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RESUMO

Sparattanthelium botocudorum € uma espécie endémica do Brasil, conhecida comumente como
“Canela-brava” este arbusto esta distribuido no litoral da Paraiba e no estado de Pernambuco.
Mediante a escassez de estudos quimico e bioldgico desta planta a pesquisa teve por objetivo
determinar a composicdo quimica do oOleo essencial das folhas bem como a avaliacdo das
propriedades acaricida, antioxidante e toxicidade frente a Artemia salina. O 06leo essencial,
extraido das folhas frescas, atraves da técnica de hidrodestilagdo com auxilio de um aparelho
do tipo Clevenger, teve um rendimento 0,40 % m/m e sua caracterizagao quimica, através da
Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massas (CG-EM), forneceu como
constituintes majoritarios foram os sesquiterpenos o Germanecreno D com (38,28 %), E-
Nerolidol (18,95 %), p-Cariofileno (14,49 %) e Biciclogermacreno (14,18 %) e o Unico
monoterpeno Z-5-Ocimeno identificado no OE com o percentual de 0,37 %. Os bioensaios de
contato residual foram realizados, com objetivo de identificar os efeitos do 6leo sobre o0 &caro
rajado, demonstraram uma toxicidade promissora. O bioensaio de contato residual, em que 0s
acaros sdo colocados em folhas ja tratadas, apresentou a CLso = 16, 5 pL/mL. Além disso, o
6leo também se mostrou com propriedade ovicida com uma CLso estimada de 1,20 uL/mL. E
sobre a atividade de repeléncia o 6leo apresentou um melhor potencial com a concentracdo de
CLso 8,8 uL/mL. Apoés avaliagdo da atividade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase
verificou que o 6leo essencial das folhas da S. botocudorum inibiu a enzima uma vez que a CLso
obtida foi de 2,9 ug/mL abaixo da CLsp do controle positivo que é 5,95 ug/mL. Além disso, OE
apresentou propriedade antioxidante pra o radical livre DPPH" estimando uma CEso = 110,3
pg/mL, enquanto para o radical livre ABTS " foi de CEso = 49,23 pg/mL. Por fim, o 6leo exibiu
uma concentracdo de toxicidade de 700 pug/mL para o teste de toxicidade frente a A. salina que
comparado com o que descrito na literatura ndo teve toxicidade. Diante disso, o estudo mostrou
que 6leo essencial apresentou efeitos semelhantes e promissores comparado a acaricidas ja
comercializados, e que os bioensaios demonstraram diferentes vias de atuacdo logo atuam com
mecanismos distintos sobre praga e de apresenta propriedade bioldgica de atividade

antioxidante.

PALAVRAS-CHAVE: Sparattanthelium botocudorum, éleo essencial, Tetranychus urticae,

antioxidante.



ABSTRACT

Sparattanthelium botocudorum is a species endemic to Brazil, commonly known as “Canela-
brava”, this shrub is distributed on the coast of Paraiba and in the state of Pernambuco. Due to
the scarcity of chemical and biological studies on this plant, the research aimed to determine
the chemical composition of the essential oil of the leaves as well as the evaluation of the
acaricidal, antioxidant and toxicity properties against Artemia salina. The essential oil,
extracted from fresh leaves, through the hydrodistillation technique with the aid of a Clevenger-
type device, had a yield of 0.40% m/m and its chemical characterization, through Gas
Chromatography coupled to the Mass Spectrometer (CG-MS), emerged as the majority
constituents were the sesquiterpenes Germanecrene D with (38.28 %), E-Nerolidol (18.95 %),
S-Caryophyllene (14.49 %) and Biciclogermacrene (14.18 %) and the single monoterpene Z-f-
Ocimene identified in the OE with a percentage of 0.37%. Residual contact bioassays were
carried out, with the aim of identifying the effects of the oil on the two-spotted mite, and showed
promising toxicity. The residual contact bioassay, in which the mites are arranged on already
treated leaves, showed LCso = 16.5 uL/mL. Furthermore, the oil also demonstrated ovicidal
properties with an estimated LCso of 1.20 pL/mL. And regarding repellency activity, the oil
showed a better potential with the LC3zo concentration 8.8 uL/mL. After evaluating the inhibition
activity of the acetylcholinesterase enzyme, the essential oil from the leaves of S. botocudorum
inhibited the enzyme, since the LCso resulted was 2.9 pg/mL below the LCso of the positive
control, which is 5.95 pug/mL. mL. Furthermore, OE presented antioxidant properties for the
free radical DPPH ", estimating an ECso= 110.3 pug/mL, while for the free radical ABTS * it was
ECso = 49.23 pg/mL. Finally, the oil exhibited a toxicity concentration of 700 pug/mL for the
toxicity test against A. salina, which compared to what described in the literature had no
toxicity. Therefore, the study showed that the essential oil presented similar and promising
effects compared to already commercialized acaricides, and that the bioassays presented
different routes of action, therefore acting with different mechanisms on the pest and presenting

a biological property of antioxidant activity.

KEYWORDS: Sparattanthelium botocudorum, essential oil, Tetranychus urticae, antioxidant.
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1 INTRODUCAO

O Tetranychus urticae Koch, popularmente conhecido como acaro-rajado, € reponsavel
pelo ataque a diversos cultivos ao redor do mundo. O T. urticae é considerado um dos principais
acaros pragas do mundo, pois ataca cerca de 1.200 plantas diferentes, incluindo plantas de alto
valor econdmico como algodao, feijao, milho, soja, mamao, macieira, videira, alface, batata,
berinjela, melancia, meldo, morangueiro, pepino e tomateiro, além de plantas ornamentais
(Guzzo et al., 2016).

Dentre as muitas alternativas para o controle da T. urticae, o controle quimico é o mais
abordado, com a utilizagdo dos inseticidas comerciais, principalmente aqueles a base de
compostos das classes dos carbamatos e organofosforados. Porém, os usos indiscriminados
desses acaricidas acaba contaminando o meio-ambiente e acarretam 0 surgimento de
populaces resistentes aos principios ativos dos inseticidas (Bassos; Siqueira; Richards, 2021).
Além disso, muitos desses acaricidas que sdo utilizados no controle da praga tém seus efeitos
sobre organismos ndo-alvos, pois atingem mecanismos de acdo de enzimas esterases, como a

acetilcolinesterase (Knapik, 2018).

A aplicacdo dos inseticidas acima dos niveis recomendados ndo é permitida no Brasil,
conforme o artigo 65 do Decreto 4.074/2002 que regulamenta a Lei de Agroquimicos. Porém,
é comum a comercializacdo desses produtos sem nenhuma restricdo e sem orientacfes para a

utilizacdo (Lopes e Albuquerque, 2018).

Desde 2008, o Brasil tem se destacado mundialmente como o pais com maior consumo

de inseticidas e esse aumento esta atrelado ao desenvolvimento do agronegécio (INCA, 2019).
Segundo a Embrapa (2021), no mundo, anualmente sdo usados aproximadamente 2,5 milhdes
de toneladas de agrotoxicos e o consumo anual no Brasil tem sido superior a 300 mil toneladas
de produtos comerciais. Quando esses valores sdo expressos em quantidade de ingrediente-

ativo (i.a.), sdo consumidas anualmente cerca de 130 mil toneladas no pais; representando um

aumento no consumo de agrotéxicos de 700% nos Gltimos quarenta anos (Embrapa, 2021).

Como alternativa sustentavel ao uso dos pesticidas sintéticos, a aplicacdo de produtos
oriundos de plantas (extratos, pos, Oleos essenciais e/ou compostos puros) vem ganhando
espaco na formulagdo de inseticidas bot&nicos, pois minimizam os impactos ambientais
reduzindo o acumulo de residuos no solo e sdo biodegradaveis (Costa et al., 2019). Por

apresentarem uma rapida volatilizacdo, que minimiza a contaminagdo do meio ambiente e a
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presenca de residuos, esses Oleos essenciais vém sendo cada vez mais investigados quanto a

suas aplicagfes como inseticidas botanicos (Bizzo e Rezende, 2022).

Os 0leos essenciais obtidos de plantas sdo relatados por apresentar uma gama de
propriedades bioldgicas, tais como, atividade acaricida, antifungicas, antimicrobianas,
citostaticas, inseticidas, larvicidas, anti-helminticas e carrapaticidas. O Brasil apresenta uma
das maiores biodiversidades de plantas do mundo, distribuidas em 5 biomas diferentes
(Caatinga, Amazonia, Pampas, Mata Atléantica e Cerrado). Apesar disso, apenas cerca de 20%
foram estudadas quimica e biologicamente até 0 momento. Dentre essas espécies, podemos

destacar aquelas pertencentes a familia Hernandiaceae (Otoni, 2018).

A familia Hernandiaceae é composta por cinco géneros com cerca de 60 espécies,
distribuidas em é&reas subtropicais e tropicais. Dentre 0s géneros conhecidos, apenas
Gyrocarpus, Hernandia e Sparattanthelium ocorrem no Brasil (Pereira et al., 2007).

O género Sparattanthelium é representado por 15 espécies, encontradas principalmente
em areas tropicais (Pereira et al., 2007). Entre elas, as espécies S. amazonum, S. uncigerume S.
botocudorum séo relatadas pela produgéo de compostos das classes dos sesquiterpenos e dos
alcaloides encontrados em seus Oleos essenciais e extratos, respectivamente (Almeida et al.,
1991). Em Pernambuco, a espécie Sparattanthelium botocudorum é facilmente encontrada em
fragmentos de Mata Atlantica como a reserva florestal do Jardim Botanico do Recife. A espécie
é altamente produtora de Oleo essencial e a literatura relata para seu 6leo propriedades
fitotoxicas e citotdxicas (Dutra et al., 2020).

Diante disso, 0 objetivo do presente trabalho é determinar a composi¢do quimica do 6leo
das folhas de Sparattanthelium botocudorum que ocorre no estado de Pernambuco e avaliar seu
potencial acaricida contra o T. urticae, bem como potencial de inibicdo da enzima

acetilcolinesterase, o seu potencial antioxidante e avaliar a toxicidade frente as artemias.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a composicao quimica do 6leo essencial das folhas de S. botocudorum e avaliar seu
potencial acaricida, antioxidante e de inibi¢do da enzima acetilcolinesterase e toxicidade sobre
Artemia salina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Obter o 6leo essencial das folhas S. botocudorum pela técnica de hidrodestilagéo;

-ldentificar a composicdo quimica do 6leo essencial S. botocudorum pela técnica de

Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM);

-Avaliar a atividade acaricida (contato residual adulticida e ovicida) estimando a CLso do 6leo

S. botocudorum sobre a praga T. urticae;
-Avaliar o potencial de inibicdo para a enzima acetilcolinesterase do 6leo S. botocudorum;
-Avaliar o seu potencial de repeléncia sobre a praga T. urticae;

-Avaliar a atividade antioxidante (sequestro de radicais livies ABTS* e DPPH") do 6leo

essencial da S. botocudorum;

-Estimar a letalidade do 6leo essencial da S. botocudorum frente a nduplios de Artemia salina.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Tetranychus urticae (ACARO RAJADO)

No Brasil, encontram-se apenas seis espécies de acaros de importancia econémica.
Dentre essas, apenas 0 acaro rajado (Tetranychus urticae Koch, 1836), (Acari: Tetranychidae)
é considerado uma das principais pragas agricolas do mundo. Os primeiros relatos da praga
apareceram nas décadas de 20 e 30 em diferentes cultivos no Estado da Bahia (Moraes e
Flechtmann, 2008).

Com comportamento cosmopolita e polifago, ele é hospedeiro de diversas culturas de
alto valor econémico como algodao, feijdo, milho, soja, maméo, macieira, videira, alface,
batata, berinjela, melancia, meldo, morango, pepino e tomate, além de plantas ornamentais
(Moraes e Flechtmann, 2008). Distribuido de Norte ao Sul do Brasil, o acaro rajado, pode causar
prejuizos tanto no campo quanto em ambientes protegidos, como em casas de vegetacdo, em
que as condicdes sdo de umidade baixa e temperatura elevada, ideais para seu desenvolvimento
(Boom, et al., 2003; Fadini et al., 2004).

3.2 Ciclo de vida

Cada fémea do &caro rajado pode ovipositar mais de 100 ovos durante seu periodo fértil.
A ovoposicao € seguida pela eclosdo das larvas e desenvolvimento das fases de protoninfa,
deutoninfa e adulto, esse processo pode durar até 12 dias (Figura 1). Na fase adulta, o acaro
pode viver por até 25 dias, dependendo das condi¢des de disponibilidade de alimentos (Lopes
etal., 2023).

Figura 1. Etapas do ciclo de vida do caro rajado.
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Fonte: Autora (2024).

Segundo Santamaria et al., (2020), as fémeas do T. urticae podem produzir mais de 100
ovos de tamanhos diferentes dependendo do sexo do embrido, uma vez que esta espécie se

reproduz por arrenotoquia, uma forma de partenogénese na qual os machos se desenvolvem a
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partir de ovos ndo fertilizados, enquanto as fémeas diploides derivam de ovos fertilizados. Além
disso, no atual cenério de alteragGes climaticas associadas a condi¢fes secas e quentes, o T.
uticae encurta seu ciclo de vida produzindo mais geracGes por ano e ampliando a gama de

plantas hospedeiras.

Em detrimento ao seu rapido desenvolvimento, curto tempo de geracdo e alta taxa
reprodutiva, os danos causados pela praga T. urticae atingem niveis populacionais prejudiciais
muito rapido. Isso faz com que tenha como resultado o declinio de forma igualitaria para a vida
das plantas hospedeiras. A reproducéo do T. urticae é muito sensivel a uma ampla variedade de
fatores intrinsecos e condigdes extrinsecas utilizadas em seu controle biolégico (Awad et al.,
2022; Susurluk, 2022).

Uma unica fémea (Figura 2), ndo fertilizada pode dar origem a uma nova populagéo de
T. urticae. Produzindo novas geracdes de acaros que poderdo entdo inseminar-se e que a partir
dai j& podera produzir novas geragdes. E justamente essa capacidade que € vista como um dos
fatores determinantes para a rapida selecdo de linhagens de &caros resistentes aos acaricidas

convencionais (Moraes e Flechtmann, 2008).

Figura 2. Acaro rajado — T. urticae fémea adulta.

Fonte: Autora (2024).

Os niveis populacionais do acaro rajado tolerados por algumas espécies, como plantas
ornamentais em casa de vegetacdo séo extremamente baixos. Estudos feitos em uma plantagéo
de roseiras, identificaram que a presenca de cinco fémeas adultas de T. urticae em folhas novas

resultaram em danos visiveis ap6s um dia. Algumas dessas infestagdes acontecem devido ao
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fato de que no estagio adulto o &caro normalmente suga a seiva da epiderme das folhas
inferiores, o que acaba provocando o amarelecimento e descoloracdo Fadini et al., (2004).

Outra consequéncia é que em casos de infestacOes severas isso pode gerar meios de
infestacdes secundarias como, por exemplo, por fungos, bactérias e virus que frequentemente
causam danos adicionais consideraveis. Para combater esses danos ocasionados pelos &caros
na agricultura, o controle utilizado por acaricidas quimicos gera diversos problemas devido ao
seu uso indiscriminado, ciclo de vida curto, populacdo com alto crescimento e a sua capacidade
de desenvolver rapidamente resisténcia a mais de 80 acaricidas com algumas aplicacdes.
Consequentemente, a extensdo do acaricida quimico utilizado no controle pode compreender a
comercializacdo de sistemas agricolas e induzir impactos nocivos ao meio ambiente e & saude

humana, bem como, a organismos ndo alvo, como é o caso das abelhas (Farouk et al., 2021).

3.3 Resisténcia acaricida

Desde a primeira ocorréncia em 1985 de casos referente ao acaro rajado, muitos
organismos fitéfagos, em especial a espécie T. urticae, conseguiram adquirir mecanismos que
servem de defesa contra as plantas por meio de trés estratégias principais: evitacdo, resisténcia
metabolica e supressdo. A evitacdo consiste em defesas induzidas pelas proprias plantas que
acarreta numa mudanca comportamental, enquanto as outras duas estratégias fazem a praga
lidar com os metabdlitos vegetais ingeridos. A resisténcia metabolica contra as moléculas que
sdo toxicas é desenvolvida por meio do mecanismo da insensibilidade ao local alvo ou de
mecanismos de desintoxicacdo que implicam em modificacdo, degradacdo e/ou secrecdo de
metabolitos (Castro, 2018; Dawkar et al., 2013). E por ultimo, a supressdo € um tipo de defesa
alcancada por meio da sabotagem de aterfatos moleculares da planta hospedeira. Logo, 0s
acaros fitdfagos desenvolvem moléculas que serdo especializadas e secretadas dentro ou sobre
0 seu hospedeiro para interferir de diferentes maneiras na capacidade do seu hospedeiro de se
defender (Kant et al., 2015).

O Acaro rajado é um dos exemplos que mais causam prejuizos por ser polifago com alta
capacidade de adaptagédo a novas plantas e de rapido desenvolvimento de resisténcia a pesticidas
comerciais, que é atribuido a combinacéo das trés estratégias, ja citadas, que juntas maximizam
para esse desempenho. A propria forma com que 0s acaros se alimentam serve como um
mecanismo de defesa, eles tentam evitar a inducdo das defesas das plantas. O estilete, contido

no aparelho bucal do acaro, penetra os estdbmatos ou células do tecido epidérmico atingindo as
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células unicas do mesofilo, evitando danos epidérmicos, 0 que minimiza a detec¢do do ataque,

atrasando assim a resposta da planta (Bensoussan et al., 2016).

3.4 MEIOS DE CONTROLE DA PRAGA
3.4.1 Pesticidas

Os primeiros pesticidas desenvolvidos foram a base de compostos de origem natural
que apresentavam alta toxicidade, tais como, o piretréides, nicotina e alguns elementos
inorgénicos como o mercurio e o enxofre (Jonatan, 1989). Segundo Kumar et al., (2021) os
pesticidas sdo uma mistura de substancias destinadas a controlar, atenuar ou suprimir o
desenvolvimento de pragas (organismos indesejaveis). Essas pragas geralmente sdo patégenas
de plantas, nematoides, micro-organismos e insetos que competem com a alimentagdo humana
e sdo responsaveis pela transmissdo de doencas e pela destruicdo de plantagfes. Outra definigdo
sobre os pesticidas é dada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), na qual afirma que
pesticidas sdo considerados uma classe especial de compostos quimicos e que sua utilizacéo é

para matar uma ampla gama de pragas que incluem desde insetos, ervas daninhas e roedores.

3.4.2 Classificagdes dos pesticidas

Com relagéo aos pesticidas, eles podem ser classificados amplamente com base na sua
origem, como naturais, sintéticos, semissintéticos e os biopesticidas. De acordo com Campos
et al., (2016), os pesticidas que sdo isolados a partir de fontes naturais, como plantas ou
microbios, sdo denominados como pesticidas naturais. Esses tipos de pesticidas ndo sao toxicos
para os mamiferos e, além disso, sdo biodegradaveis. Pode-se citar 0s que sdo mais comumente

usados, sendo eles: piretrdides, rotenona e nicotina.

Jé se tratando dos biopesticidas, podemos denominar como aqueles que sao produzidos
naturalmente por organismos vivos, como micro-organismos, ervas, plantas etc. Em
comparacao aos pesticidas sintéticos estes apresentam uma maior seguranga, pois apresentam
menor toxicidade para os sistemas vivos, ou seja, contribuem como sendo um dos mecanismos
de defesa contra as infestacOes das pragas nos campos agricolas sendo vital para um rendimento
das culturas (Natal, 2021). Estas substancias naturais conseguem remover de forma eficiente a
praga alvo e proporcionam muitos outros beneficios, por exemplo, ao utilizar esses

biopesticidas, minimizam os danos causados pela poluicdo ambiental (Gartia et al., 2019).

Além dos que ja foram citados, temos o0s semissintéticos e os sintéticos. Os

semissintéticos sdo definidos como substdncias biologicamente ativas que sofreram
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modificacdo molecular, sendo uma das principais estratégias, visar o melhoramento dos efeitos
bioldgicos e reduzir eventuais efeitos prejudiciais. J& os sintéticos, definem-se como sendo 0s
artificiais e que sdo formados pela modificacdo de minerais ou compostos quimicos. Dentre 0s
tipos de pesticidas que sd@o mais utilizados no mundo, os sintéticos se destacam. Estudos
demonstraram que os pesticidas organicos e inorganicos sintéticos sdo muito estaveis na
natureza e podem acumular-se ao longo do tempo, ou seja, 0s organoclorados,

organofosforados, piretroides e carbamatos (Jayaraj et al., 2016).

3.4.3 Pesticidas sintéticos e os impactos ambientais

Apesar do uso dos pesticidas serem vistos como um dos aspectos pertinentes das
atividades agricolas modernas, o uso indiscriminado dos pesticidas sintéticos vem ganhando
cada vez mais atencdo. A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) estima
que existem mais de 4.000 aditivos usados em formulacBes de pesticidas disponiveis
comercialmente, com 374 deles designados como “toxicos” pelas leis federais dos EUA
(Weinhold, 2010). Agora em relacdo ao Brasil, segundo a Embrapa (2021), anualmente séo
usados no mundo aproximadamente 2,5 milhdes de toneladas de agrotoxicos e o consumo anual
de agrotdxicos no Brasil tem sido superior a 300 mil toneladas de produtos comerciais. Expresso
em quantidade de ingrediente-ativo (i.a.), sdo consumidas anualmente cerca de 130 mil
toneladas no pais; representando um aumento no consumo de agrotéxicos de 700% nos ultimos

quarenta anos, enquanto a area agricola aumentou 78% nesse periodo (Embrapa, 2021).

Esses produtos quimicos protegem as planta¢fes de uma variedade de insetos, pragas e
entre outros, como ja foi mencionado. Com o passar dos anos, a sua aplicacdo aumentou
dramaticamente o que ocasionou diversos problemas no meio ambiente e na salude humana,
podendo citar os casos de doencas pulmonares, da prostata, pele e garganta, cancro, leucemia e
hipertensdo. A propria legislacdo se tornou mais restritiva sobre o uso de pesticidas sintéticos
devido ao aumento da resisténcia nas populacdes das pragas. A maioria desses inseticidas
afetam o sistema nervoso em varios locais-alvo, eles podem interferir no sistema de transporte
de membrana de ions sodio, potassio, célcio ou cloreto, ocorrendo a inibicdo das atividades
enzimaticas seletivas envolvidas na transmissdo quimica nas terminacdes nervosas (Sharma et
al., 2020).

Além disso, a maioria dos pesticidas sintéticos séo toxicos e levam mais tempo para se
degradar no meio ambiente, o que acaba gerando implicagdes ambientais imensas devido ao

uso indiscriminado. Sendo assim, é imprescindivel a substituicao deste tipo de produtos nocivos
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por compostos mais sustentaveis que sejam biodegradaveis e que continuem a desempenhar o
papel de protecdo das colheitas. Atualmente, a procura por uma alternativa para essa
problematica vem tendo um crescimento significativo e a avaliacdo de inseticidas botanicos
como alternativa no controle de pragas tem sido vista como importante porque estes possuem
menos efeitos adversos para 0s organismos ndo-alvo, ecossistemas e salde humana (Kumar et
al., 2021; Sain et al., 2019).

Portanto, investigar como 0s muitos componentes dos 6leos interagem com esses alvos
moleculares pode ser a chave para entender por que alguns exibem propriedades inseticidas e
larvicidas. Além do grande conjunto de evidéncias experimentais que sugerem as propriedades
desses Oleos, precisam ser esclarecidos ou melhor compreendidos 0s seus mecanismos

bioquimicos de acéo.

3.5 OLEOS ESSENCIAS
3.5.1 Definicéo

Segundo Simdes et al., (2004), os Oleos essenciais sdo misturas complexas de
substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, podendo ser chamados de
Oleos essenciais, 0leos etéreos ou esséncias. Essas denominacgdes derivam de algumas de suas
caracteristicas fisico-quimicas, como por exemplo, a de serem geralmente liquidos de aparéncia
oleosa a temperatura ambiente, advindo, dai, a designacdo de 6leo. Entretanto, sua principal
caracteristica é a volatilidade, difericiando-se, assim, dos Oleos fixos que sdo misturas de
substancias lipidicas, obtidos geralmente de sementes. Outra caracteristica importante é o
aroma agradavel e intenso da maioria dos 6leos volateis, sendo, por isso, também chamados de
essenciais. Além disso, eles séo soltveis em solventes orgénicos apolares, como por exemplo
éter. Em agua, os Oleos volateis apresentam solubilidade limitada, mas suficiente para

aromatizar as solugdes aquosas, que séo denominadas como hidrolatos.

3.5.2 Composic¢do quimica

Os Gleos séo interessantes por apresentarem uma diversidade de atividades bioldgicas e
geralmente sdo constituidos por hidrocarbonetos e compostos oxigenados. Com relacdo aos
hidrocarbonetos, eles podem ser nomeados como monoterpenos (CioHis), diterpenos e
sesquiterpenos (Ci1sH24), € sobre os componentes oxigenados podem ser encontradas funcgdes

organicas, tais como alcoois, aldeidos alifaticos e ésteres. Os monoterpenos, que estao presentes
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na composi¢do dos Oleos (Figura 3), apresentam uma variedade em suas estruturas quimicas
entre si. Atraves dessa variedade estrutural eles podem ser divididas em oitos grupos: (1) alcoois
aciclicos, como o linalol, geraniol e citronelol; (2) alcoois ciclicos, como o mentol, isopulegol
e terpeniol; (3) alcoois biciclicos, como o borneol e verbenol; (4) compostos fendlicos, como o
timol e carvacrol; (5) cetonas, como a carvona, mentona e tujona; (6) aldeidos, como o citronelal
e citral; (7) acidos, como &cido crisantémico e (8) éteres, como o cineol (Lyu et al.,2019).

Figura 3. Exemplos de compostos presentes na composicdo quimica dos 6leos essenciais.
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Fonte: Autora (2024).

Embora os 6leos apresentem essa diversidade na sua composicao quimica, 0S Compostos
principais ou 0s compostos majoritarios sdo encontrados em concentragdes elevadas variando
entre 20 - 85% da composicdo quimica do éleo. Por outro lado, os demais compostos que sdo
encontrados em percentuais minimos sdo desconsiderados quando é realizado a identificagdo
da composicdo quimica dos 6leos. Na literatura ja se tem dados sobre as atividades bioldgicas
referente a composi¢do quimica dos 6leos essenciais, como antimicrobiana, antibacteriano,
antifngico, antimofo, antiviral, controle de pragas, repelentes de insetos entre outras, sdo as

que podem ser destacadas (Dimas e Dimas, 2015; Amoriti, 2013).

Os Oleos séo biossintetizados em diferentes Orgdos vegetais como metabolitos

secundarios, como, por exemplo, flores, ervas, brotos, folhas, frutas, galhos, casca, raspas,
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sementes, raizes etc. Esses compostos podem ser liberados na forma de aroma através das
células epidérmicas das pétalas ou acumulados e armazenados em diferentes partes anatdmicas
da planta como, por exemplo, células secretoras intracelulares, tricomas glandulares e, por fim,
canais secretores (Simdes et al., 2007). A variacdo da composi¢do quimica desses oOleos é
decorrente das influéncias genéticas, geogréficas, sazonais, climaticas ou outras. Uma outra
caracteristica que esta atrelada a limitagdo do uso dos 0Oleos ¢ a facil degradacéo, por oxidacéo,
aquecimento e luz se ndo estiverem protegidos de fatores externos (Simdes et al., 2007).
Contudo, uma das solucBGes para essa problematica € a protecdo dos Gleos por meio de
encapsulamento, na qual prolonga a sua acéo e possibilita uma liberagdo controlada (Asbahani
etal., 2015).

3.5.3 Classificacdo quimica dos 6leos essenciais

Metabolitos secundarios em plantas sdo classificados de forma geral em alcaldides,
compostos fendlicos e terpendides. A classificacdo dada por Simdes et al., (2004), afirma que
quimicamente a grande maioria dos 6leos voléteis é constituida de derivados fenilpropandides
ou de terpendides, sendo os terpendides os que mais se destacam. O ciclo biossintético esta
representado na Figura 4.

Figura 4. Ciclo biossintético dos metabdlitos secundérios.
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Os fenilpropandides sdo formados a partir do acido chiquimico, que forma as unidades
bésicas dos acidos cindmicos e p-cumarico. Essa classe tem como precursores diferentes
aminoacidos, entre eles a fenilalanina, a tirosina e a dihidroxifenilalanina, que também séo
originadas do acido chiquimico. Estruturalmente, eles sdo formados por um anel benzénico
ligado a cadeia lateral com trés carbonos, em que possui uma dupla ligacdo e podendo
apresentar um grupo funcional com oxigénio. Os principais fenilpropanoides conhecidos sdo:

eugenol, elemicina e dilapiol (Alves et al., 2022).

Em relacdo aos terpendides, podem ser definidos como produtos do metabolismo
secundario que sdo encontrados nos pélos glandulares ou nas cavidades secretoras da parede
celular vegetal das folhas, caules, cascas, flores, raizes e frutos. A composi¢do dos terpendides
apresentam uma grande variedade na natureza onde estdo bem distribuidos. Assim, como
consequéncia dessa diversidade, eles desempenham importantes fungdes, tais como, fisiologica,
metabdlica, de comunicacdo e defesa (Natal, 2021). Esses compostos quimicos sao modificados
a partir de terpenos (CsHs)n, cuja unidade basica é o isopreno (CsHs), ao ser adicionado a
moléculas de oxigénio ou removido um grupo metil, pode-se formar derivados terpendides que
pode ser alcoois, ésteres, aldeidos, cetonas, éteres, fendis e epdxidos. Em relacdo a sua
classificacdo, é feita com base no nimero de atomos de carbono, em hemi- (Cs), mono- (Cio),
sesqui- (Csis), di- (C2o), sester- (Cas), tri- (Cao), tetra- (Cao) € politerpenos (C>40), dependendo
do numero de unidades de isopreno, na qual pode ser observado na figura 5 (Natal, 2021).

Figura 5. Biossintese dos compostos terpénicos. Via cléssica e via alternativa.
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E-Nerolidol

Os monoterpenos (Cio) ttm um papel fundamental na defesa das plantas contra

patdgenos, apresentando atividade inseticida para muitos insetos, tais como abelhas, vespas,

besouros e borboletas. Estes tipos de compostos sdo empregados em varios inseticidas

comerciais por apresentarem baixa toxicidade para os mamiferos. Os sesquiterpenos (Cs) estéo

presentes em 6leos essenciais e atuam como fitoalexinas, compostos antibidticos produzidos

durante o ataque microbiano. Varios compostos biologicamente ativos como, acidos biliares,

horménios sexuais, glicosideos cardioativos, corticosteroides e saponinas sdo exemplos de
triterpenos (Cso) (Diniz, 2006; ATik, 2020).
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3.6 METODO DE EXTRACAO

A obtengdo dos Oleos essenciais é baseada na extragdo, tendo como principio a
separagdo de fragdes de compostos ativos da planta utilizando solventes seletivos através de
procedimentos padrdo. A extracdo tem como objetivo separar os metabdlitos solUveis da planta
dos insolaveis (residuos). Assim, os componentes desejados do material vegetal sdo isolados e,
posteriormente, caracterizados. Esse processo € critico e determinante para a bioatividade dos
constituintes quimicos, pelo fato das plantas possuirem uma mistura complexa. A qualidade e
a quantidade dos compostos ativos sdo influenciadas pela técnica de extracdo, pela parte da
planta utilizada, pelos solventes e pelo tipo de equipamento utilizado (Piszcz et al., 2014; Patra
et al.,2018).

Com relagdo ao soluto de interesse durante o processo de extracdo, os solventes
utilizados devem ter uma polaridade semelhante a do soluto, sendo que as suas caracteristicas
quimicas podem variar de polares e apolares. Um exemplo disso € que 0os compostos bioativos
hidrofilicos exigem solventes polares como o metanol e etanol de modo semelhante, o
isolamento de compostos fendlicos, assim como, metabolitos secundarios das plantas exige a
selecdo de solventes polares com pontos de ebulicdo baixos como o metanol, etanol, acetona

pura ou mistura de acetona/agua (Yahya et al., 2018).

Segundo Mahfud et al., (2017), a hidrodestilacdo é o método mais simples e mais antigo
utilizado para a extracdo de 6leos essenciais. A extracdo é realizada por meio do aparelho do
tipo clevenger modificado. O material vegetal é imerso diretamente em agua, dentro de um
baldo e € levado a ebulicdo. O dispositivo de extracao inclui uma fonte de aquecimento, seguida
de um bal&o onde € colocada a 4gua e o material vegetal, um condensador e um recipiente para

coletar os 6leos.

O principio da extracdo concentra-se na destilacdo azeotropica, em que a pressao
atmosférica, durante o aquecimento, faz com que as moléculas de dgua e 6leo essencial formem
uma mistura heterogénea que atinge o seu ponto de ebulicdo proximo de 100 °C, isso faz com
que seja permitada a obtencdo dos 6leos, cujos componentes tém ponto de ebulicdo mais
elevados. A vantagem nesse processo é que ao utilizar a agua como solvente, ela é imiscivel
com a maioria das moléculas terpénicas dos 0leos e, portanto, apds a condensacgdo, 0s 6leos
essenciais podem ser facilmente separados da agua por extracdo com solvente organico (Li et
al., 2014; Waseem, 2015; Youse et al.,2019).
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3.7 ESPECIE DE PLANTA ESTUDADA: Sparattanthelium botocudorum
3.7.1 Género e familia

A familia Hernandiaceae abrange cerca de cinco géneros e 60 espécies, distribuidas em
areas subtropicais e tropicais. Dentre elas, apenas Gyrocarpus, Hernandia e Sparattanthelium
ocorrem no Brasil. O género Sparattanthelium é representado por cerca de 15 espécies,
existentes principalmente em &reas tropicais. Entre elas, apenas quatros espécies foram
estudadas até hoje: Sparattanthelium amazonum Martius, Sparattanthelium uncigerum Meissn
e Sparattanthelium botocudorum Mart e Sparattanthelium tupiniquinorum. Desta ultima foi
realizada a andlise das folhas e caules de Sparattanthelium tupiniquinorum Martius e foi

possivel identificar diterpenos e sesquiterpenos (Pereira et al.,2007).

A familia Hernandiaceae também se encontra distribuida nas tribos Gyrocarpoidea
(Gyrocarpus e Sparattanthelium) e Hernandoidea (Hernandia, llligera e Valvanthera). Os
principais metabolitos secundarios encontrados em diversas espécies desta familia sdo os
alcaldides e lignanas. Entretanto, quando se remete ao género Sparattanthelium, apenas
alcal6ides aporfina e benzilisoquinolina, flavonoides e sesquiterpenos foram identificados
(Pereira et al.,2007).

3.7.2 Classificagdes taxonémica - Sparattanthelium botocudorum Mart

Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta

Classe: Magnoliopsida

Ordem: Laurales

Familia: Hernandiaceae

Género: Sparattanthelium

Espeécie: Sparattanthelium botocudorum

Variagéo: Sparattanthelium botocudorum var. subtriplinerve


https://ala-bie.sibbr.gov.br/ala-bie/species/395631#classification
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Figura 6. Sparattanthelium botocudorum.

Fonte: Autora (2024).

A Sparattanthelium botocudorum Mart é uma espécie endémica do Brasil e ela esta
distribuida nas seguintes regides do Brasil (Figura 7), tais como: Norte (Acre, Amazonas, Para,
Rond6nia e Tocantins), Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceard, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco,
Piaui e Sergipe), Centro-Oeste (Mato Grosso do Sul e Mato Grosso) e Sudeste (Espirito Santo
e Rio de Janeiro). Esta espécie apresenta como dominios Fitogeograficos a Amazonia,
Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica (Reflora, 2024). E segundo Almeida et al., (1991), a
Sparattanthelium botocudorum é arbusto amplamente distribuido no litoral de Pernambuco e

na Paraiba onde é comumente conhecida como “Canela-brava”.

Figura 7. Mapa de ocorréncia da espécie Sparattanthelium botocudorum.

AM Y d L e S

Fonte: Reflora (2024).
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3.8 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os antioxidantes podem ser definidos como compostos aromaticos que contém
pelo menos uma hidroxila, podendo ser sintéticos como, por exemplo, o butil
hidroxianisol (BHA) ou naturais, como é o caso dos compostos fendlicos,
organosulfurados e terpenos, que fazem parte da constituicdo de diversos vegetais. Sobre
0s antioxidantes sintéticos, j& existem estudos que abordam o potencial toxicologico
destes compostos na qual demonstram que podem ser carcinogénicos. Desta forma,
pesquisadores estdo buscando cada vez mais encontrar novos compostos naturais que
apresentem atividades antioxidantes, na tentativa de substituir os antioxidantes

sintéticos, visando diminuir a quantidade de uso em alimentos (Soares, 2002).

Segundo Niciforovic et al., (2010), as plantas sdo capazes de sintetizar
compostos antioxidantes, principalmente os compostos fenolicos (Figura 8), que
participam dos mecanismos de defesa contra danos oxidativos causados por espécies
reativas de oxigénio. Os compostos fendlicos sdo encontrados em plantas e sdo
considerados antioxidantes primarios e atuam capturando ou neutralizando radicais
livres. As propriedades antioxidantes dos 6leos essenciais cada vez mais tém sido
estudadas, bem como a composicdo desses Oleos e as suas propriedades. Os Gleos
essenciais podem ser classificados como antioxidantes naturais devido a sua capacidade
de reduzir a formacéo de radicais livres e de reté-los. Podendo ser propostos como
alternativas de antioxidantes sintéticos, principalmente quando as suas aplicacdes estdo

direcionadas a preservacdo de alimentos (Horvathova et al., 2014).

Figura 8. Exemplos de compostos fendélicos que tem atividades antioxidantes.

Flavanol 1 Esculetina (Cumarina) 2

Fonte: Autora (2024).

3.8.1 Teste— DPPH- (radical livre)

Segundo Santos et al, (2007), o teste de DPPH- é um dos métodos indiretos mais antigos
para se determinar a atividade antioxidante, sendo sugerido originalmente em 1950 para se
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descobrir os doadores de hidrogénio em matérias naturais. O DPPH: reage com compostos

fendlicos, bem como com &cidos aromaticos contendo apenas um grupamento.

Esse método tem como caracteristica avaliar a capacidade antioxidante via atividade
sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila — DPPH- A coloracdo purpura é
absorvida a um comprimento de onda méximo de aproximadamente 516 nm (Figura 9). Por
acdo de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R'), 0 DPPH- é reduzido formando
difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, resultando no desaparecimento da absor¢do na
qual é conferido pelo decréscimo da absorbancia. Os resultados obtidos sdo entdo determinados
pelo percentual de atividade antioxidante ou sequestradora de radicais (Chandrasekhar et al,
2006).

Figura 9. Reacdo entre o radical DPPH e o antioxidante genérico (A-H).

sUSHNUS
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DPPH- DPPHH
DPPH — Cor: Violeta (517 nm) DPPH — Cor: amarelada

Fonte: Halliwell (2007).

Logo, 0os compostos com acdo antioxidante possuem a capacidade de reagir com os radicais

livres e transforméa-los em espécies estaveis ndo reativas.

3.8.2 Teste— ABTS: * (cation radical)

De acordo com Kuskoski et al., (2005) e (Borges et al., 2011), os efeitos defensivos de
antioxidantes naturais em frutas e vegetais estdo relacionados a trés grupos: acido ascérbico e
compostos fendlicos como antioxidantes hidrofilicos e carotenoides como antioxidantes
lipofilicos. Um dos métodos mais utilizados para medir a atividade antioxidante é através da
captura do radical 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6- acido sulfénico) (ABTS: ), que pode

ser gerado atraves de uma reagdo quimica, eletroquimica ou enzimatica (Figura 10).
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Por meio do teste ABTS' ™ pode-se medir a atividade de compostos de natureza
hidrofilica e lipofilica. Esse radical pode reagir de forma enérgica com compostos doadores de

hidrogénio, como compostos fenolicos, sendo convertido em uma forma nédo colorida de ABTS:

+.

Figura 10. Estabilizacdo do radical ABTS: .

SOH

CaHs CoHs

Cor: incolor

Cor: azul esverdeado (734 nm)

Fonte: Borges et al., 2011.

Sendo assim, elas atuam como antioxiantes previnindo o estresse oxidativo e atuando
contra os complexos instaveis que sdo responsaveis por mutacdes no DNA, oxidacao lipidica e
peroxidacdo de proteinas. Esses processos sdo um dos principais contribuintes para varias
patologias, como céancer e Alzheimer (DA), 0 que gera uma séria de preocupacao a salde
publica devido a sua alta incidéncia na populacdo mundial (Samaradivakara et al.,2016;
Sobrinho et al., 2016; Yakoubi et al., 2020; Ulukanli et al., 2014).

A descoberta por novas substancias com atividades antioxidante esta relacionada ao
fato de que os dos inseticidas sintéticos também contribuem gerando graves implicacdes para a
salde humana uma vez que sdo responsaveis por gerar radicais livres e consequentemente
estresse oxidativos causando prejuizos ao organismo fazendo com que as industrias agro-

alimentares a procurem por alternativas biorracionais (Alilou e Akssira ,2021).

Além disso, Segundo Vellosa et al., 2021, a producdo desses radicais livres pode
ocorrer através de diferentes vias como, por exemplo, no metabolismo mitocondrial, na via do
acido drico (enzima xantina oxidase), nos peroxissomos, na inflamacdo e em fagocitos, no
processo de isquemia e nos exercicios fisicos. Fatores externos, como tabagismo, poluigéo,
radiacdo, medicamentos, pesticidas, solventes industriais, dentre outros, influenciam nos niveis

de radicais livres. Quando presentes em excesso, os radicais livres levam ao estresse oxidativo.
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3.9 ATIVIDADE DA ACETILCOLINESTERASE

3.9.1 Mecanismo de acéo dos pesticidas sintéticos

Segundo Jokanovic (2018), a acetilcolinesterase (AChE) € uma importante enzima do
sistema colinérgico. A AChE é uma enzima éster hidrolase geral, sendo altamente efetiva para
a acetilcolina, sendo até mesmo mais especifica do que as outras esterases, tais como
butirilcolinesterase (BUChE). A funcdo da enzima acetilcolinesterase é catalisar de forma
rapida e eficiente a hidrdélise da acetilcolina (Figura 11). A réapida hidrdlise da acetilcolina faz
com que desative o neurotransmissor apos se ligar ao receptor, impedindo o seu acimulo nas
sinapses e evitando a producdo de estimulos continuos por interagfes repetitivas. Entdo, como
resultado, a despolarizacdo produzida pela ligagdo da acetilcolina ao receptor é finalizada com
0 objetivo de restabelecer a estabilidade da membrana p6s-sinéptica e a sua permeabilidade por

mecanismos de repolarizacao (Almeida, 2011).

Figura 11. Reacdo de hidrolise da enzima acetilcolinesterase.
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Fonte: Autora (2024).

Entretanto vale destacar que os pesticidas sintéticos sdo conhecidos por inibir a cascata de
impulsos nervosos. Estudos demonstraram que esta situacdo pode resultar em contragdes
rapidas dos muasculos voluntarios, levando a paralisia/morte. Exemplos de grupos de pesticidas
que atuam na inibicdo da enzima acetilcolinesterase sdo os organofosforados e os carbamatos
sendo entéo classificados no grupo 1 no modo de agéo inseticidas que determinado pelo site
Comité de Acgdo a Resisténcia IRAC (2024). A taxa de inibicdo da AChE pelo OP
(organofosforados) é dependente do grupo de saida presente na estrutura quimica do pesticida,
ou seja, uma maior tendéncia de saida do grupo especifico resulta em maior afinidade da
inibicdo da acetilcolinesterase (Sharma et al.,2020). Na Figura 12 estd representado o

mecanismo da ac¢ao dos organosforados.
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Figura 12. Mecanismo da a¢8o dos organofosforados.
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Fonte: Figueroa-Villar (2014]).

Um exemplo do grupo de saida sdo os halogénios (em especial o flGor) presentes nos
organofosforados que sdo altamente toxicos. O fluor possui uma maior tendéncia a hidrélise, o
que pode gerar como resultado a inibi¢do significativa da AchE. O grupo dos organofosforados
sdo capazes de induzir a toxicidade pela metabolizacdo do pesticida através das enzimas do
citocromo P450 (CPF). Os OPs que sdo mais utilizados séo: clorpirifés (CPF), metil paration
(MPT) e malathion (MLT) devido a sua natureza altamente toxica (Mangas, 2016).

3.9.2 Ac¢éo dos pesticidas organosforados

Os organofosforados atuam tanto pela via da acetilcolinesterase quanto pela via de
outras enzimas do sistema nervoso central chamado NTE (neuropatia alvo esterase), isso faz
com que gere o aparecimento de um distarbio chamado polineuropatia retardada induzida por
organofosforados (OPIDP). Apresentando como sintomas ataxia, perda sensorial, fraqueza

muscular e sensagdo de formigamento nas maos e nos pés. Outro ponto que pode ser afetado é
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a nivel celular, podendo levar a desintegracdo do segmento neuritico e das bainhas de mielina
(Costa, 2018).

No Figura 13, esta representada a acdo dos Organofosforados e Carbamatos. Na parte
(A) esta ilustrada a neurotransmissdo da acetilcolina em condi¢bes normais. Em que a
acetilcolina liberada na sinapse é captada pelo neurdnio pds-sinéptico e o sinal € transmitido.
Para regular a neurotransmissdo, a acetilcolina (ACh) € clivada pela acetilcolinesterase em
colina e acetato. A colina é entdo absorvida pelo neurdnio e convertida em acetilcolina através
da adicdo de acetil-CoA e colina sendo a enzima responsavel por essa sintese da Colina-O-
Acetil-Transferase (ChAT) sendo a neurotransmissao regulada e ndo ocorrendo superexcitacéo
dos neurdnios. A parte (B) mostra o efeito dos pesticidas na transmissdo do sinal. Os OPs e
carbamatos inibem a atividade da Acetilcolinesterase. Assim, leva a superestimulacdo dos

neurdnios e pode levar a morte neuronal.

Figura 13. Representacdo da via colinérgica normal e inibida na sinapse pelos pesticidas sintéticos.
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Fonte: Adaptado de Sharma et al., (2020).
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4  TOXICIDADE DAS Artemia salina leach

Segundo Pereiraetal., (2022) e Manfra et al., (2016) a Artemia salinaé um Crustaceo
Branchiopoda da Ordem Anostraca que possui caracteristicas que permitem viver em
ambientes salgados, além de serem abundantes e comuns, economicamente viaveis e fornecem

as respostas a estresse ambiental, se tornando assim um bom indicador.

O seu ciclo de vida € em torno de vinte e um dias, atingindo a maturidade sexual com
14 dias. A sua reproducdo pode ser sexual, que acontece quando os machos e fémeas copulam,
fertilizando os ovos ou de forma partenogenética, que acontece quando as fémeas conseguem
deixar sua descendéncia. Além do mais elas podem ser ovoviviparas ou oviparos. A
ovoviviparidade acontece quando o ambiente é favoravel, e as fémeas conseguem da a luz a
larva nduplios, que nadam livremente e a oviparidade ocorre quando as condi¢cGes ambientais

sdo inadequadas, assim as fémeas produzem ovos de resisténcia ou cistos (Vinatea, 1994).

A realizacdo do teste de letalidade frente a Artemia salina € uma metodologia que
bastante empregada na linha de pesquisa de produtos naturais na qual tem por objetivo avaliar
o0 potencial toxico de extratos, 6leos e substancias isoladas. Mesmo com o avanco tecnoldgico,
esta técnica tem sido utilizada nas publicacdes cientificas. Vale destacar que apesar desse ensaio
ser relativamente simples, por meio dessa técnica se tem a capacidade de conseguir gerar
informacdes de grande utilidade de forma rapida, econdmica e com reprodutibilidade (Hirota
etal., 2012).

Outra vantagem que se é abordada € que esse 0 bioensaio com a Artemia salina Leach
€ um microcrustaceo cosmopolita de agua salgada em que tem a facilidade de reproducéo, o
que favorece seu uso em ensaios de toxicidade, e pode ainda indicar possiveis a¢des bioldgicas
como anticancerigena, inseticida, moluscicida e antifangica (Luna et al., 2005).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 LOCAIS DE REALIZACAO DA PESQUISA

A presente pesquisa foi realizada no Laboratorio de Produtos Naturais Bioativos
(LPNBIo) e no Laboratorio de Investigacdo Quimica de Inseticidas Naturais (LabIQUIN) do
Departamento de Quimica da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

5.2 COLETAS DO MATERIAL VEGETAL

A coleta do material vegetal foi realizada no Jardim Botéanico no bairro Curado, na
cidade de Recife, no estado de Pernambuco. Na qual esta localizado no Km 7,5 da BR 232 de
coordenadas: 8°4'33"S 34°57'40"W. A coleta foi desenvolvida em periodo vespertino durante
0 més de agosto do ano 2023 (Figura 14).

Figura 14. Entrada do Jardim Botanico, PE.

.

Fonte: autor (2024).

5.3 OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL

O oleo das folhas da Sparattanthelium botocudorum foram obtidos por hidrodestilagdo
em aparelho do tipo Clevenger modificado (Figura 15). O rendimento do 6leo foi calculado
apos duas horas de extracdo, com base no peso das folhas frescas, separadas no inicio do

processo. Apds as duas horas o 6leo ainda continuou sendo extraido exaustivamente.
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Figura 15. Aparelho do tipo Clevenger modificado.

Fonte: Autora (2024).

O dleo essencial foi extraido com adicao de n-hexano ao hidrolato. A agua foi separada
do solvente por diferenca de densidade e os resquicios de agua foi removido com a adi¢ao de
sulfato de sodio anidro. Posteriormente, o 6leo dissolvido no solvente organico foi filtrado em
papel de filtro e o volume foi reduzido em rotaevaporador (Esquema 1). Em seguida o 6leo foi

armazenado em um recipiente de vidro, fechado a -5°C.

Esquema 1. Extragdo e tratamento do 6leo essencial.

Material botanico (folhas)

Extracédo por hidrodestilagdo num
> aparelho do tipo Clevenger.

Hidrolato Oleolagua
I Separacdo por solvente (hexano)
— Sol. organica Sol. aguosa
1)Sulfato de sddio anidro
2)Filtracdo B
3)Rotaevaporador «
Oleo essencial Atividade bioldgica
Analise por CG-EM <

Identificacdo
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Fonte: autora (2024).

5.4 IDENTIFICACAO QUIMICA POR CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA
A ESPECTROMETRIA DE MASSA (CG-EM).

A andlise qualitativa por cromatografia gasosa — acoplada a espectrometria de massa
(CG-EM) foi realizado utilizando um sistema cromatografico CG-EM QP2010 SE Plus
Shimadzu (Figura 16) 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. A identificacdo da composicao quimica do éleo foi
realizada por comparacdo com a literatura especializada (Adams, 2017) e pela comparacdo com

padrdes auténticos e com a propria biblioteca interna do equipamento.

Figura 16. Cromatdgrafo gasoso e espectrometro de massas.
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Fonte: autora (2024).

5.5 BIOENSAIOS

5.5.1 Criac&o do &caro Tetranychus urticae

Os acaros foram criados sob responsabilidade do Laboratério de Investigacdo
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Quimica de Inseticidas Naturais do Departamento de Quimica da UFRPE. A criacdo foi
mantida com auxilio das plantas de feijées de porcos (Canavalia ensiformes L), onde foram
cultivadas em vasos com capacidade de 5L, com solo arenoso, em casa de vegetacao. Os
vasos, que possuem as plantas no estagio adequado para criacdo, sao levados ao laboratorio

e infestados onde esté sendo representado na Figura 17.

Figura 17. Plantacéo (parte A) dos feijoes de porcos (Canavalia ensiformes L) e a Criacéo (|parte B)

dos Acaros rajados.

Fonte: autora (2024).

5.5.2 Bioensaio de contato residual sobre as fémeas do T. urticae

A metodologia foi adaptada de Ribeiro et al., (2016). Os testes de contato residual
foram realizados em placas de Petri (10 cm @ e 1,5cm de altura), onde foram adicionados
trés discos de folhas de feijdo-de-porco (Canavalia ensiformes L.) (2,5 cm @), colocados em
discos de papel de filtro sobre espumas de polietileno, saturados com &gua. Sobre esses
discos foi pulverizado a solugdo do dleo essencial S. botocudorum durante 15 segundos.
Posteriormente em cada disco foram adicionadas 10 fémeas adultas do acaro rajado

totalizando 30 acaros por cada placa de Petri (Figura 18).
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Figura 18. Bioensaio Adulticida com OE da S. botocudorum sobre o 4caro rajado fémeas.

o
-

Cna(;ao da praga

\
L9 @ 2 C

Plantagio da C. @?‘5 Preparo das solugdes

ensiformes (Feijdes

%

o

\

Monitoramento do
experimento

inser¢do os dcaros

de Porco) i sobre os discos (Fémeas adultas)
Discos de folha
(2,5¢cm) .
-0 (=

Pulverizagdo das solugdes

Avaliagdo : " 24h na incubadora

Fonte: autora (2024).

As concentragdes aplicadas foram determinadas a partir de bioensaios preliminares
de 1,0; 10,0 e 100 puL/mL. Para cada concentracédo de 6leo testado o experimento foi realizado
em triplicata, isto é, 90 acaros para cada tratamento. O periodo de exposicao dos 6leos foi de
24h, depois de decorrido o tempo sera feita a avaliagdo. Na contagem serdo considerados
mortos 0s acaros que apresentaram incapacidade de reagir a acdo de um leve toque com 0

pincel de cerdas finas e caminhar uma distancia superior ao comprimento de seu corpo.

5.5.3 Bioensaio ovicida sobre os ovos do t. Urticae

O método usado para avaliar o efeito ovicida do 6leo essencial S. botocudorum foi
obtido através de Salman et al., (2015). Trés discos de folhas de feijdo-de-porco (Canavalia
ensiformes L.) (2,5 cm) foram distribuidos em placas de Petri (10 cm de didmetro), contendo
discos de papel de filtro em esponjas saturadas com agua. Dez fémeas adultas de T. urticae
foram transferidas para os discos para obtencdo dos ovos. Apos 24h as fémeas foram retiradas
e a quantidade total de ovos por discos foram contados, em seguida foi necessario padronizar
0S 0VOs para cada concentracéo, logo num total de 20 ovos por disco foram deixados em cada
placa de petri. O experimento foi realizado em triplicata, totalizando 600 ovos por
concentragéo (Figura 19).

Figura 19. Bioensaio ovicida do dleo essencial sobre o &caro rajado fémeas adultas.
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Apos a contagem, foi pulverizado a solucéo etandlica do 6leo essencial mais 1% de
DMSO e 0,1 % de Wil fix sobre os discos com os ovos. As concentragdes testadas variaram
de 1,2 a 16,2 uL/mL. Apo6s 96h foi avaliado a viabilidade dos ovos, observando se apds a

exposicdo ao 6leo houve ou ndo eclosao.

5.5.4 Bioensaio de dupla-escolha

O método descrito por Araujo et al., (2012) com modificagdes foi utilizado para avaliar
a acdo repelente dos Oleos essenciais dos botdes florais de S. botocudorum. Foram
confeccionados discos foliares de feijao-de-porco (2,5 cm @) na qual foi pulverizado as
solucdes referentes as CLso, CL3o e a CL1o, contendo 6leo essencial mais 1% de DMSO e 0,1
% de Wil fix. Para o controle negativo os discos foram pulverizados com solugéo contendo o
solvente, alcool etilico mais 1% de DMSO e 0,1 % de Wil fix. Apos secagem a temperatura
ambiente dois discos foliares (tratamento e controle negativo) foram acondicionados em placas
de Petri (10 cm @ e 1,5 cm de altura) contendo espuma de polietileno e disco de papel de filtro
saturado com agua e unidos por uma laminula quadrada de 18 mm que serviu como ponte.
Trinta acaros fémeas por pontes foram liberados sobre as laminulas. Foram utilizados no total
360 &caros (tratamento e controle). A preferéncia alimentar e de ovoposicdo foi determinada
apos 1h, 3h, 6h,12h, 24h e 48h por meio da contagem do nimero de &caros e ovos nos discos

tratamento e controle negativo que esta representado no (Figura 20 e 21).

Figura 20. Bioensaio dupla escolha frente ao acaro rajado fémeas adultas.
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Figura 21. Preparacéo dos discos (parte A), acaros rajados fémeas adultas adicionadas na ponte (parte B), e

avaliagcdo comportamental das pragas apds 12 h de inicio do teste (parte C).

Fonte: Autora (2024).
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5.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE SEQUESTRO DE RADICAIS LIVRES DPPH’

A atividade antioxidante dos 6leos essenciais das folhas da S. botocudorum foi realizada
contra o radical livre DPPH" seguindo a metodologia de Silva et al. (2006). Solucbes estoque
foram preparadas a partir dos extratos e da fracdo de metanol em varias concentracées (0,10 a
5,0 mg/mL). Por meio de analise preliminar, quantidades adequadas de solucdes estoque das
amostras ¢ 450 pL da solugdo 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 homogeneizacdo. 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 pocos. O acido ascdrbico foi usado como controle positivo e todas as concentragdes foram
testadas em triplicata (Figura 22).

Figura 22. Atividade antioxidante de sequestro de radicais livres DPPH".
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Fonte: Autora (2024).

5.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE SEQUESTRO DE RADICAIS LIVRES ABTS™

A determinag&o da atividade antioxidante de OE de Folhas da S. botocudorum contra o
cation radical ABTS * foi realizada seguindo a metodologia descrita por Re et al., 1999, em um
aparelho UV-vis (Biochrom EZ Read 2000, utilizando Trolox como o composto padréo. As

concentracgdes iniciais das solucdes das amostras foram de 0,1-1,0 mg/mL, com a adi¢do de
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450 uL da solugdo radical ABTS * para dar concentragdes finais de amostras de 2,5-100,0 pg
/ mL. As amostras foram protegidas da luz e sonicadas por 6 min. A absorbancia das amostras
e o controle positivo foram medidos em um comprimento de onda de 734 nm usando uma
microplaca de 96 pocos. Cada concentracdo foi testada em triplicata (Figura 23). A eficiéncia
antirradicalar foi estabelecida por meio de analise de regressédo linear e o intervalo de confianca
de 95% (p <0,05) obtido por meio do programa estatistico GraphPad Prism 9.0. Os resultados
foram expressos através do valor da Concentracdo Efetiva média (CEso), que representa a

concentracdo da amostra necessaria para sequestrar 50% dos radicais.

Figura 23. Atividade antioxidante de sequestro de radicais livres ABTS"*.
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Fonte: Autora (2024).

5.8 TESTE DE INIBICAO DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE
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A inibicdo da atividade da acetilcolinesterase (AChE) foi determinada seguindo a
metodologia de Araujo (2022), com algumas modificagdes. Foram adicionadas em cada pogo
de uma microplaca de 96 pocos, solugdes contendo: 50 uLL de tampao fosfato 50 mM pH 7.4,
125 pL 4cido ditionitrobenzoico (DTNB, 3 mM em tampao fosfato pH 7,4), 25 uL de
acetilcolinesterase (AChE de enguia elétrica, 1 U/mL em tampao fosfato pH 7,4) e 25 pL do
oleo essencial diluido em MeOH, que foram incubados por 15 min a 25°C. Em seguida, foi
adicionado 25 pL de iodeto de acetiltiocolina (ACTI, 15 mM em tampao fosfato pH 7,4).
Atividade de AChE foi analisada em um leitor de microplacas ELISA EZ Read 2000,
absorbancia a 405 nm a cada 13 segundos por cinco vezes. O 6leo essencial e o controle positivo
foram analisados em concentragdes de 100-0,78 pg/mL. O cloridrato de donepizila foi utilizado
como controle positivo. Todas as amostras foram analisadas em triplicata (Figura 24), e ap6s
normalizacdo dos dados, foi realizada a curva de regressdo nao linear pelo programa estatistico
GraphPad Prism v 9.

Atividade de inibigcdo da enzima acetilcolinesterase (AChE) trata-se de um teste que tem
importancia no estudo dos produtos naturais. Por ser essa enzima responsavel por sinapses
nervosas e hidrélise da acetilcolina, seu mecanismo de acdo é usado no tratamento de doencas
de Alzheimer, entre outras doencas neuroldgicas E a atividade de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE) é um dos testes que tem grande importancia no estudo dos produtos
naturais (Almeida, 2011; Ourique et al., 2023).

Figura 24. Teste de inibi¢do da enzima acetilcolinesterase.
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Fonte: Autora (2024).
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5.9 METODOLOGIA DE TOXICIDADE FRENTE A ARTEMIA SALINA L.

O bioensaio de letalidade para larvas de Artemia salina foi realizado utilizando a
metodologia descrita por Meyer et al., (1982) com algumas modificacbes. Os cistos do
microcrustaceo Artemia salina foram colocados em um Erlenmeyer com solucdo salina
artificial (23 g de sal marinho/1 litro de agua destilada/0,7 g de bicarbonato de sédio), sob
iluminacdo artificial, aeracdo e controle da temperatura (20-30 °C) para a ecloséo dos ovos por
24 horas. ApdGs 24 horas, as larvas foram expostas a diferentes concentracbes (10, 20, 30,
40, 50, 60,70, 80, 90¢ 100 ug/mL) dos produtos aserem testados por 24 horas, utilizando-
se tubos falcons, cada um contendo cerca de 10 nauplios, nas 10 diferentes concentragdes,
cada umaem triplicata constituindo um ensaio, buscando sempre a maior concentracdo em
que se observasse 0% de mortalidade e a menor concentracdo em que se ocasionasse 100%
de mortalidade, de modo a obter a CLso; 24 h (concentragdo letal para 50% da populacdo
em 24 h). A solucdo da amostra foi preparada com 1% de DMSO (dimetilsulfoxido)
completando para ImL com a solugéo salina artificial e em seguida as concentracdes de teste
foram preparadas. Apds 24h de exposicdo das concentracdes, 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. Na figura 25 estéa representado como foi

realizado esse bioensaio.

Figura 25. Bioensaio de toxidade frente a Artemia salina.
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Fonte: Autora (2024).

5 ANALISE ESTATISTICA

Apds atenderem aos testes de normalidade e homogeneidade de variancia (Proc
Univariate) os dados de mortalidade e oviposicdo foram submetidos 8 ANOVA e as
comparacOes das medias realizadas através do teste de Tukey a 5% de probabilidade,
utilizando o software SAS (versdo 9.0) SAS INSTITUTE 2002. Foram determinadas as
concentragdes letais 50 (CLso) do 0leo essencial de S. botocudorum, por meio da analise de
PROBIT através do software POLO-PC (Finney, 1971).

Para o teste de repeléncia a distribuicdo da normalidade e a igualdade das variancias
foram avaliadas pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e Barlett respectivamente utilizando o

software SAS (versao 9.0).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO DA Sparattanthelium botocudorum .

O oleo essencial (OE) das folhas de Sparattanthelium botocudorum que foi obtido
através da técnica de hidrodestilacdo apresentou uma coloracdo amarelada (Figura 26), odor
citrico e com um rendimento de 0,40 %. Esse resultado esta de acordo com o obtido por Dutra
et al., (2020) que encontrou para os 6leos da folha da S. botocudorum coletado no Espirito

Santo, Brasil um rendimento de 0,34%.

Figura 26. Oleo essencial das folhas da Sparattanthelium botocudorum.

Fonte: Autora (2024).

A analise da composicdo quimica do OE das folhas S. botocudorum permitiu a
identificacdo de 12 compostos representando 94,95 % do 6leo. A Figura 27 apresenta o
cromatograma do 6leo essencial da S. botocudorum com a estrutura dos principais constituintes
majoritarios.

A classe predominante no 6leo de S. botocudorum foram o0s sesquiterpenos sendo

identificados como constituintes majoritarios o germacreno D com (38,28 %), E-nerolidol

(18,95 %), pS-cariofileno (14,49 %) e biciclogermacreno (14,18 %). Sendo 0 Z-f-ocimeno 0
unico monoterpeno identificado no 6leo com o percentual de 0,37% como pode ser observado

na Tabela 1.
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Figura 27. Cromatograma do 6leo essencial das folhas da S. botocudorum.
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A composicdo quimica descrita na Tabela 1 para o 6leo das folhas da S. botocudorum
esta de acordo com o obtido por Dutra et al., (2020) que ao analisar por CG-EM o 6leo das
folhas da S. botocudorum também identificou como os constituintes majoritario o germacreno
D (33,2%) e biciclogermacreno (23,4%) como constituintes majoritarios. Por outro lado, o
germacreno A (17,7%) identificado em alto percentual na amostra coletado no Espirito Santo
ndo foi detectado em nossas anélises. Em contrapartida em nossas andlises g-cariofileno foi o

encontrado em nossas analises em alto percentual e ndo foi encontrado em (Dutra et al., 2020).

Essas diferencas na composicdo quimica nas amostras das mesmas espécies coletadas
em diferentes localidades podem ser justificadas por fatores como variabilidade genética épocas
do ano, condicdes de clima, relevo, solo, tipo de cultivo e temperatura (Simdes et al., 2004).

Tabela 1. Composi¢do quimica do 6leo essencial das folhas de Sparattanthelium botocudorum.

N°  Compostos IR? IR® % Método de
identificacdo
1  Z-p-Ocimeno 1040 1044 0,37 IR, EM
2 B -Cubebeno 1394 1387 0,81 IR, EM
3 p-Cariofileno 1425 1417 14,49 IR, EM, CI
4  a-Humuleno 1460 1452 3,20 IR, EM, CI
5 Sesquisabineno 1462 1457 0,63 IR, EM

6  Germacreno D 1490 1484 38,28 IR, EM, CI
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7  Biciclogermacreno 1505 1500 14,18 IR, EM, CI
8  Z-a-Bisaboleno 1509 1506 0,42 IR, EM
9  E-Nerolidol 1573 1561 18,95 IR, EM, CI
10  Germacreno-4-ol 1586 1574 1,70 IR, EM
11 S-Atlantol 1589 1608 1,08 IR, EM
12 Oxido de cariofileno 1594 1582 0,84 IR, EM, CI

Total 94,95

Monoterpenos 0,37

Sesquiterpernos 94,58

2qndice de retengéo calculados a partir dos tempos de retencio em relagio aos de uma série de n-alcanos em uma
coluna capilar DB-5 de 30m. indices de retencdo da literatura. IR = indice de retengdo, EM = espectro de massa,

Cl = Co-injecdo com padrdes auténticos.

6.2 TOXICIDADE DO OLEO DE SPARATTANTHELIUM BOTOCUDORUM SOBRE
AS FEMEAS E OVOS DO T. URTICAE

Através do teste de contato residual nas diferentes fases do acaro rajado (T. urticae), foi
observado que o 6leo das folhas da S. botocudorum se mostrou toxico frente a praga. Na Tabela
2 esta representado os resultados de toxicidade por contato residual sobre adultos fémeas de T.
urticae do 6leo essencial das folhas de S. botocudorum, e de seus principais constituintes dos

seus compostos majoritarios e dos controles positivos na mortalidade.

Tabela 2. Toxicidade por contato residual adulticida (CLsp em pL/mL) do 6leo, compostos ¢ inseticidas comerciais

sobre o T. urticae.

Oleo / _
N G.L. Inclinacdo+ E.P. CLso (IC 95%) Y
Compostos
S. botocudorum 400 5 1.94 £ 0,36 16,52 (12,94 - 20,54) 4,21
p-Cariofileno 410 5 2,25 +0,28 0,64 (0,50-0,83) 0,72

GermacrenoD 615 6 1,52 +0,21 29,75 (21,44-40,61) 4,50
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Biciclogermacreno 629 6 2,69 +0,34 36,91 (28,00-46,53) 6,50
(E)-Nerolidol 630 6 1,26 + 0,32 2,28 (1,81-2,83) 2,19
Azamax® 630 5 2,46 + 0,20 25,82 (21,63 - 31,57) 8,42
Ortus® 720 6 1,22 +0,08 0,12 (0,08-0,16) 7,37

N: Numero de &caros utilizados. CLso: Concentracao letal média para reduzir a populagdo em
50%. E.P.: Erro padrdo. X2: Qui-quadrado. G.L.: Grau de Liberdade.

Os resultados para ambos os bioensaios foram dose-dependente, isto é, a mortalidade
do &caro aumentou de acordo com o aumento das concentracBes. No teste de toxicicdade
adulticida, o o6leo de S. botocudorum revelou uma toxicidade superior aquela observada pelo
inseticida botanico comercial Azamax, utilizado como controle positivo. Por outro lado, o

inseticida sintetico comercial Ortus se mostrou cerca de 100 vezes mais toxico do que o 6leo.

Entre os compostos identificados no 6leo que também foram avaliados contra o T.
urticae o p-cariofileno foi o mais toxico, apresentando nivel de toxicidade proximo ao
observado para o controle positivo Ortus. Por outro lado, os compostos germacreno D e
biciclogermacreno apresentaram niveis de toxicidade inferior ao observado para o 6leo de S.

botocudorum.

Os resultados de toxicidade ovicida do 6leo de S. botocudorum e do inseticida comercial

Azamax sdo mostrados na tabela 3.

Tabela 3. Toxicidade por contato residual ovicida (CLsp em pul./mL) do 6leo e inseticida comercial sobre

o T. urticae.
Compostos N G.L. InclinacdoxE.P. CLso (1C 95%) Y
S. botocudorum 507 4 4,12+ 0,61 1,20 (0,99 — 1,37) 0,17
Azamax® 630 5 0,60 + 0,06 0,003 (0,002-0,004) 5,09

N: Numero de &caros utilizados. CLso: Concentracdo letal média para reduzir a populagdo em
50%. E.P.: Erro padréo. X2: Qui-quadrado. G.L.: Grau de Liberdade.

O oleo essencial de S. botocudorum apresentou uma alta toxicidade sobre os ovos de T.
urticae. O dleo se mostrou cerca de 13 vezes mais toxico aos ovos de T. urticae do que contras
as fémeas adultas. Porém, o inseticida botanico comercial azamax se mostrou mais toxico do

que o 6leo de S. botocudorum.
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Essa maior toxicidade do dleo sobre os ovos de T. urticae do que sobre a praga na fase
adulta pode ser justificado pelo fato de que na fase embrionéria os ovos dos acaros sdo mais
vulneraveis a acdo dos 0leos, uma vez que na fase adulta além de maiores os acaros podem usar
de mecanismos de desentoxicacdo como biotransformacdo e sequestro dos principios ativos
presentes no 6leo. Ao afetar os ovos das fémeas a fecundidade é inviabilizada o que também
altera 0 nimero populacional da préxima geracdo, interrompendo logo no inicio a velocidade
do crescimento populacional da praga o pode ser visto como algo positivo, pois um dos motivos

da resisténcia acaricida € o ciclo de vida curto (Piramoon et al., 2022).

Outro fator que potencializa a atividade ovicida dos 6leos essenciais é a alta afinidade
pelas proteinas dos fios sedas (Figura 28) que séo produzidas pela espécie do &caro rajado. A
composicao dos fios de seda € rica em aminoacidos, e se assemelha-se a pré-queratina dos
mamiferos, uma proteina fibrosa que gera alta afinidade com a membrana dos ovos, causando
ponte entre fios, ovos e dleo (Takeda et al., 2020). Um exemplo é a infestacdo por &caro rajado
nas reboleiras, essas plantas que séo de pequeno porte tém seus foliolos mais claros cobertos

pela a presenca desses fios que sdo produzidos pela praga.

Figura 28. Fios de sedas que sdo produzidos pelo Tetranychus urticae.

Fonte: Autora (2024).
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Os sesquiterpenos, a classe em maior percentual identificado no 6leo da espécie S.
botocodurum, como por exemplo E-nerolidol e S-cariofileno j& séo relatados na literatura por
apresentarem propriedades acaricida frente ao Tetranychus urticae (Born et al., 2018; Silva et
al., 2020). A toxicidade desses compostos foi aqui confirmada no teste adulticida. Por outro
lado, uma baixa toxicidade foi observada para o composto germacrene D constituinte

majoritario identificado no 6leo.

Possivelmente a atividade acaricida apresentada pelos os sesquiterpenos ocorre devido
a sua lipofilicidade que podem causar alteracdes bioquimicas, fisiologicas e comportamentais
nas pragas por apresentarem uma maior é capacidade de penetragdo no tegumento de insetos
(Lage et al., 2015; Lebouver et al., 2013; Marchesini et al., 2020; Matos et al., 2020; Benelli et
al., 2018).

Na Figura 29 é apresentado os resultados referentes a atividade de repeléncia do 6leo de
S. botocodurum frente ao &caro rajado. Para o teste de repeléncia foram selecionadas
concentragfes subletais estimadas de 3,6 uL/mL (CL1o) e 8,8 uL/mL (CL3o) do 6leo de S.
botocodurum.

Figura 29. Repeléncia (%) de adultos de Acaro rajado (Tetranychus urticae) por meio discos tratado ou

ndo tratados com OE da S. botocudorum nas CLo e CLso. *Significativos valores a 5% de probabilidade pelo teste
t pareado (P < 0,05).
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Fonte: Autora (2024).
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Nas concentracOes testadas o 6leo se mostrou repelente as fémeas de &caro rajado por
periodos de até 48 horas. Porém, na concentragdo de 8,8 uL/mL o 6leo manteve um alto efeito

repelente durante todo o experimento.

O efeito repelente de 6leos essenciais sobre o &caro rajado é relatado para os 6leos
obtidos de espécies do género Piper (Aradjo et al.,2020) Citrus (Aradjo et al.,2010). Silva et
al., (2019) avaliou o efeito repelente de 6leos essenciais de Syzygium aromaticum, Melaleuca
leucadendra e Piper aduncum e de seus principais compostos (eugenol, (E)-nerolidol e dilapiol)

e verificou que todos mostraram efeito repelente em periodos superiores a 48h.

Por outro lado, estudos realizados por Roh et al., (2013) e Tak e Isman (2017) mostraram
que o efeito repelénte dos 6leos e com misturas de compostos e concluiram que nem todos 0s
compostos agudamente toxicos apresentaram fortes efeitos repelentes. Segundo Take e Isman
(2017) a toxicidade de um composto a uma concentracdo elevada pode ndo determinar

diretamente o efeito repelente, mostrando que dois efeitos ndo estdo totalmente relacionados.

6.3 ATIVIDADE ACETILCOLINESTERASE

Na Tabela 4 é apresentado os resultados da Clso referente a atividade da
acetilcolinesterase do 6leo da S. botocudorum e do controle positivo o lannate inseticida
comercial a base do carbamato e o Cloridrato de donepizila farmacos com efeito confirmado

sobre a enzima.

Tabela 4. Atividade de inibicdo da enzima AChE (ug/mL) do 6leo das folhas da S. botocudorum.

Oleo/controle positivo Clso (1IC 95%)
S. botocudorum 2,90 (1,27 -4,79)
Lannate® 2,92 (1,72-3,70)
Cloridrato de donepizila 5,95 (4,50 — 7,40)

Clso:Concentragdo Inibitoria média de AChE; IC: indice de confianga.

O dleo de S. botocudorum revelou uma Concentracdo Inibitéria média da enzima de
AChE equivalente aquelas observadas para os controles positivos Lannate e Cloridrato de

donepizila
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O resultado da inibicdo da AChE observado para o 6leo S. botocudorum pode indicar
que o modo de acdo do Oleo frente & praga Tetranychus urticae acontece pela inibicdo da
acetilcolinesterase. Este resultado é confirmado por dados da literatura em que um dos modos
de acdo dos pesticidas e acaricidas comerciais ocorre por acdo sobre a enzima
acetilcolinesterase (IRAC, 2024). Uma das taticas mais importantes de manejo de pragas que

minimizam o surgimento de populaces resistentes.

Como os &caros rajados ja sao resistentes a 96 principios ativos (IRAC, 2024), a
aplicacdo de pesticidas botanicos & base de 6leos essenciais se torna uma alternativa frente a
essa resisténcia tendo em vista que os 6leos tem em sua composi¢do quimica mais de um

principio ativo atuando contra aos danos que sdo causados pelas pragas nas culturas agricolas.

Além disso, diversos estudos revelam o efeito de inibicdo da enzima AChE por meio
dos 6leos essenciais (Faruque 2023; Alimi et al. 2023). Os resultados do teste in vitro sugerem
que um dos modos de acdo da toxicidade do 6leo para T. urticae esta relacionado ao seu efeito
na transmissao de sinapses pela inibicdo de colinesterases. Ha relatos na literatura de que os
o0leos essenciais também atuam como inibidores de outras substancias, como as trifosfatases
(ATPases) e o receptor do acido gama-aminobutirico (GABA) (Enan 2001; Guo et al., 2009;
Zahran et al., 2014). Os multiplos modos de a¢do possiveis dos monoterpenos e sesquiterpenos
tornam os 6leos essenciais Uteis para o controle de pragas, diminuindo a possibilidade de

desenvolvimento de resisténcia.

6.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O oleo essencial das folhas da S. botocudorum foi analisado quanto a seu potencial
sequestrador de radicais livres DPPH" e ABTS . O indice de atividade antioxidante para 0s

radicais livres DPPH" foi calculado de acordo com Scherer e Godoy, 2009.

Na Tabela 5 é apresentado os resultados da concentracdo efetiva média (CEso) do teste
DPPH'" ¢ ABTS "* do 6leo da S. botocudorum.
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Tabela 5. Atividade antioxidante (CEso pg/ml) do dleo essencial das folhas da S. botocudorum.

DPPH ABTS
Amostra
(IC 95%) (IC 95%)
S. botocudorum 110,3 (103,3 - 117,8) 49,23 (42,44 - 56,11)
Ac. ascorbico 1,6 (1,4-1,8) -
TROLOX - 4,1 (3,7-5,8)

CEso: Concentragdo Efetiva média; Acido ascorbico e Trolox: (Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilcroman-2-carboxilico).

O 6leo apresentou uma maior atividade antioxidante para o teste ABTS ¥ do que no
teste de DPPH. Os controles positivos acido ascérbico e TROLOX mostraram uma maior a

acdo antioxidante do que a observada para o 6leo de S. botocudorum.

Esse resultado pode ser atribuido a composi¢cdo quimica da planta em que teve como
maior percentual os compostos da classe dos sesquiterpenos oxigenados de apenas um total de
22,57% em sua composi¢cdo. Segundo Pandini (2014) e Ding et al., (2011) os compostos
terpénicos também podem atuar como excelentes antioxidantes naturais. Os sesquiterpenos

exercem atividades antioxidantes contra a peroxidacdo lipidica e reducdo de radicais livres.

6.5 TOXICIDADE DO OLEO ESSENCIAL E DOS PESTICIDAS COMERCIAIS
FRENTE A ARTEMIA SALINA.

Na Figura 30 é mostrado o percentual de mortalidade do éleo S. botocudorum e dos
inseticidas/acaricidas comerciais Lannete, Azamax, Orthus e Malathion sobre Artemia salina.

Figura 30. Toxicidade das artemias do 6leo essencial das folhas de S. botocudorum e inseticidas comerciais

sobre Artemia salina
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Fonte: Autora (2024).

O dleo das folhas de S. botocudorum se mostrou atoxico aos nauplios de A. salina nas
concentracdes de 10-100 ug/mL. Por outro lado, os inseticidas comerciais lannete e ortus se
mostraram toxicos aos nauplios de A. salina a concentracBes de 10 pug/mL. J& os inseticidas

azamax e malathion apresentaram 100% de mortalidade a concentracdes de 100 pg/mL.

Como 6leo da S. botocudorum ndo se mostrou toxico em torno dessas concentracfes
que foram estipuladas inicialmente, foi necessario a realizagdo do teste com novas
concentracOes para que pudesse obter uma concentragdo referente a toxicidade do 6éleo sobre
os nauplios das artemiais. Entdo, ap0s a realizacdo dessas novas concentracdes analisou que na
concentracdo de 700 pg/mL, o 6leo essencial de S. botocudorum se mostrou toxico sobre A.
salina. Sendo assim, 6leo pode ser classificado como ndo toxico de acordo 0 método descrito
por Dolabella (1997), que classifica a toxicidade sobre A. salina como altamente toxico para
CLso < 80 pug/mL; moderadamente toxica para CLso entre 80 e 250 pg/mL; e ndo tdxica para

CLso > 250pug/mL.



61

7 CONSIDERACOES FINAIS

O oleo essencial folhas de S. botocudorum coletado em Pernambuco apresentou um bom
rendimento do dleo essencial. Andlise da composi¢do quimica do 6leo essencial revelou
predominancia de sesquiterpenos. Este é o primeiro relato da atividade acaricida do 0leo
essencial das folhas de S. botocudorum sobre o Tetranychus urticae. O 6leo se mostrou toxico
ao acaro rajado nos bioensaio residual sobre diferentes fases de desenvolvimento do acaro

(adultos e ovos).

O oleo apresentou atividade repeléncia sobre o T. urticae as concentrac¢des subletais (CL1o
e CLso) do 0Oleo se mostraram efetivas em periodos de 48h. Este também & o primeiro relato
sobre a atividade de inibicdo da acetilcolinesterase e pode-se concluir que € a via de atuacéo é

pela acetilcolinesterase tendo em vista que inibiu e teve uma CLso de 2,90.

O teste de toxicidade realizado com Artemia salina mostraram que o 6leo tem uma baixa
toxicidade sobre os nauplios, pois apresentou toxicidade em uma concentrag acima 700 pg/mL.
Sendo também o primeiro relato sobre a toxicidade frente a artemia salina. O 6leo revelou
propriedades antioxidade nos métodos de sequestro de radicais livres ABTS+ e DPPH" logo

este é o primeiro relato da atividade antioxidante dessa espécie S botocodurum.

Esses resultados mostram que o 6leo essencial de S botocodurum tem potencial, para se
tornar um acaricida botanico. Porém, outros testes como estudos de campo e testes de toxicidade

sobre organismo néo alvo precisam ser realizados.
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