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RESUMO

Na busca por controle alternativo contra a Ceratitis capitata, os 6leos essenciais tém
se mostrado uma alternativa na procura desses inseticidas naturais. Sabe-se que a
Caatinga € o unico bioma exclusivamente brasileiro e sua riqueza em biodiversidade
vegetal e seus beneficios € pouco discutida na literatura, apesar de serem
amplamente utilizadas na medicina popular, sendo necessario verificar a seguranca
nessa utilizacdo. Dessa forma, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a bioatividade do
Oleo essencial da casca Cynophalla hastata em pupas de Ceratitis capitata, assim
como realizar o teste de toxicidade preliminar em Artemia salina, seguido da
prospeccgdo fitoquimica quantitativa. A casca da C. hastata foi coletada para a
extracao do 6leo essencial por hidrodestilagdo. A andlise das classes de metabdlitos
do oleo essencial foi por meio de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria
de massas (CG-EM), realizada no Centro Analitico de Instrumentacdo da
Universidade de S&o Paulo - USP. Foram realizados os bioensaios do 6leo
essencial frente as pupas da C. capitata, com delineamento inteiramente
casualizado nas concentracdes de 2,5, 5, 10, 20, 40 e 80 mg L. O controle foi
solugdo de Tween 80 a 2%. As pupas foram acondicionadas por sete dias em
incubadora BOD a 25°C com fotofase de doze horas e, ap0s isso, as avaliacdes
foram feitas a cada 24 horas por oito dias, avaliando os insetos emergidos e a
mortalidade das pupas. Além disso, foi realizado o teste de toxicidade em Artemia
salina. A extracdo do Oleo essencial da casca do caule houve rendimento de
0,035%. A cromatografia revelou que o 6leo da espécie analisada apresenta um
grupo de compostos principais raros em 6leos essenciais, alguns dos quais ja tém
citado na literatura, como isotiocianatos e nitrilas representando 74,76 %. Detectou-
se como componentes marjoritarios o isopropil isotiocianato (25,88 %), hexanonitrilo
(30,38 %), 4,4-dimetil-3-oxopentanonitrilo (11,30 %) e 4-metilpentanonitrilo (7,20 %).
As maiores concentracfes de 40,0 e 80,0 mg L™ provocou a ndo emergéncia de
76,67% e 80%, respectivamente, sendo consideradas as melhores e acredita-se que
0S compostos agem como inseticidas de contato, penetrando o tegumento e inibindo
a AChE nos insetos, o que possivelmente pode ter levado a morte e o retardo das
pupas. O 6leo essencial foi considerado fortemente téxico com Clso 4,45 pg mL™,
indicando possivel potencial no controle de pragas e para industria farmacéutica.

Palavras-chave: diptera; efeito toxico; inseticida; isotiocianatos; nitrilas.
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RESUMO

Na busca da valorizacdo e conhecimento da flora da Caatinga, o objetivo foi avaliar a
bioatividade do 6leo essencial da casca Cynophalla hastata em Ceratitis capitata e
realizar o teste de toxicidade em Artemia salina, seguido da prospeccdo fitoquimica
quantitativa. O material vegetal foi coletado para a extracdo do 6leo essencial por
hidrodestilacdo. A andlise do Oleo foi em Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de massas, na Universidade de S&o Paulo. Os bioensaios do 6leo frente
as pupas da C. capitata foram em delineamento inteiramente casualizado nas
concentragdes de 2,5, 5, 10, 20, 40 e 80 mg L™ e controle (Tween 80 a 2%). As pupas
foram acondicionadas por sete dias em BOD e as avaliacdes feitas a cada 24 horas por
oito dias. Além disso, foi realizado o teste de toxicidade em Artemia salina. O 6leo
essencial apresentou rendimento de 0,035%. A cromatografia revelou compostos raros
em Oleos, como marjoritarios: isopropil isotiocianato (25,88 %), hexanonitrilo (30,38
%), 4,4-dimetil-3-oxopentanonitrilo (11,30 %) e 4-metilpentanonitrilo (7,20 %). As
concentracdes de 40,0 e 80,0 mg L™ provocou a mortalidade de 76,67 % e 80 %,
respectivamente, consideradas as melhores. O éleo foi considerado fortemente toxico
com CLso 4,45 pg mL™, indicando possivel potencial no controle de pragas e para a
indUstria farmacéutica.

Palavras-chave: diptera; efeito tdxico; inseticida; isotiocianatos; nitrilas; pupa.
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INTRODUCAO

Dentre os insetos-praga mais danosos economicamente ao seguimento produtivo
da fruticultura mundial, as moscas-das-frutas (Diptera: Tephritidae) estdo entre as
principais espécies com importancia quarentenaria, mais especificamente a Ceratitis
capitata (Gonzaga, 2019). Elas reduzem a produtividade e qualidade dos frutos através
da oviposicdo pela fémea e desenvolvimento larval no interior dos frutos.

O controle das mosca-das-frutas, em condigdes de campo, €é baseado
principalmente na utilizacdo de inseticidas na parte aérea da planta, nas formas de
cobertura total e/ou de iscas toxicas (S. Braga e Silva et al., 2019). Entretanto, as atuais
formas de controle desencadeiam a resisténcia, originada por organismos capazes de
suportar doses toxicologicas letais para a maioria da populacdo normal (suscetivel) da
mesma espécie, evoluindo em resposta a selecdo natural; limita a eficiéncia e
viabilidade desses produtos em longo prazo, devido a pressdo continua de selecdo,
imposta pelo uso abusivo de inseticidas (Fazolin et al., 2017).

Além disso, colaboram intensamente para o desequilibrio do agroecossistema,
atingindo os inimigos naturais e outros organismos ndo alvos, além de permitir residuos
toxicos nos frutos, prejudicando o comércio e o consumo do fruto in natura (Santos,
2019). Assim, diversos estudos tém buscado descobrir as espécies de vegetais e as
partes do vegetal com maiores propriedades inseticidas, caracterizando o perfil
fitoquimico, identificando e isolando os compostos ativos que melhor desempenham
papel de inseticidas naturais (Silva et al., 2017).

O uso de dleos essenciais no controle de C. capitata vem se mostrando como
uma técnica eficiente e promissora (Gonzaga, 2019; Cartaxo, 2020). Todavia ainda

pouco se sabe sobre o efeito de bioextratos e 6leo essencial de plantas nativas da
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Caatinga sobre fases imaturas de C. capitata, uma vez que as estratégias de controle em
uma éarea infestada de mosca-das-frutas tém sido direcionadas a fase adulta do inseto,
podendo ser mais uma opcdo economicamente vidvel para o controle dessa praga,
visando proteger o meio ambiente, diminuir a resisténcia e aumentar a produtividade
das culturas (Leandro, 2019).

Ha uma necessidade que novos estudos sejam desenvolvidos buscando analisar a
eficiéncia do 0leo essencial de outras espécies vegetais, incluindo as plantas nativas da
Caatinga no controle dessa praga. Sabe-se que a Caatinga € 0 Unico bioma
exclusivamente brasileiro. Entretanto, a sua riqueza em biodiversidade vegetal e seus
beneficios € pouco citada e discutida na literatura. Nesse cendrio, a espécie Cynophalla
hastata (Jacqg.) J. Presl. (Capparaceae), conhecida popularmente por feijdo-bravo ou
feijdo-de-boi, é nativa do Brasil e encontrada nas areas de Caatinga, tendo suas
informacdes escassas na literatura.

De acordo com Souza et al. (2021), a espécie apresenta uso forrageiro; uso na
medicina popular, onde as folhas, casca e entrecasca sdo utilizadas como analgésico,
vermifugo, problemas de pele e infec¢des sexualmente transmissiveis, além da casca,
usada em caso de picada de cobra.

Conforme Carvalho et al. (2019) e Souza (2020), os glicosinolatos fazem parte
das principais classes de metabolitos secundarios encontrados na familia Capparaceae,
tendo como produtos de sua hidrolise os isotiocianatos e nitrilas, com grande
importancia, pois além de compor um dos principais mecanismos quimicos de defesa do
organismo vegetal, estd intimamente relacionada a biossintese de compostos

biologicamente ativos.
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Salienta-se que, muitas outras espécies desse bioma séo utilizadas na medicina
popular por uma parcela significativa da populacdo, embora seus perfis toxicologicos
ndo sejam bem conhecidos. Por isso, é preciso que haja muito cuidado na utilizacdo,
pois 0s mesmos podem apresentar substancias que venham a apresentar efeitos
colaterais adversos, devido a liberacdo de determinados componentes presentes no
vegetal ou a forma de realizacdo de coleta e extracao ineficiente de seus constituintes
(Saetal., 2020).

Para isso € importante ressaltar que o uso de plantas exige a realizacdo de
ensaios de toxicidade para verificar a seguranca nessa utilizacdo. Nesse propdsito, tem
sido estimulado o desenvolvimento de ensaios in vitro para determinar a possivel
toxicidade das plantas e uma das técnicas que podem ser adotadas é a utilizacdo do
bioensaio com camardo de salmoura (Artemia salina Leach) um crustaceo que vive em
lagos de agua salgada de todo o mundo, com simplicidade de manuseio e baixo custo
(Melo et al.,, 2021). Esse teste pode indicar possiveis acdes biolégicas como
anticancerigenas, moluscicida, inseticida, e antifungica.

Diante do contexto, na busca por recursos alternativos de controle da mosca-das-
frutas e a necessidade de estudo das espécies da nossa flora, bem como a seguranca na
utilizacdo de plantas, este trabalho teve como objetivo avaliar a bioatividade do 6leo
essencial da casca da C. hastata em pupas de C. capitata, assim como realizar a anélise

fitoquimica do 6leo essencial e o teste de toxicidade preliminar em A. salina.
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MATERIAL E METODOS
Os experimentos foram conduzidos no Laboratdério de Quimica do IFSertdoPE
Campus Petrolina Zona Rural e no Laboratério de Bioquimica/NEPLAME da

Universidade Federal do Vale do Sao Francisco.

Coleta, extracao e rendimento do 6leo essencial

A coleta da casca do caule da espécie estudada (C. hastata) foi realizada entre
maio e junho de 2021, no campo do IFSertdoPE Campus Petrolina Zona Rural (9° 20’
12,59596” Sul, 40° 41” 45,48919” Oeste), as 08h30, com temperatura média=22,2°C e
umidade relativa do ar = 76,3 %. Para a identificacdo por um botanico responsavel foi
produzida a exsicata da espécie e encaminhada para o Centro de Referéncia Para
Recuperacdo de Areas Degradadas da Caatinga - CRAD/UNIVASF, onde foi depositada
no Herbario do Vale do Séo Francisco — HVASF, na cidade de Petrolina/PE identificada
com o numero de registro/voucher — 24374. A casca foi raspada e sua massa mensurada
para calculos posteriores de rendimento (Figura 01). Assim realizou-se o processo de
extracdo do Oleo essencial, por meio da técnica conhecida por hidrodestilagdo, com um
extrator de Clevenger. Nesse processo, 800 g das raspas da casca foram introduzidas em
um baldo de fundo redondo (6 L), a fim de realizar a extragdo dos 6leos essenciais por
3h, com temperatura de 100° C (Figura 01). Posteriormente, foi determinada a massa do
6leo por meio de balanca analitica com precisdo de 0,1 g, o qual foi mantido em ampola
de vidro ambar sob refrigeracdo de 4° C até a realizagdo da andlise de identificacdo dos

seus constituintes.
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O rendimento foi obtido dividindo-se a massa do Oleo essencial obtida pela
massa das raspas da casca colocadas para a extracao do 6leo. O resultado foi expresso

em porcentagem (Ribeiro et al., 2018).

Figura 01: Extracdo do 6leo essencial: a) coleta da casca do caule; b) exsicata da espécie; c) raspagem da
casca; d) pesagem da casca; e) quantificacdo da agua no baldo e f) aparelho Clevenger.

Obtencéao das larvas

As larvas da C. capitata foram fornecidas pela Biofabrica Moscamed Brasil, no
3° instar e alimentadas com dieta artificial composta por bagaco de cana, farinha de
soja, levedura de cerveja, agUcar cristal, methylparaben (Nipagin), benzoato de sédio,
acido citrico, tetraciclina e agua filtrada. Posteriormente, foram acondicionadas em

bandejas plasticas com vermiculita esterelizada para obtengéo das pupas.

Ensaio da bioatividade do 6leo essencial frente as pupas da C. capitata

Para 0 ensaio de atividade inseticida, o OE foi diluido em solugdo aquosa de
Tween 80 a 2% nas concentragBes: 2,5, 5, 10, 20, 40 e 80 mg L™. Como controle
utilizou-se a solugdo aquosa de Tween 80 a 2%. O delineamento foi inteiramente

casualizado com sete tratamentos em triplicata.
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Cada unidade amostral foi constituida por uma placa de Petri com papel filtro
incluindo 10 pupas com idade de dois dias. As pupas foram imersas em becker contendo
20 mL de cada tratamento e, ap6s 30 segundos de contato, depositadas nas placas com
vermiculita. Apds serem submetidas aos tratamentos, foram acondicionadas por sete
dias (desenvolvimento pupal médio) em incubadora BOD, com condigdes
semiclimatizadas (26 + 2°C, 70 + 10% e fotofase de 12 horas) e, decorrido esse tempo,
as avaliacBes foram feitas a cada 24 horas por oito dias, sendo observados os insetos

emergidos e sua viabilidade, com consequente mortalidade das pupas (Figura 02).

Figura 02: Bioensaio da atividade inseticida: a) pupas formadas; b) pupas imersas nas concentragdes;
c) papel filme perfurado para entrada de O,; d) acondicionamento em BOD.

Toxicidade preliminar frente a Artemia salina

No Laboratorio de Bioquimica/NEPLAME da Universidade Federal do Vale do
Sdo Francisco foi realizada a anélise de toxicidade preliminar do 6leo essencial em A.
salina, utilizando a metodologia sugerida por Meyer et al. (1982). Para isso, foi
preparada uma solucdo salina para eclosdo dos ovos da A. salina na concentragdo de 38
g L™ Apos isso, foram pesadas 20 mg de ovos e colocadas para eclodir por 48 h em
uma cuba dividida em duas partes, um ambiente escuro e um ambiente claro, separado
por um isopor com furos, contendo 1 L de &gua salina e mantidos a 25° C para a

migracdo dos nauplios para a parte clara da cuba, iluminada durante todo o periodo.
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Apds a ecloséo dos ovos, foram transferidas 10 nduplios de artémias para tubos
de ensaio, contendo a solucdo do 6leo, onde 180 mg de 6leo foi diluido em 90 mL de
agua salina. Em seguida foram realizadas as diluicdes a fim de obter seis concentracdes:
50, 100, 250, 500 e 1000 pug mL™. As diluicdes foram feitas com um volume final de
4,5 mL. Para o controle negativo foi utilizada a solucéo salina e o controle positivo foi
realizado utilizando Paracetamol 800 mg L™.

Os tubos de ensaio foram mantidos a 25° C com incidéncia de luz constante. A
avaliacdo da viabilidade dos nauplios foi ap6s 24 e 48 horas (Figura 03). O resultado
expresso em CLsg e a taxa de letalidade dada em porcentagem a partir da quantidade de

artémias vivas observadas.

L : BT 0 7 1
Figura 03: Teste de toxicidade preliminar em Artemia salina: a) cuba usada para eclodir os ovos; b)
transferéncia das artemias para as concentracdes; c) experimento pronto.

Analise dos constituintes quimicos do 6leo essencial

O Oleo essencial de C. hastata foi encaminhado ao Centro Analitico de
Instrumentacdo da Universidade de Sdo Paulo — Instituto de Quimica/USP para analise
dos constituintes quimicos. A caracterizacdo dos componentes majoritarios foi realizada
utilizando-se um Cromatografo Gasoso Acoplado a um Espectrébmetro de Massas
(Shimadzu®, GCMS-QP2020) (CG-EM). A coluna foi aquecida a partir de uma

temperatura inicial de 50°C até a temperatura final ser de 280°C. Os constituintes foram
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identificados comparando-se 0s espectros e 0s fragmentos de massa obtidos na anélise
cromatografica com os bancos de dados das bibliotecas espectrais NIST14s.bi,

disponivel no software do equipamento.

Andlises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. A estatistica da toxicidade preliminar em A.
salina foi obtida utilizando uma regressao n&o linear com intervalo de confianca de 95%

no Software GraphPad Prism 8.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Rendimento do dleo essencial

Segundo Ribeiro et al. (2018), o rendimento do 6leo essencial é um fator muito
importante para determinar a viabilidade de estudo das espécies como fontes de
substancias bioativas, caso seja necessario o isolamento desta, ou ainda que o 6leo
essencial apresente atividade equiparada a da substancia isolada. Assim, o estudo do
rendimento do dleo essencial torna-se uma ferramenta necessaria para 0s produtores,
pois a partir desse estudo € possivel estimar quanto de biomassa é necessaria para
produzir uma quantidade de 6leo satisfatdria.

Apos a extracdo do 6leo essencial da casca do caule da C. hastata, quantificou-
se um rendimento de 0,035%, utilizando 800 g de casca, coletando 0,5 mL (volume) e
0,28 g (massa) de 6leo. De acordo com Bessa (2017), dentre os diversos fatores que
influenciam a sintese de metabolitos secundarios, a sazonalidade € um dos mais
expressivos com relagéo as variagdes na quantidade e natureza dos constituintes ativos

das plantas, além da época em que € coletado; a idade e o desenvolvimento das plantas;
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a temperatura; a chuva ou a seca também pode provocar alteracGes fisiologicas nas
plantas tais como fotossintese, crescimento, mobilizacdo de reserva e expansao foliar,

alterando assim no metabolismo secundario; entre outros.

Identificacédo dos constituintes quimicos do 6leo essencial da C. hastata

Os constituintes quimicos do oOleo da C. hastata foram identificados e
quantificados, e seus respectivos resultados estdo expressos na Figura 04. Ja na tabela
01 estdo expressos 0s compostos majoritarios (determinados com area acima de 5,0 %)
e sua estrutura quimica (Figura 05).

Figura 04: Compostos quantificados apresentados no 6leo essencial da C. hastata.
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A cromatografia revelou que o 6leo da espécie analisada apresenta um grupo de
compostos principais raros em o0leos essenciais, alguns dos quais ja tém citado na
literatura, como isotiocianatos e nitrilas representando 74,76 % (Tabela 01). Esses
compostos sdo identificados nos 6leos essenciais de alimentos como a mostarda
(Brassica juncea), que funcionam como conservantes naturais devido a sua atividade

antimicrobiana e antioxidante (Carvalho et al., 2021).
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Tabela 01: Principais compostos majoritarios apresentados na C. hastata.

Espécie Principais compostos Area (%)
Hexanonitrilo 30,38 %

Cynophalla hastata Isopropil isotiocianato 25,88 %
4,4-dimetil-3-oxopentanonitrilo 11,30 %

4-metilpentanonitrilo 7,20 %

Figura 05: Estrutura quimica dos compostos majoritarios.

Hexanonitrilo [sopropil 1sotiocianato

CH;;N CJHNS

4-metilpentunonitrilo

4, 4-dimetil-3-oxopentanonitrilo CH.N

C,H,NO

Em seu trabalho, Carvalho et al. (2021) por meio do 6leo essencial das vagens
da Cynophalla flexuosa, espécie do mesmo género, identificaram como componentes
marjoritarios: 2-pentanona 4-hidroxi-4-metil (30,1 %); éster butilico de &cido acético
(16,6 %); butanonitrilo, 3-metil (15,2 %); e isopropil isotiocianato (13,6 %), além dos
demais compostos como 4,4-dimetil-3-oxopentanonitrilo (1,9 %); e hexanonitrilo, 5-
metil (1,56 %) corroborando com a identificacéo fitoquimica do presente trabalho.

Os glicosinolatos, devido as suas caracteristicas estruturais, fazem parte da

classe dos glicosideos, sendo metabdlitos secundarios cujas propriedades Unicas foram
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observadas no inicio do século XVII e despertam interesse até os dias atuais (\Valério,
2017). Entre seus produtos de hidrdlise estdo os isotiocianatos e nitrilas, em que Silva et
al. (2017), afirmam que tém demonstrado atividade inseticida, com papel importante na
defesa da planta contra insetos herbivoros.

Além disso, Souza (2020) reforca que na familia Capparaceae, 0s glicosinolatos
(B-tioglicosideo-N-hidroxisulfato), podem ser considerados os mais importantes, pois
além de compor um dos principais mecanismos quimicos de defesa do organismo
vegetal, esta classe de grande diversidade de estruturas, esta intimamente relacionada a
biossintese de compostos biologicamente ativos, os quais vem sendo estudados contra

diferentes tipos de cancer, doencas neurodegenerativas, entre outros.

Avaliacdo da bioatividade do 6leo essencial frente as pupas da C. capitata

Os resultados da atividade do OE da casca da C. hastata estdo expressos em
percentual (%) de mortalidade de pupas de C. capitata na Tabela 02, apresentando
resultados promissores.

Tabela 02: Percentual de mortalidade de pupas de C. capitata, em relacdo ao desenvolvimento
pupal médio (15 dias) e tempo de exposicdo as diferentes concentracdes do dleo essencial,
obtido da casca da C. hastata.

Concentracoes Mortalidade de Pupas
mg L* (%)
80,0 80,007
40,0 76,67°
20,0 66,67°
10,0 56,67°
5,0 46,67%
2,5 51,67°
Controle 10,00°
1. Meédias Seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem significativamente pelo

teste de Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade.
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Os dados mostram que no controle (solucdo de Tween 80 a 2%) houve maior
emergéncia de moscas em relacdo aos demais tratamentos, o que evidencia a
interferéncia do OE na emergéncia dos insetos adultos. Desde a menor concentragéo de
2,5 mg L™ houve mortalidade de pupas em torno de 50%, ou seja, metade dos insetos
ndo emergiram até 15° dia de analise. Ha um destaque para as maiores concentracfes de
40,0 e 80,0 mg L™ que provocaram a n3o emergéncia de 76,67% e 80%,
respectivamente (Tabela 02).

No verdo o periodo pupal varia de 10 a 12 dias, podendo chegar até 20 dias no
inverno (Gallo et al., 2002). No presente trabalho, ao analisar se 0 OE influenciou no
tempo da fase pupal, observou-se uma variacéo de 8 a 10 dias, onde a partir disso, até o
15° dia, ndo houve mais emergéncia de adultos. Casos de insetos inviaveis ndo foram
observados, onde todos 0s insetos emergidos estavam aptos, ou seja, sem deformacdes

morfologicas (Figuras 06, 07 e 08).

Figura 06: Adultos de C. capitata aptos apds a aplicagdo das concentragdes do 6leo essencial da casca da
C. hastata.

De acordo com S. Braga e Silva et al. (2019), os primeiros estadios larvais e das
ninfas dos insetos afetados por extratos vegetais perduram, as vezes, por trés semanas

em um mesmo estadio, até que morram, enquanto que o quarto e o quinto estadios
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larvais podem conseguir empupar, mas os adultos emergem com as asas deformadas ou

outras deficiéncias.

Figura 07: Caracteristicas das pupas da C. capitata sem emergéncia de adultos ap6s a aplicagdo das
concentragdes do dleo essencial da casca da C. hastata, configurando em mortalidade.

As plantas possuem substancias cujas moléculas possuem acdo fagoinibidora,
repelente, larvicida inseticida, além de serem capazes de alterar a regulacdo do
crescimento (Pereira et al., 2022). S. Braga e Silva (2019) enfatiza que o modo de acéo
dos inseticidas pode ser por contato ou ingestdo e aqueles que agem por contato
caracterizam-se pela sua atuacao principal, quando é absorvido através do tegumento do

inseto.

Figura 08: Mortalidade das pupas da C. capitata ap6s a aplicacéo do 6leo essencial da casca da C.
hastata: a) adulto tentando emergir; b) inseto retirado da pupa que ndo houve emergéncia.
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Segundo Silva et al. (2017), as propriedades bioldgicas dos glicosinolatos séo
atribuidas aos metabdlitos resultantes da hidrdlise enzimatica (isotiocianatos e nitrilas)
que tém demonstrado tanto efeitos benéficos, tais como atividades antifungicas,
inseticidas, herbicida, antiproliferativo e antibacteriana. Além disso, os autores afirmam
que essa classe tem papel importante na defesa da planta contra insetos herbivoros, onde
convertidos pela enzima mirosinase a isotiocianatos e nitrilas sdo toxicas para o inseto
agressor, quando o tecido vegetal é rompido. Ainda assim, Ayoma e Labinas (2012),
mostram que os glicosinolatos apresentam funcdo repelente, toxica, irritante e
antibidtico e sdo caracterizados como corrosivos e amargos, em especial 0s
isotiocianatos.

Embora os isotiocianatos sejam compostos benéficos para os seres humanos,
para 0s insetos considera-se que sdo compostos ofensivos a vida dos mesmos, devido a
sua natureza eletrofilica e lipofilica (\Valério, 2017). Segundo Morais e Marinho-Prado
(2016), quanto maior a capacidade do composto em se ligar a camada lipidica
(lipofilicidade), maior serd a penetracdo deste no tegumento do inseto, onde estes
podem ter acdo fumigante, podem penetrar no interior do corpo do inseto como
inseticida de contato, agir como repelentes ou afetar parametros biolégicos e interferir
na reproducdo dos insetos. Em relacdo as nitrilas, sua funcdo biol6gica ainda é pouco
compreendida, (Valério, 2017; Carvalho et al., 2021). De acordo com Vilela et al.
(2021), o isotiocianato de alilo (AITC) apresenta agdo fumigante de grdos no controle
da infestacdo do caruncho (Callosobruchus maculatus) no feijdo-caupi.

Sabe-se que dentre os sitios de acdo dos inseticidas, estdo 0s neurotdxicos que
atuam na transmissdo sinaptica, inibindo a enzima acetilcolinesterase (AChE) no

sistema nervoso central (Voris, 2018) e aumentando o nivel de acetilcolina na sinapse
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causando hiperexcitabilidade devido a transmissdo continua e descontrolada de
impulsos nervosos: incluem tremores, convulsdes e, eventualmente, colapso do sistema
nervoso central e morte. Como exemplos de compostos quimicos que sao utilizados em
agropecuaria como inseticidas, estdo os organofosforados e carbamatos. A acetilcolina é
um mediador quimico, necessario para transmissao dos impulsos nervosos, presente nos
mamiferos e insetos e quando a AChE € inibida acontece paralisia do sistema nervoso
central e morte dos insetos (Conceicdo, 2018). Os insetos resistentes apresentam
muta¢des na conformacdo do sitio ativo da AChE, impedindo a liga¢do do inseticida
com a enzima, ndo ocorrendo a inativacdo da mesma, diminuindo, assim, a
sensibilidade por estes inseticidas (Voris, 2018).

Em conformidade, Carvalho et al. (2021), afirmam que o OE da C. flexuosa,
espécie do mesmo género, apresentou forte inibicdo da acetilcolinesterase com ICs 7,9
ng mL™, cujo resultado é correlacionado & presenca dos isotiocianatos no 6leo, com a
identificacdo de 2-pentanona 4-hidroxi-4-metil (30,1 %); éster butilico de &cido acético
(16,6 %); butanonitrilo, 3-metil (15,2 %); e isopropil isotiocianato (13,6 %).

Diante do exposto, acredita-se que 0s compostos marjoritarios identificados no
OE da C. hastata durante essa pesquisa como o isopropil isotiocianato (25,88 %),
hexanonitrilo (30,38 %), 4,4-dimetil-3-oxopentanonitrilo (11,30 %) e 4-
metilpentanonitrilo (7,20 %), agem como inseticida de contato, penetrando o tegumento
e inibindo a AChE nos insetos, 0 que possivelmente pode ter levado a morte e o retardo

das pupas.

Avaliacéo da toxicidade preliminar frente a A. salina
O microcrustaceo de agua salgada, A. salina Leach é comumente adotada para

ensaios de toxicidade devido a simplicidade de manuseio e baixo custo, favorecendo seu
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uso em diversos estudos. Além disso, apresentam reduzida tolerancia a alteracOes
ambientais e alta especificidade a interferéncias externas, garantindo a expressdo de
resultados nitidos em face de pequenas varia¢oes de qualidade do ambiente (Lima et al.,
2019). Assim, é possivel determinar por ensaios de toxicidade, a concentracdo letal
minima para causar a morte de 50% da populacéo (CLs) dos compostos bioativos.

O resultado do teste de toxicidade preliminar frente a A. salina esta expresso na
Tabela 03.

Tabela 03: Concentracéo letal 50 em pug mL™ do dleo essencial da casca do caule de C. hastata
frente a A. salina.

CLso (ug mL™)
Amostra

Ap0s 24h Apds 48h

Oleo essencial 4,45 4,45
(Cynophalla hastata)

Resultados expressos como média, *.SD, n=3

A relacdo entre o grau de toxicidade e a concentracdo letal média (CLso)
apresentada por extratos de plantas (produtos naturais) sobre A. salina foi avaliada por
MClaughlin, Ching-Jer e Smith (1993) e Bonfim et al. (2020). Os autores classificam de
acordo com sua CLsp em trés classes: que apresentam toxicidade baixa (CLsp > 500 pg
mL™), toxicidade moderada (CLso 100 > 500 pg mL™), elevada toxicidade (CLso < 100
nug mL™). Diante disso, na avaliagdo, observou-se uma forte toxicidade do 6leo
essencial da casca da C. hastata, onde nas primeiras 24 horas causou uma CLsg de 4,45
ng mL™, com mortalidade de quase todos os nauplios. Devido a essa forte toxicidade, o
método ndo apresentou sensibilidade suficiente para obter os resultados com desvio

padréo de media e coeficiente de variancia.
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Como visto, conforme Carvalho et al. (2019) e Souza (2020), os glicosinolatos
fazem parte das principais classes de metabdlitos secundarios encontrados na familia
Capparaceae, com a presenca de enxofre em sua estrutura e como produtos de sua
hidrolise estdo os isotiocianatos e nitrilas que tem despertado interesse na medicina,
devido ao seu potencial citotoxico em células cancerigenas, o que pode esta atrelado a
forte toxicidade em Artemia salina. Desse modo, os testes com artémias sdo comumente
correlacionados a atividade citotoxica, assim, uma amostra que € altamente toxica em
testes como esse, apresenta provavelmente bom potencial anticancerigeno, supondo que
a espécie se demonstra promissora para a descoberta de novos farmacos antitumorais e
inseticidas derivados de plantas para o controle de pragas.

Ao observar um dos unicos trabalhos acerca da espécie C. hastata realizado por
Cordeiro (2017), os resultados da determinacdo da CLsy da planta, com extrato bruto
seco tanto das folhas, como da casca, mostraram que 0s extratos sdo atoxicos nas
concentracdes testadas frente a A. salina, que consolidou com o trabalho realizado por
Melo et al. (2021), concluindo diante dos valores alcangados (CLsp = 1.745,1415 ug
mL™), que o extrato vegetal das folhas da C. hastata néo possui toxicidade relevante.

Apesar disso, de acordo com Carvalho et al. (2021), o OE das vagens da C.
flexuosa, espécie do mesmo género, apresentou alta toxicidade frente a A. salina, com
Clso de 97,54 pug mL™, além de apresentar na analise fitoquimica, isotiocianatos e
nitrilas, o que corrobora com os resultados do presente trabalho. A toxicidade dos
isotiocianatos € atribuida a sua natureza eletrofilica e lipofilica, e por essa razdo esse
composto atravessa as membranas celulares e alcanga 0 ambiente intracelular, além de
apresentar em sua estrutura, o enxofre, conferindo maior toxicidade (Valério, 2017;

Carvalho et al., 2021).
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Acrescenta-se que, 0s 6leos essenciais e extratos vegetais diferenciam-se pelo
método de extracdo utilizado, onde todos os 6rgdos do vegetal podem acumular OE,
todavia, sua composicdo pode variar segundo sua localizacdo na estrutura da planta
(Zacardo, 2013).

A vista disso, é importante o desenvolvimento de novos estudos com a espécie,
visando avaliar a toxicidade do 6leo em animais superiores, uma vez que 0s testes com
A. salina sdo utilizados para direcionar outros testes de toxicidade, por ser um método

preliminar e de baixo custo (Tavares, 2021).

CONCLUSAO

O oleo essencial da C. hastata revelou importantes classes quimicas raras em
oOleos essenciais, com potencial extraordinario no controle de pragas (inseticidas) e para
a producao de farmacos.

A pesquisa contribui para o conhecimento e consequente valorizagcdo de
propriedades ricas e raras da C. hastata, planta da Caatinga que ainda é pouco citada e
discutida na literatura, principalmente no controle de pragas com inseticidas derivados

de plantas.

AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus por sabedoria e saude. Ao IF Sertdo-PE pela bolsa
concedida. Profa. Elizangela Maria de Souza pela orientacdo do projeto. A técnica de
laboratdrio Eliatania e ao Prof. Vitor Lorenzo, pela disponibilizacdo do Laboratorio de
Quimica para extragdo de 0leos essenciais. Ao Prof. Rodolfo Peixoto por possibilitar a

analise quimica do oleo essencial. Ao Prof. Diego Melo pela interpretacdo dos dados de



32

composicdo quimica do Oleo essencial. Ao Prof. Fabio Nascimento pela ajuda nas
estatisticas. Ao Mestrando Yuri Tavares pela ajuda no teste de toxicidade em A. salina.
Ao Laboratorio de Bioquimica/NEPLAME da Universidade Federal do Vale do S&o
Francisco, em nome do Prof. Jackson Guedes e a Profa. Ana Paula. A Moscamed, por
disponibilizar as larvas, principalmente a Técnica Miriam. Ao CRAD (Centro de
Referéncia Para Recuperacdo de Areas Degradadas da Caatinga) da UNIVAFS, em
nome do Prof. José Alves S. Filho e ao discente Leonardo Feijo (IFSertdoPE) pela

identificacdo da C. hastata e fornecimento do n° do voucher.

REFERENCIAS

Aoyama EM & Labinas AM (2012) Caracteristicas estruturais das plantas contra a
herbivoria por insetos. Enciclopédia Biosfera, Centro Cientifico Conhecer, Goiania,
8:365-386.

Bessa CMAS (2017) Isolamento, caracterizacdo e aplicacdo de metabdlitos secundarios
de folhas de Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb) Altschul (Fabaceae:
Mimosoideae). Tese (doutorado). Universidade Federal de Pernambuco. Recife. 163p.

Bonfim EMS, Santos TG, Carneiro ASO, Silva MC, Marques EJ & Vale VLC (2020)
Antimicrobial, antioxidant and cytotoxic activites and chemical profile of species of
Miconia Ruiz & Pav., Clidemia D. Don and Tibouchina Aubl.(Melastomataceae).
Journal of Medicinal Plants Research, 14(1):1-6.

Cartaxo PHA (2020) Oleos esssenciais no controle de Ceratitis capitata (Diptera:
Tephritidae). Monografia (Graduacdo). Universidade Federal da Paraiba/CCA, Areia,
34 p.

Carvalho NKG, Camilo C J, Mendes J W S, Nonato CFA, Dantas AR, Leite DOD,
Lima DS, Dias FJ, Teixeira VF, Rodrigues FFG & Costa JGM (2019) Caracterizacao
quimica e toxicidade do 6leo essencial de Cynophalla flexuosa (L.) J. Presl. In: 10°
Simpdsio Brasileiro de dleos essenciais. Brasilia, DF. p. 28-29.

Carvalho NKG, Camilo CJ, Nonato CFA, Leite DOD, Rodrigues FFG, Alves DR,
Morais SM & Costa JGM (2021) Essential Oil of Cynophalla flexuosa and its;
Cytotoxicity, Antioxidant, and Anti-Acetylcholinesterase Effect. Chemistry of Natural
Compounds, 3:480-482.



33

Conceicdo ND (2018) Estudo in silico de compostos marjoritarios das espécies Drimys
angustifolia e Drimys brasiliensis inibidores da enzima acetilcolinesterase com
potencial atividade inseticida. Trabalho de Conclusdo de Curso. Universidade
Federal do Amapa. Macapa. 45 p.

Cordeiro BA (2017) Avaliagdo antimicrobiana e analise toxicoldgica a partir do extrato
bruto seco das folhas e da casca de feijao-bravo (Cynophalla hastata (jacg.) J. Presl).
Trabalho de Conclusdo de Curso. Centro Universitario Tabosa de Almeida/ASCES-
UNITA.

Fazolin M, Estrela JLV, Monteiro AFM, Silva IM & Gomes LP (2017) Sinérgico
alternativo para inseticidas inibidores de acetilcolinesterase. Revista Agro@mbiente
On-line, 11(3):232-240.

Gallo D, Nakano O, Neto SS, Carvalho RPL, Batista GC, Filho EB, Parra JRD, Zucchi
RA, Alves SG, Vendramim JD, Marchini LC, Lopes JRS & Omoto C (2002) Manual de
Entomologia Agricola. Vol. 10. S&o Paulo - SP: Agronémica Ceres. 531 p.

Gonzaga KS (2019) Oleos essenciais e fungos no manejo de mosca-das-frutas (Ceratitis
capitata) (wied, 1824) e influéncia na qualidade de frutos da goiabeira. Dissertacdo
(Mestrado). Universidade Federal da Paraiba/Centro de Ciéncias Agrarias Areia, 60 p.

Leandro RS (2019) Letalidade de Ceratitis capitata (WIEDEMANN) (DIPTERA:
TEPHRITIDAE) submetida a diferentes extratos vegetais. Tese (Doutorado).
Universidade Federal da Paraiba/CCA, Areia. 41p.

Leite AS, Costa DR, Ribeiro AEL, Moreira AA, S& Neto RJ & Castellani MA (2019)
Preferéncia na oviposicdo e performance biologica de Ceratitis capitata em frutos de
Anacardiaceae, Cactaceae e Vitaceae. Arquivos do Instituto Bioldgico, 86:1-8.

Lima MFF, Silva JWSA, Silva JK, Moura AHN, Lopes RLF & Cordeiro BA (2019)
Avaliacdo toxicolOgica através do bioensaio com Artemia salina Leach de espécimes
vegetais pertencentes a Caatinga. Brazilian Journal of Healt Review, Curitiba, 2:5950-
5963.

Mclaughlin JL, Ching-Jer C & Smith DL (1993) Simple Bench-Top Bioassays (Brine
Shrimp and Potato Discs) for the Discovery of Plant Antitumor Compounds Review of
Recent Progress. In: Human Medicinal Agents from Plants; Kinghorn. [s.l: s.n.]. 112-
137.

Melo ERD, Silva JG, Nascimento ER, Fraga GGAS, Santos MLS, Assis PV, Silva SMF
& Cordeiro RP (2021) Avaliacdo toxicoldgica através do bioensaio com Artemia salina
Leach e determinacdo da fragilidade osmética eritrocitaria de espécimes vegetais
pertencentes a Caatinga. Brazilian Journal of Development, Curitiba, 7:71959-71976.

Meyer BN, Ferrigni NR, Putnam JE, Jacobsen LB, Nichols DE & Mclaughlin JL (1982)
Brine shrimp: A conveniente general bioassay for active plant constituents. Planta
Medica, 45:31-34.



34

Morais LAS & Marinho-Prado JS (2016) Plantas com Atividade Inseticida. Defensivos
agricolas naturais: uso e perspectivas. Embrapa, p. 542-593.

Pereira EBSS, Souza EM, Costa EC, Lorenzo VP & Jesus FN (2022) Atividade
larvicida do extrato aquoso e do hidrolato das folhas de Anadenahthera colubrina
(Vell.) Brenan sobre o Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae). Revista Semiarido De
Visu, 1:32-45.

Ribeiro SM, Bonilla OH & Lucena EMP (2018) Influéncia da sazonalidade e do ciclo
circadiano no rendimento e composi¢do quimica dos 6leos essenciais de Croton spp. da
Caatinga. Iheringia, Série Botanica, Porto Alegre, 73:31-38.

Santos RP (2019) Potencial inseticida de plantas encontradas na Caatinga sobre
Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidae). Trabalho de Concluséo de Curso. IFSertdoPE
Campus Petrolina Zona Rural, Petrolina, 31p.

S. Braga e Silva S, Sato ME, Raga A (2019) Uso de extratos naturais no controle de
insetos, com énfase em moscas-das-frutas (Diptera: Tephritidae). Bioldgico, 81:1-30.

Sa MS, Silva JRN & Santos KL (2020) Perfil fitoquimico do extrato foliar de plantas de
uso forrageiro e medicinal na caatinga: verificacdo da sua efetividade. In: V Congresso
Internaconal das Ciéncias Agrérias - COINTER PDVAgro. Recife. 20 p.

Silva CP, Ricci TG, Arruda AL, Pagliosa FM & Macedo MLR (2017) Extratos Vegetais
de Espécies de Plantas do Cerrado SulMatogrossense com Potencial de Bioherbicida e
Bioinseticida: Plants Extract from Cerrado Sul-Matogrossense with Bioherbicide and
Bioinsectice Potential. Uniciéncias, Parana, 21:25-34.

Souza TA (2020) Estudo fitoquimico de Neocalyptrocalyx longifolium Mart. Cornejo &
litis (Capparaceae). Dissertacdo de Mestrado. Universidade Federal da Paraiba, Jodo
Pessoa-PB. 99p.

Souza EM, Pereira EBSS & Miranda 1S (2021) CAPPARACEAE (Feijdo-bravo). In:
Souza E. M. (Organizadora). Plantas da Caatinga: um olhar multidisciplinar.
IFSertdoPE — Petrolina, PE, p. 94-98.

Tavares YKC (2021) Agentes bacterianos da Caatinga: um estudo fito- quimico e
biolégico de Lippia grata e Lantana cf. pohliana. Trabalho de Conclusdo de Curso.
IFSertdoPE Campus Petrolina Zona Rural, Petrolina, 71p.

Valerio SH (2017) Glicosinolatos: Estrutura Quimica, Mecanismo de Ativagao
Enzimatica e Atividade Bioldgica. Monografia (Graduagdo). Universidade Federal S&o
Jodo Del-Rei, 24p.

Vilela AO, Faroni LRA, Gomes JL, Sousa AH, Cecon PR (2021) Allyl isothiocyanate
as a fumigant in the cowpea and its effect on the physical properties of the grain.
Revista Ciéncia Agronémica, v. 52, n. 3.



35

Voris DGR (2018) Estudos etnofarmacoldgicos de 6leos essenciais como inseticidas e
repelentes contra 0 mosquito Aedes aegypti. Dissertacdo (Mestrado). Instituto Militar de
Engenharia, Rio de Janeiro, 101p.

Zacardo PC (2013) Estudo da propriedade antimicrobiana dos 6leos essenciais de alho
(Allium sativum), pimenta do reino (Piper nigrum) e pimenta rosa (Schinus molle) para
aplicacdo em cortes de frango temperados. Trabalho de Conclusdo de Curso.
Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC, Criciuma/SC, 12p.



36

REFERENCIA

IFSertdoPE. Manual de Elaboracdo do Trabalho de Conclusdo de Curso.
Petrolina, PE, 2015. Disponivel em: https://lwww.ifsertao-
pe.edu.br/index.php/cursos/superiores/petrolina-zona-rural/agronomia . Acesso em:
mai. 2022.



ANEXOS

ANEXO 1 - Comprovante de submissao do artigo a Revista CERES.

Submission Confirmation

Thank you lor your

submission

Sraa vy

RCERES-2002-011Y

ROACTVITY

Souts Siva Pesra Eranuea
Je Scuta, Elzangels

OF CARVALMO. ANDREA NUNED

Demenino Costa. Elatirte
Tavares Yial Kehin
de Jesun F30i0

20-May- 30202

OF WHLDBEAN ESSENTWL O C

PICEtals it AGANS T FRISTELY (Corstie caprtate) AND (T35 TOUICITY IN Artarmes sates

Revista Ceres

< \2,._%

X W Bt
s 4

C_e_r,e,sj 2 W

BIOACTIVITY OF WILD-BEAN ESSENTIAL OIL (Cynophalla
hastata) AGAINST FRUIT-FLY (Ceratitis capitata) AND ITS

TOXICITY IN Artemia salina

Journal:

Revista Ceres

Manuscript ID

RCERES-2022-0111

Manuscript Type:

Original Article

Areas of Expertise:

Essential oils < Medicinal plants < Crop Production, Chemistry of natural
products < Medicinal plants < Crop Production

Keyword:

bio extract, diptera, toxic effect, insecticidal potential, pupa

SCHOLARONE™

Manuscripts

37



38

ANEXO 2 - Resultado da analise quimica do Oleo essencial, realizada na
Universidade de Sao Paulo.
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ANEXO 3 - Obtencéo das larvas e pupas de Ceratitis capitata: a) larvas no 3° instar
em alimentacéo; b) larvas na vermiculita, simulando o solo. Fonte: Autoria propria.

ANEXO 4 — Adulto de Ceratitis capitata: a) fémea (ovopositor); b) macho. Fonte:
Autoria propria.




