 1415 1417 16,39 0,10 96,0
a-Hunuleno 1452 1452 1,73 0,06 88,0
(E)-p-lonona 1479 1487 1,35 0,04 91,0
n-Pentadecano 1507 1500 0,78 0,68 92,0
Acido laurico (Acido dodecandico) 1587 1565 - 39,97 96,0
n-Hexadecano 1610 1600 1,74 0,67 90,0
Heptadecano 1713 1600 - 1,68 97,0
Acido miristico (Acido tetradecandico) 1783 - 12,77 10,41 96,0
Eicosano 1816 1800 - 0,65 94,0
Heneicosano 1919 1800 - 5,22 97,0
Fitol 1934 1942 24,57 - 95,0
Acido palmitico (Acido hexadecan6ico) 1987 1959 - 3,21 95,0
Octacosano 2022 2000 - 0,90 95,0
Tetracontano 2126 2000 - 4,31 95,0
Estearaldeido (Octadecanal) 2257 - - 0,97 95,0
Total 99,12 97,58
Hidrocarbonetos 42,31 14,11

Derivados de acido graxo 12,77 54,56
Monoterpenos - 28,71
Sesquiterpenos 1947 0,20

Diterpenos 24,57 -

IR?- Indice de Retencéo Calculado. IR? = Indice de Retencdo Obtido. % = area em percentual.

A andlise da composicdo quimica do 6leo essencial das folhas de P. pudica revelou

predominancia de compostos pertencentes a classe quimica dos hidrocarbonetos (42,31%),

seqguido de diterpenos (24,57%), sesquiterpenos (19,47%) e derivados de &cidos graxos

(12,77%). Os principais compostos identificados no 6leo das folhas foram o (2E)-hexenal
(40,67%), fitol (24.57%), p-cariofileno (16,39%) e &cido miristico (C14:0) (12.77%) (Figura

14).
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Figura 12. Principais compostos identificados no 6leo essencial das folhas de P. pudica.
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Por outro lado, os Oleos das flores de P. pudica revelou como classe quimica
majoritarios derivados de &acido graxo (54,56%), seguido de fenilpropanoides (28,71%) e
monoterpenos (14,11%). Os compostos majoritarios identificados no 6leo foram o acido laurico
(C12:0) (39,97%), carvacrol (26,00%) e &cido miristico (C14:0) (10,41%) (Figura 15).
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Figura 13. Principais compostos identificados no 6leo das flores de P. pudica.
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5.2 Andlise comparativa do 6leo essencial de espécies de Plumeria

Nos oleos aqui investigados verificou-se que apenas seis compostos foram
concomitantemente identificados nos 6leos das folhas e flores. Em nossas analises o (2E)-
hexenal (40,57%) e o fitol (24,57%) identificados no 6leo das folhas de P. pudica ndo foram
detectados no 6leo das flores. Por outro lado, o &cido laurico (39,97 %) e o carvacrol (26,00)
identificados no 6leo das flores ndo foram encontrados no éleo das folhas.

A presenca de acidos graxos como o 4cido palmitico (3,21%) e o acido laurico (39,97%)
identificados em nossas analises para o 6leo das flores da P. pudica, também séo relatados nos
6leos essenciais de outras espécies do género Plumeria. O 6leo essencial da P. rubra (flor
vermelha) analisado por Tohar et al., (2006) coletados na Malésia apresentaram como
constituintes majoritarios acido palmitico (27,2%) e acido linoleico (20,7%). O acido palmitico
também foi encontrado no 6leo essencial da P. acuminata com 32,7% (OAZI et al., 1973).
Tohar et al., (2006) identificou nos 0leos das flores de P. rubra (rosa) o acido laurico (30,8%)
como constituinte majoritario.

Obuzor e colaboradores, 2011, obtiveram na Nigéria, a composi¢do quimica do 6leo
essencial da P. rubra e relataram como constituinte majoritario o nonadecano (15,63%). Esse
resultado esta de acordo com o0s aqui encontrados para a composi¢cdo quimica dos 6leos

essenciais das folhas e flores de P. pudica, que revelou a presenca de diferentes hidrocarbonetos
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como, n-pentadecano (0,78% folhas) (0,68% flores), n-hexadecano (1,74% folhas) (0,67%
flores), heptadecano (1,68% flores), octacosano (0,90% flores), tetracontano (4,31% flores).

No Rio de Janeiro, o dleo essencial das flores de P. rubra foi analisado por Barreto e
colaboradores (2014) e revelou a presenca do humuleno no 6leo. De forma semelhante, o 6leo
das folhas e flores de P. pudica aqui investigados também apresentou o a-humuleno com 1,73%
e 0,06% respectivamente.

Salicilato de benzila foi identificado como constituinte majoritario dos éleos essenciais
das flores de P. alba (33,98+0,04%) coletado na na india (SAHOO et al, 2021), flores de P.
rubra (26,7%) coletada na india (GOSWAMI et al., 2016), flores de P. obtusa (27,58%)
coletada na Tailandia (PITPIANGCHAN et al., 2009) flores de P. obtusa (45,4%) e P. rubra
(20,9%) (flor laranja) coletada na Malésia (TOHAR et al., 2006) e flores de P. acuminata
(TOHAR et al. 2006). Entretanto, o 6leo essencial das folhas e flores de P. pudica que
obtivemos ndo apresenta esse composto.

Em estudo realizado Zhang et al, (2016) com o 6leo das flores de P. rubra forma
acutifélia coletada na China, revelou em sua composi¢cdo quimica a presenca do trans-
Nerolidol. Porém, no 6leo essencial das folhas e flores de P. pudica ndo é encontrado esse
composto.

Os oOleos essenciais das folhas e flores de P. alba coletado na Nigéria, e revelou a
presenca do limoneno (9,1%) e linalol (13,2%) como compostos majoritarios (LAWALA et al,
2014). Este resultado esta de acordo para o encontrado para o 6leo essencial das flores de P.
rubra forma acutifélia obtido por Omata et al., (1991), que também revelou a presenca do
Linalol. Por outro lado, em nossas analises para o 6leo essencial das folhas e flores de P. pudica
esses compostos ndo séo detectados.

Liu e colaboradores (2012), analisaram a composicdo quimica dos 6leos esséncias das
flores de P. rubra e P. rubra variedade acutifélia coletado na China, relatando como
constituintes majoritarios o 9-hexacoseno (14,6%) e acido hexadecanoico (35,8%),
respectivamente. A presenca do acido hexadecanoico também foi detectada na composicéo
quimica das flores da P. acuminata (flor amarela) coletado na Mal&sia por Tohar et al. (2006)
gue revela com percentual de 36,2%. O mesmo composto também foi identificado no 6leo das
flores de P. alba (33,56 — 41,31%) coletado na Indonésia (WARTINI et al., 2014). A
composigdo quimica do 0leo essencial das folhas e flores da P. pudica ndo revelou a presenca

desses compostos.
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Em 2011, Xiao et al, analisou a composicdo quimica dos 6leos essenciais de P. rubra e
obteve como composto em maior abundancia o 1, 6, 10-dodecatrien-3-ol e 0 3, 7, 11-trimetil
acido benzoico. Esses constituintes ndo sdo encontrados no 6leo essencial das folhas e flores de
P. pudica.

Na China, Gong e colaboradores (2019), analisou a composicao quimicas das flores de
P. rubra e relataram como constituinte principal o a-camfolenona (7,12 — 34,43%). Omata et
al. (1992) analisou as flores de P. rubra e obteve o s-feniletilo como composto majoritario. Na
P. pudica, tanto no 6leo das folhas, quanto das flores, este composto nédo foi detectado.

Essa variabilidade observada nas composi¢des quimicas dos 6leos essenciais das
diferentes espécies do género Plumeria, pode ser justificada por conta de fatores genéticos,
diferentes regides de coleta, estacdo do ano e fatores fisiologicos (MORAIS, 2009).

5.3 Bioensaio de toxicidade

O teste do bioensaio de toxicidade residual larval foi realizado com o 6leo essencial das
flores de P. pudica através do contato residual, onde foi aplicado a solugédo do 6leo em discos
de couve e em seguida adicionado as pragas, e do contato direto, onde primeiramente s&o
adicionadas as pragas nos discos de couve e em seguida aplicada a solugdo do 6leo. O teste foi
realizado nas concentracfes de 10puL/mL e 15uL/mL sobre a Plutella xylostella. Para o contato
residual o 6leo essencial ndo revelou toxicidade sobre a praga. J& para o ensaio de contato direto,
a concentragédo de 10pL/mL apresentou uma taxa de mortalidade de 92% e a concentracao de
15uL/mL apresentou uma taxa de mortalidade de 93,10%.

Tabela 3. Pré-teste do bioensaio de toxicidade residual e de contato direto.

P. pudica
Concentragéo pL/mL Contato residual Contato direto
10 0% 92%
15 0% 93,10%

5.4 Inibicdo Acetilcolinesterase

A enzima responsavel por hidrolisar o neurotransmissor acetilcolina (ACh) nas

sinapses colinérgicas é a acetilcolinesterase (AChE). O bom funcionamento do sistema
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colinérgico depende de niveis normais de ACh, um transmissor envolvido no aprendizado e na
memoria (VINUTHA et al., 2007). Este neurotransmissor € encontrado no cérebro e juncdes
neuromusculares e a hidrdlise da acetilcolina é essencial para que as transmissdes sinapticas
colinérgicas ocorram antes da chegada de um novo impulso elétrico (SANTOS, 2009). Esse
processo é realizado pela enzima AChE, que no sistema nervoso, age como mediadora das
sinapses.

Dentre os “defensivos agricolas” mais conhecidos, os organofosforados e carbamatos
possuem 0 mecanismo de acdo toxica de inibicdo da enzima acetilcolinesterase, presente nas
sinapses nervosas do sistema nervoso central e periférico, por isso sdo grupo de inseticidas
genericamente conhecidos como anticolinesterasicos. Esses defensivos atuam basicamente nos
insetos através da via da acetilcolinesterase, porém acabam sendo tdxicos também aos
mamiferos, dai a importancia da busca de compostos que atuem através de outras vias
metabolicas nos insetos e assim apresentem uma menor toxicidade aos mamiferos.

O teste de inibicdo da enzima de AChE foi realizado com os OE das folhas e
flores da P. pudica utilizando as concentragdes 0,78-100 pg/mL. O resultado do teste é

observado na tabela 4.

Tabela 4. Resultado da avaliacdo do teste de inibi¢do da enzima AChE do éleo essencial das folhas e flores de P.

pudica.
Amostras ICs0 pg/mL (x DP)*
P. pudica folha 16,61 (£ 2,12)
P. pudica flor 9,94 (= 1,39)

Controle (cloridrato de
- 5,95 (+ 1,45)
donepizila)

DP = Desvio Padrdo; *Intervalo de Confianga 95%

De acordo com os resultados obtidos, o 0leo essencial das flores foi 0 que apresentou a
maior inibicdo da AChE. Este resultado est4 de acordo com os reportados por Suriyakala e
colaboradores para os extratos das flores de Plumeria pudica na forma de nanoparticulas de
prata, que se mostrou ativo em concentracfes de 0,25-1,50 pg/mL. Porém, nenhum 6leo foi

mais ativo do que o cloridrato de donepizila usado como controle positivo.
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5.5 Atividade de citotoxidade frente a Artemia salina

O ensaio de citotoxidade frente a Artemia salina foi realizado em triplicata para o0 OE
das folhas e flores de P. pudica. Para as concentracdes testadas (10-100 ug /mL) para os dois
Oleos apresentaram nenhuma toxicidade, ndo ha relatos na literatura dessa atividade realizada
para esses 0leos. Esse resultado de baixa toxicidade para espécies do género Plumeria esta de
acordo com a literatura que relata uma dose letal media (DLso) para os extratos de Plumeria
rubra a uma concentracdo de 478,75 ppm para os extatos etandlico das flores e 818,28 ppm
para o extrato das folhas (FONSECA et al., 2020).

5.6 Atividade antioxidante

O indice de atividade antio-xidante para os radicais livres DPPH" foi calculado de
acordo com Scherer e Godoy, (2009). Para os radicais livres ABTS " a eficiéncia antirradicalar
foi estabelecida por meio de uma analise de regressao linear e o intervalo de confianca de 95%,
calculado e obtido pelo programa estatistico GranphPad Prism 5.0. O valor obtido representa a
concentracdo da amostra necessaria para sequestrar 50% dos radicais, e serd expresso através
da Concentracgdo Efetiva média (CEso). Essa analise de regressao linear e intervalo de confianca
foi realizada também para os resultados do teste para os radicais livres DPPH". Os resultados
do ABTS ¢ DPPH’ foram comparados como sendo as referéncias de antioxidante, o TROLOX

e 0 acido ascorbico, respectivamente, como pode ser visto na Tabela 5.

Tabela 5. Atividade antioxidante dos 6leos essenciais das folhas e flores espécies de Plumeria.

CEsp pg/ml (1C 95%)

Amostra
DPPH" ABTS™
: 193,6 20,3
P. pudica (folha)
(160,3 - 221,8) (15,9-22,1)
_ 2497 146,4
P. pudica (flores)
(245,6-254,0) (143,3-148,8)
1,627 -

Ac. ascorbico
(1,431-1,824)

TROLOX - 4,136
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(3,719-5,825)

Acido ascorbico e TROLOX (acido 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxilico) foram usados como
antioxidantes de referéncia. IC = Intervalo de confianca.

Os dois 6leos exibiram atividade antioxidante (Tabela 5). O melhor resultado no teste
DPPH'" e no teste com o radical ABTS *foram encontrados para o 6leo das folhas. Os resultados
para o Gleo das folhas podem ser explicados pelo fato desse 6leo apresentar em sua composi¢do
a presenca de compostos oxigenados como o (2E)-hexenal (40,57%) e o fitol (24,57%) em sua
composic¢do. Propriedade antioxidante é bem relatada para compostos que contém fungdes de
aldeido e alcool como os encontrados em altas porcentagens no éleo das folhas de P. pudica
(EL-GAWAD, 2016; NOGUEIRA NETO et al., 2013).

Comparando os resultados aqui obtidos para o teste DPPH" realizado por Fonseca e
colaboradores (2020), para o extrato etanolico das folhas (495,17 ppm) e flores (782,35 ppm)
de Plumeria rubra coletada no Ceara, verifica-se que os 6leos da P. pudica foi mais ativo. Por
outro lado, os resultados aqui obtidos no teste de DPPH" n&o diferiram estatisticamente para 0s
resultados observados para o extrato metanolico das flores de Plumeria rubra coletada na
Malasia (MOHAMED et al., 2018).
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