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RESUMO

O presente trabalho tem como objetivo investigar a composi¢cdo quimica do
0leo essencial das folhas de Ocotea duckei e Ocotea glomerata e das folhas e frutos
de Eugenia langsdorffii por CG-FID e CG-EM bem como avaliar a agéo acaricida
desses 6leos essenciais e de seus compostos (de forma isolada e na forma de
blendas) sobre o Tetranycus urticae. Os Oleos das folhas das espécies do género
Ocotea foram caracterizados pelo alto percentual de sesquiterpenos. Os principais
compostos identificados foram o p-cariofileno (18,6+0,1%) e o valenceno
(17,6+0,0%) no oOleo da O. duckei e o Aromadendreno (17,3+0,6%) e B-cariofileno
(14,6+0,3%) no oleo da O. glomerata. Os o6leos das folhas e dos frutos da E.
langsdorffii foram caracterizados pelo alto percentual de sesquiterpenos. Epi-
longipinanol (13,6£0,1%) e y-eudesmol (12,3+0,2%) foram 0s componentes
principais no 6leo das folhas, enquanto que 10-epi-y-eudesmol (35,7+0,3%) e 1,10-
di-epi-cubennol (15,6+0,3%) foram os constituintes majoritarios identificados no 6leo
dos frutos. Todos os 0leos testados foram toxicos ao T. urticae. O 6leo da O. duckei
(CLso = 0,52 pL L™'de ar) se mostrou 2,5 vezes mais toxico do que o éleo da O.
glomerata no teste de fumigacdo e 1,5 vezes mais téxico do que o Oleo da O.
glomerata (CLso = 7,22 uL/mL) no teste de contato residual. O 6leo das folhas da E.
langsdorffii (CLsp = 1,7 mL L™ ar) foi 1,7 vezes mais téxico do que o 6leo dos frutos
por fumigacédo, e 1,8 vezes menos toxico por contato residual. A toxicidade por
fumigacdo observada para todos os 6leos foi muito inferior comparada com o
controle positivo (eugenol). Entretanto, o efeito de contato residual dos 6leos das
folhas de O. duckei, O. glomerata e dos frutos da E. langsdorffii foram apenas 2,5;
4,0 e 6,7 vezes menor do que a do eugenol. A relacéo entre a propriedade acaricida

dos constituintes e das blendas de todos os 6leos investigados também é discutida.

PALAVRAS-CHAVE: Composi¢do quimica, atividade acaricida, Ocotea, Eugenia e
Tetranychus urticae.
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ABSTRACT

The present study aims to investigate the chemical composition of essential olil
from leaves of Ocotea duckei and Ocotea glomerata and leaves and fruits of Eugenia
langsdorffii by GC-FID and GC-MS and to evaluate the acaricide action of essential
oils and their compounds (separately and as blends) on the Tetranycus urticae.The
oils from the leaves of species of the genus Ocotea were characterized by high
percentage of sesquiterpenes. The main compounds identified were g-caryophyllene
(18.6 + 0.1%) and valenceno (17.6 += 0.0%) for the oil of O. duckei and
aromadendrene (17.3 + 0.6%) and B-caryophyllene (14.6 + 0.3%) for the oil of O.
glemerata. The oils from leaves and fruits of E. langsdorffii were characterized by
high percentage of sesquiterpenes. Epi-longipinanol (13.6 + 0.1%) and j-eudesmol
(12.3 + 0.2%) were the main components of oil from the leaves, while 10-epi-y-
eudesmol (35.7 £ 0.3%) and 1,10-di-epi-cubennol (15.6 + 0.3%) were the major
identified in the oil of the fruits. All oils tested were toxic to T. urticae. The oil of O.
duckei (LCso = 0.52 mL L-1from air) showed 2.5 times more toxic than the oil of O.
glomerata fumigation test and 1.5 times more toxic than the oil of O. glomerata (LCsg
= 7.22 mL / mL) in the residual contact test. The oil from the leaves of E. langsdorffii
(LCso = 1.7 mL L-1 air) was 1.7 times more toxic than the oil of the fruit by fumigation,
and 1.8 times less toxic by residual contact. The fumigation toxicity observed for all
oils was much lower compared with the positive control (eugenol). However, the
effect of residual contact of the oils from the leaves of O. duckei, O. glomerata and
the fruits of E. langsdorffii were only 2.5, 4.0 and 6.7 times lower than that of
eugenol. The relationship between property acaricide, constituents and the blends of

all the oils investigated in this work is also discussed.

KEY WORDS: Chemical composition, acaricidal activity, Ocotea, Eugenia and
Tetranychus urticae.
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1. INTRODUCAO

Acaros de interesse agricola sdo pragas que provocam grandes prejuizos
para os pequenos, médios e grandes agricultores. Dentre eles, destaca-se o
Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) (acaro-rajado), uma espécie
cosmopolita de ocorréncia em regides temperadas e tropicais. Podem ocorrer em
ambientes fechados ou no campo atacando uma grande variedade de culturas
economicamente de valor nutritivo ou ornamental em todo o mundo (GALLO et al.
2002).

No Brasil, essa praga ja foi registrada em diversos estados de Norte a Sul.
Em Pernambuco, seu primeiro registro de ocorréncia foi em 1985, apos o inicio dos
cultivos irrigados no municipio de Petrolina (MORAES, 2001). Desde entdo esse
acaro tem causado grandes prejuizos aos agricultores, atacando diferentes culturas
como algodao, feijao, milho, soja, mamao, macieira, videira, alface, batata, berinjela,
melancia, meldo, morangueiro, pepino, tomateiro, além de flores de plantas
ornamentais (MORAES e FLECHTMANN, 2008). A reducdo da infestacdo das
formas imaturas e adultas tem sido feita com repetidas aplicacdes de acaricidas
convencionais, 0s quais sao freqientemente associados com residuos perigosos
para o consumo e ao meio ambiente. (POTENZA et al. 1999a,b).

Os acaricidas convencionais tiveram suas origens em fatos que ocorreram
antes e durante a Segunda Guerra Mundial. O auge do controle de pragas por meio
da aplicacédo desses acaricidas ocorreu durante os anos 1945-1970. Neste periodo
foram descobertos e desenvolvidos para uso generalizado, inseticidas organicos
sintéticos, tais como, organoclorados, organofosforados e carbamatos (THACKER,

2002).
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Em Pernambuco, este tratamento foi considerado, no inicio, eficiente no
controle de pragas. No entanto, a utilizagdo continua e excessiva desses produtos,
possibilitou a ocorréncia de efeitos adversos, contaminando o meio ambiente e
promovendo toxicidade aos mamiferos (GONCALVES et al. 2001a). Esses efeitos
danosos tém servido de alerta aos agricultores, direcionando-os a busca de
alternativas que minimizem os transtornos ambientais e de toxicidade aos mamiferos
causados pelo uso desses inseticidas. Desta forma, torna-se imprescindivel o
desenvolvimento de tecnologias que propiciem o controle de pragas agricolas e que
nao causem impactos sociais e ambientais.

Uma alternativa viavel a esses acaricidas convencionais é 0 uso de produtos
obtidos a partir de matrizes vegetais, tais como, extratos, pés, Oleos fixos e
essenciais obtidos a partir de diferentes matrizes vegetais (GONCALVES et al.,
2001b). Esses produtos, usados para o controle de pragas sdo denominados de
inseticidas botanicos. Nos ultimos anos, varios grupos de pesquisas, no Brasil e no
exterior tém voltado a atencdo para o controle do T. urticae com métodos
alternativos, como o uso de inseticidas botanicos para o seu controle. Nos ultimos 15
anos, alguns inseticidas botanicos tém sido comercializados. Dentre eles podem-se
destacar os produtos baseados na azadiractina (Figura 1), um limonoide isolados
das sementes de Azadiracta indica e aqueles formulados a partir de 0leos essenciais

(ISMAN, 2010).
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Figura 1. Estrutura da azadiractina

A posicao de destaque ocupada pelo Brasil, no que se refere ao abastecimento
interno e externo de frutas, cereais e plantas ornamentais, tem incentivado a
pesquisa de novas técnicas e métodos alternativos para o controle de pragas. O
Brasil é o pais com uma das maiores diversidades vegetal do mundo, contando com
mais de 55.000 espécies catalogadas, de um total estimado entre 350.000 a 550.000
(SIMOES e SPITZER, 2008). Essa grandeza de biodiversidade vegetal consiste em
um importante acervo para o desenvolvimento socio-econémico do pais, como fonte
de corantes, Oleos vegetais, 6leos essenciais, fitoterapicos e antioxidantes.

Espécies vegetais aromaticas caracterizam-se pela producdo de Oleos
essenciais, 0 qual devido a sua alta volatilidade e possivel acdo fumigante podem

ser usados para o controle de pragas instaladas em casas de vegetacdo ou na

17



preparacao de formulagcbes para serem utilizados em ambientes abertos (ASLAN et
al. 2004).

O uso de Oleos essenciais representa um grande avango para o controle de
artropodes-pragas que atacam uma grande variedade de culturas (POTENZA et al.,
1999a; GALLO et al.,, 2002; FLECHTMANN, 1989). Além disso, € de baixa
frequéncia a resisténcia desenvolvida por artrépodes aos Oleos essenciais
(ALKOFAHI et al., 1989).

Recentemente, estudos com 6leos essenciais a partir de plantas que ocorrem
no Brasil (NEVES e CAMARA, 2011; NEVES et al., 2011; ARAUJO-JUNIOR et al.,
2010; PONTES et al.,, 2007a,b,c; SILVA et al 2008) e no exterior tém sido
conduzidos para avaliar seu potencial contra o T. urticae (KIM et al.,, 2004;
CALMASUR, 2006; HAN et a .,2011; MIRESMAILLI et al., 2006; ATTIA et al., 2011).

Investigacdes referentes a atividade acaricida de 0leos esséncias de diversas
plantas aromaticas evidenciam que a composicdo quimica destes O6leos esta
diretamente relacionada ao seu potencial diante as pragas (CALMASUR, 2006). Por
iSsO, 0 crescente interesse pela busca de novos produtos, com atividade acaricida,
tem motivado a procura de produtos alternativos aos acaricidas convencionais a
partir dos diferentes biomas do Brasil.

Entre os principais biomas do Brasil, destacam-se os brejos de altitudes, o
semi-arido, as pouquissimas areas de restinga, o cerrado e os fragmentos de mata
atlantica.

Como exemplos de fragmentos de mata atlantica, temos aqui em
Pernambuco, o fragmento de floresta ombréfila (Umida) densa localizadas no
municipio de lgarassu—PE, conhecida como mata de Cruzinha e o da fazenda do

Sinhozinho Cabral no municipio de Camocim de Sao Felix — PE. Como exemplo do
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bioma cerrado, temos as areas de elevado gradiente latitudinal localizado no Distrito
Federal, Brasilia, localizado no centro do Brasil.

Nesses dois biomas é possivel encontrar uma grande variedade de plantas
aromaticas, cujo potencial quimico e biolégico de seus Oleos essenciais séo
completamente desconhecidos. Entre as espécies dessas regides, destacam-se,
pela alta producao de 6leo essencial, as espécies pertencentes ao género Ocotea e

Eugenia.

1.1. Familia Lauraceae e o género Ocotea.

Composta por 52 géneros e aproximadamente 3.000 espécies (TAKAKU et al.,
2007; WERFF, 2003). A familia Lauraceae possui distribuicdo tropical, sendo bem
representada nas Américas, Asia tropical, Austrdlia, no sul da Africa e em
Madagascar (ROHWER, 1993).

Dos 52 géneros que constitui a familia Lauraceae, 19 ocorrem no Brasil e
somam mais de 390 espécies que habitam, em sua maior parte, as florestas
ombrdfilas, restingas e os cerrados (BAITELLO et al., 2003).

Um dos géneros mais estudados da familia Lauraceae é o das Ocotea. O
género apresenta cerca de 350 espécies, compreendendo arvores e arbustos. Essas
espécies, em sua grande maioria encontram-se distribuidas nas Ameéricas tropicais e
subtropicais (ROHWER,1993). As espécies do género tém como principais
caracteristicas folhas alternas, raramente opostas, flores monoclinas ou diclinas,

com fruto do tipo baga sobre cupula desenvolvida (COUTINHO et al., 2006).
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1.1.1. Estudo quimico e biologico do 6leo essencial de espécies do género Ocotea

De acordo com o levantamento bibliografico feito no banco de dados SciFinder
(Chemical Abstract) no dia 23 de novembro de 2011, usando como palavra-chave o
termo: “Ocotea” seguido de “Essential Oil”, foram encontrados 64 artigos referentes
aos relatos de composicdo quimica de 6leos essenciais de espécies do género
Ocotea.

Com base no levantamento para composi¢cao quimica do 6leo de espécies do
género Ocotea, os locais onde as espécies foram coletadas para estudo restringem-
se a apenas seis paises: Brasil, Costa Rica, Islandia, Equador, Cuba e Colémbia. Os
estudos com espécies de Ocotea coletadas no Brasil sdo relatados nos estados da
Paraiba, Rio Grande do Sul, Parana, Sao Paulo, Rio de Janeiro e Amazonia.

Levando em consideracdo o conteudo dos artigos 32% relatam apenas a
composicao quimica dos 0leos essenciais extraidos de varias partes da planta de
diferentes regifes do mundo. As matrizes vegetais que serviram para obtencdo do
oleo essencial (folhas, flores, raizes, caule e frutos) variaram de planta para planta,
sendo as folhas (39%) as mais exploradas.

No total, 29 espécies diferentes do género Ocotea tém sido investigadas
guanto a composicao e/ou potencial bioldgico do o6leo essencial. Referente a
composic¢ao quimica dos Oleos essenciais, 46 compostos diferentes sdo encontrados
com percentual igual ou superior a 5%. A classe quimica dos sesquiterpenos (55%)
€ predominante, entre os compostos encontrados com percentual superior 5%,
dentre eles os principais sdo o Germacreno D e o f-cariofileno presentes na
composicdo quimica de dez espécies diferentes (Figura 2). A classe quimica dos
monoterpenos (35,6%) tem como principal representante o a-pineno encontrado em

dezoito espécies diferentes, sendo assim o composto encontrado no maior nimero
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de espécies do género. O B-pineno é identificado em nove espécies diferentes. Os
fenilpropandides representam 9,1% dos compostos encontrados com percentual

superior a 5%.

H
A\
H
B-cariofileno
Germacreno D
'l' F] \\‘ ‘. \\'
AN fr, \
a-pineno

B-pineno

Figura 2. Principais compostos identificados nos 6leos de espécies do género

Ocotea.

Do total de artigos 68% exploram além da composicdo quimica, o potencial
biologico desses 6leos. Dentre os varios estudos bioldgicos realizados com esses
Oleos essenciais, o0s principais foram voltados para avaliar o potencial antioxidante,
antimicrobiano, moluscicida, citotdxica, inseticida, hipotensdo arterial, anti-
chagasico, antitumoral, anticoagulante, antiplaquetario e antiinflamatério. Desta a

mais explorada foi a atividade antimicrobiana, contra bactérias patégenas de gram



positivo e negativo, fungos e leveduras representando cerca de 10% do total de
artigos.

O estudo inseticida com o 6leo essencial das folhas da espécie O. comoriensis
coletadas na Islandia foi direcionado as larvas do Aedes aegypti (mosquito
transmissor da dengue) que obteve atividade com concentracfes acima de 125ppm
(MENUT et al., 2002) enquanto que a atividade inseticida do 6leo essencial das
partes aéreas da O. odorifera sobre a praga de grdos armazenados Alphitobius
diaperinus apresentou uma CLsp igual a 0,26mL/L para insetos adultos e 0,12 mL/L

para as larvas (PINTO-JUNIOR et al., 2010).

1.1.2. Espécies do género Ocotea selecionada para o estudo.

Ocotea dukei Vattimo. Gil (Figura 3) € uma espécie vegetal encontrada em
matas atlanticas do Nordeste brasileiro, popularmente conhecida como louro de
cheiro, louro pimenta e louro-canela. Quando adulta a espécie chega, em media, a

10m de altura (COUTINHO et al., 2006).
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Figura 3 Ocotea dukei Vattimo. Gil

Estudos quimicos da planta relatam a presenca de alcaldides (DIAS et al.,
2003; SILVA et al., 2002; MORAIS et al 1998a), lignanas (MORAIS et al., 1996;
MORAIS et al., 1998b; MORAIS et al., 1999; BARBOSA-FILHO et al 1999) e oOleos
essenciais (BARBOSA-FILHO et al.,, 2008). Contudo a espécie é conhecida
principalmente por ser a principal fonte da lignana iangambina (Figura 4),
responsavel por propriedades farmacolégicas como analgésico, antialérgico
(SALEEM et al., 2005, SERRA et al., 1997), antitumoral (HAUSSOT et al., 2003),
anti-leishmaniose (MONTE-NETO et al., 2007), antagonista seletivo do receptor de
ativacdo das plaquetas (PAF) (CASTRO-FARIA-NETO et al., 1995ab ; HERBERT et

al., 1997) e antimicrobiano (ANTUNES et al., 2006).
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Figura 4 Estrutura da iangambina

A espécie Ocotea glomerata Mez. (Figura 5) € popularmente conhecida por
caneleira, louro-branco, louro-abacate e louro-bravo. Na fase adulta a espécie chega
a medir 12m de altura. Sua ocorréncia é relatada na Venezuela, Peru, Guiana,
Guiana Francesa, Trinidad-Tobago e Brasil, com registros nos estados do
Amazonas, Bahia, Maranhdo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Roraima, Ceara,
Sergipe, Tocantins e Pernambuco (MORAES, 2005). A espécie é encontrada em
matas atlanticas tropicais imidas nao inundadas. Até o momento ndo ha relatos na

literatura de trabalho fitoquimico com a espécie.
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Figura 5 Ocotea glomerata Mez.

1.2. Familia Myrtaceae e o género Eugenia.

A familia Myrtaceae compreende 121 géneros com aproximadamente 4620
espécies, encontradas principalmente em regides tropicais (STEFANELLO et al
2011; JOTHI et al., 2009). As espécies da familia dividem-se entre arvores e
arbustos aromaticos, que freqiientemente produzem frutos comestiveis. Eugenia € o
principal género da familia compreendendo cerca de 350 espécies (FISCHER et al.,
2005). Varias especies do género sao utilizada na medicina popular, principalmente
como antidiarréico, antioxidante, antimicrobiana, purificadores, anti-reumaticos, e

agente antiinflamatoério (STEFANELLO et al., 2011).
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1.2.1. Estudo quimico e biologico do 6leo essencial de espécies do género Eugenia

De acordo com o levantamento bibliografico feito no banco de dados SciFinder
(Chemical Abstract) no dia 05 de dezembro de 2011, usando como palavra-chave o
termo: “Eugenia” seguido de “Essential Oil”, foram encontrados 85 artigos referentes
aos relatos de 6leos essenciais de espécies do género Eugenia.

Com base no levantamento para composi¢cao quimica do 6leo de espécies do
género Eugenia, os locais onde as espécies foram coletadas para estudo
restringem-se aos paises: Brasil, Croacia, Espanha, india, ltalia, Jap&o, Portugal,
Sérvia, Tunisia, Turquia, Argentina, Costa Rica, Cuba, Egito, Tailandia, Uruguai,
Venezuela, Alemanha, Bahamas, Nigéria e Vietnd. Os estudos com espécies de
Eugenia coletadas no Brasil sdo relatados nos estados: Rio grande do Sul, Ceara,
Parana, Porto alegre, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Goias, Pernambuco e Santa
Catarina.

Levando em consideracdo o conteudo dos artigos, aproximadamente 52,4%
relatam apenas a composi¢cdo quimica dos Oleos essenciais extraidos de varias
partes da planta de diferentes regiées do mundo. As matrizes vegetais que serviram
para obtencdo de 6leo essencial (folhas, flores, raizes, caule e frutos) variaram de
planta para planta. Destas, a mais explorada foi a folha. Do total de artigos 47,6%
exploram além da composi¢do quimica, o potencial biologico desses 6leos. Dentre
0s varios estudos biolégicos realizados com esses 6leos essenciais, 0s principais
foram voltados para avaliar o potencial analgésico, anti-colinesterase,
antiinflamatério, antioxidante, antimicrobiano, citotoxica, hipoglicémico, inseticida,
acaricida. Destes 0 estudo mais explorado foi 0 antimicrobiano.

O estudo inseticida com as folhas da espécie E. triquetra coletados na

Venezuela foi direcionado a medicina humana, referentes ao A. aegypti que obteve
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uma ClLso de 64,8ppm (MORA et al.,, 2010); enquanto que a atividade acaricida
relatada com os botdes da espécie E. caryophyllata foi descrito para o controle de
Dermatophagoides farinae (acaro de Poeira) com 100% de mortalidade (WU et al,
2010).

No total, 63 espécies diferentes do género Eugenia tém sido investigadas
guanto a composicdo e/ou potencial biolégico do Oleo essencial. Referente a
composicdo quimica desses Oleos essenciais, 99 compostos diferentes sao
encontrados com percentual igual ou acima de 5%. A classe quimica dos
sesquiterpenos € predominante representando 67,7% dos compostos encontrados
com percentual superior 5%, dentre eles o principal € o B-cariofileno presente na
composicao quimica de vinte e uma espécies diferentes e o globulol presente em
treze espécies diferentes. A classe quimica dos monoterpenos (representando
24,2% dos compostos encontrados com percentuais 25%) tem o a-pineno (25%)
presente em 25 espécies diferentes, sendo assim o composto encontrado no maior
namero de espécies do género Eugenia, e o B-pineno (=25%) encontrado em onze

espécies diferentes.

1.2.2. Espécie do género Eugenia selecionada para o estudo.

Eugenia langsdorffii O. Berg. (Figura 6) € uma das espécies mais
representativa no bioma cerrado. A espécie trata-se de um arbusto baixo de
aproximadamente 40cm de altura, com muitos brotos em crescimento a partir de um
xilopodio (fruto semelhante a uma nucula sem cupula, formado sobre um peduinculo

carnoso tal como a castanha-de-caju).
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Figura 4 Eugenia langsdorffii O. Berg.

1.3. Objetivos

1.3.1. Geral

Investigar os constituintes quimicos dos 6leos essenciais obtidos das folhas
de duas espécies do género Ocotea (Lauraceae) e dos frutos e folhas da espécie
Eugenia langsdorffii bem como avaliar a agdo acaricida desses 0Oleos e de seus

constituintes (de forma isolada e na forma de blenda) sobre o T. urticae.
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1.3.2. Especificos

» Obter os Oleos essenciais folhas das espécies O. glomerata, O. duckeie e
folhas e frutos da espécie E. langsdorffii atraves da técnica de hidrodestilacao
e mensurar seus rendimentos.

> ldentificar os constituintes quimicos dos 6leos essenciais através da técnica
de Cromatografia gasosa (CG) e Cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG/EM)

» Avaliar a acéo letal (por fumigacédo e contato residual) dos Oleos essenciais e
dos seus constituintes (de forma individual e na forma de blendas) sobre o T.

urticae.
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2. MATERIAIS E METODOS

A presente pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Produtos Naturais
Bioativos (LPNBio) do Departamento de Ciéncias Moleculares da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) em parceria com o Laboratério de Biologia
de Insetos do Departamento de Agronomia da UFRPE. As andlises quimicas dos
Oleos essenciais foram realizadas no Centro de Apoio a Pesquisa (CENAPESQ) da
UFRPE e na Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental (DQF) da

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

2.1. Coleta do material botanico

As espécies do género Ocotea foram coletadas em dois fragmentos de Mata
Atlantica de Pernambuco.

Na mata ombréfila densa, conhecidas por Mata de Cruzinha situado na Usina
Sao José no municipio de Igarassu no dia 26 de marco de 2008 foi coleta da a
espécie O. glomerata (coordenada geografica = S 08°20°04.3” W 035° 47°06.5”)
identificada pelo Dr. Henrigue Costa Hermenegiodo da Silva do Departamento de
Botanica da Universidade Federal de Alagoas, Campus Arapiraca. Uma amostra
vegetal da espécie foi prensada para montagem da exsicata que foi incorporada ao
acervo do Herbério Professor Vasconcelos Sobrinho da UFRPE com o numero de
registro 49645.

Na mata Sinhozinho Cabral localizada no municipio de Camocim de Sao Félix
no dia 26 de setembro de 2010 foi coletada a espécie O.duckei (coordenada

geogréfica = S 07°58’41.2” W 034° 50'21.4”). Identificada pela Dra. Maria Rita Cabral
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Sales de Melo do Departamento de Biologia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. Uma amostra vegetal da espécie foi prensada para montagem da
exsicata que foi incorporada ao acervo do Herbério Professor Vasconcelos Sobrinho
da UFRPE com o numero de registro 72251. As coordenadas geogréficas foram
registradas com um aparelho GPS (Global Position System), modelo Garmin Etrex
vista.

O método utilizado na preparacdo das exsicatas das plantas coletadas foi
realizado de acordo com a metodologia descrita por Mori e colaboradores (1989).

As folhas e frutos da espécie E. langsdorffii foram coletados no campus
Universidade de Brasilia, Distrito Federal, entre 8 e 9 horas da manh& do dia
15/04/2011 em uma vegetacao de cerrado a uma altitude de 1030m. Uma espécime
foi depositada no herbarium UnB (Universidade de Brasilia) onde recebeu a
designacao J.E.Q. Faria Jn & Fagg C.W. 918, uma duplicata foi enviada para o
herbarium da Universidade Estadual de Goias (UEG). A planta foi identificada pelo
estudante de Doutorado Eustaquio Quintinode Faria Junior sob a supervisao do Dr.

Carolyn Proenca do Departamento de Botanica da Universidade de Brasilia.

2.2. Obtencéo dos 6leos essenciais

Para a obtencdo dos Oleos essenciais, folhas das espécies de Ocotea e
folhas e frutos da E. langsdorffii foram separadamente trituradas com agua destilada
e submetidas a hidrodestilacao utilizando um aparelho tipo Clevenger modificado.
Devido a diferenca de densidade, os 6leos foram separados da agua, secos com
sulfato de sodio anidro e armazenados a +5°C em frascos de vidro vedados, antes

da analise quimica e de serem utilizados nos experimentos. Apds 2 horas uma
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aliquota do 6leo essencial é recolhida e o seu rendimento € realizado com base na

massa do material fresco, todo experimento foi realizado em triplicata.

2.3. Padrdes quimicos

Todos monoterpenos (a-pineno, B-pineno, p-cimeno, (R)-limoneno,
terpinoleno, terpinen-4-ol e a-terpineol), sesquiterpenos  (B-cariofileno,
aromadendreno, a-humuleno e valenceno) e o controle positivo (eugenol) (Figura 7)
usados na identificacdo do Oleo essencial e nos experimentos acaricidas foram

comprados na Sigma-Aldrich-Brasil. Todos com grau de pureza entre 95-99%
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Figura 7. Estrutura quimica dos compostos usados nha identificacdo do Oleo

essencial e nos experimentos acaricidas.
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2.4. Identificacdo dos constituintes quimicos dos Oleos essenciais por
Cromatografia gasosa (CG) e Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massa (CG/EM).

A andlise cromatografica por CG foi feita na Central Analitica do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).
Realizada em um Hewlett Packard 5890 SERIES equipado com detector de
ionizacéo (FID) e J & W Scientific DB-5 com coluna de capilaridade com silica (30m
x 0,25mm x 0,25um). A temperatura da coluna foi programada para 60°C até 240 a
3°C min™. As temperaturas do injetor e detector foram de 240°C e 260°C,
respectivamente. O hidrogénio foi usado como carreador gasoso, com um fluxo de
1,0 mL min™, (1:10). Uma solucéo de 1,5 pL de aproximadamente 10 mg do éleo em
acetato de etila foi usada para injecdo de 0,1 pyL no CG . O indice de retencgéao foi
obtido aplicando uma amostra do 6leo com mistura de hidrocarbonetos lineares Cj-
Co4 (indice de retengdo variando de 850 a 2199, esta variacdo foi obtida por
extrapolacdo). A andlise qualitativa do 6leo foi feita no Centro de Apoio a Pesquisa
(CENAPESQ) usando CG/EM Variam 220-MS It Mass Espectrometer equipado com
a mesma coluna e utilizando as mesmas temperaturas utilizadas no experimento
com CG. O carreador gasoso foi o hélio, fluxo de 1,0 mL min™, (1:30). Foi feita uma
aplicacao de hexano. O espectro de massa foi obtido a 70eV. A velocidade de leitura
de 0.5 scans™ de m/z 40 & 650. A identificacdo dos 6leos foi feita com base na
comparacdo dos indices de retencdo (VAN DEN DOLL e KRATZ, 1963), por
comparacdo computadorizada do espectro de massa obtido com aqueles contidos
na biblioteca de espectro de massas do NIST bem como por comparacdo com a

literatura (ADAMS, 2007).
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2.5. Rotacéao 6ptica dos Oleos essenciais
A rotacdo Otica dos 6leos essenciais foi realizada em um polarimetro digital
(A. Kruss model Px800, West Germany) em 589nm e a 26°C em uma solucdo em

diclorometano (100 mg/mL).

2.6. Criacdo do Tetranychus urticae

O T. urticae foi criado em plantas de feijao-de-porco, Canavalia ensiformes
(L.), no Laboratorio de Biologia de Insetos do Departamento de Agronomia da
UFRPE sob condi¢des de 26 + 1°C, U.R. 65 = 10% e fotofase de 12 horas. Para a
manutencdo da criacdo, o feijdo-de-porco foi plantado em vasos plasticos com
capacidade para 5 litros em casa de vegetacdo. Vinte dias apds a abertura do
primeiro par de folhas dicotiledonar, os vasos foram levados ao laboratdrio e a

infestacao realizada com fémeas adultas do T. urticae originarias da criacao.

2.7. Bioensaio de Fumigacao

A metodologia utilizada para os experimentos de fumigacdo seguiu a
metodologia de Pontes e colaboradores (2007a). Recipientes de vidro com
capacidade de 2,5L foram utilizados como camaras de fumigacdo. Trés discos de
folha de feijao-de-porco (2,5cm) foram colocados equidistantes em uma placa de
Petri (9cm) contendo um disco de papel de filtro saturado com agua para evitar a
fuga dos acaros e manter a turgidez das folhas. Em cada disco de folha foram
colocadas 10 fémeas adultas do T. urticae. Cada placa de Petri foi colocada em uma
camara de fumigacao, resultando em 30 acaros por camara de fumigacéo. Os 6leos
essenciais, 0s constituintes majoritarios e as blendas foram separadamente

aplicados com o auxilio de pipetas automaticas em tiras de papel de filtro (10 x 2cm)
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presas a superficie interna da tampa da camara de fumigacdo. As concentractes
utilizadas variaram de 6,4x10° a 31 pL/L de ar, de acordo com a atividade obtida. No
controle nada foi aplicado. O eugenol foi utilizado como controle positivo. Para cada
concentragao foram utilizadas trés repeticdes, sendo cada repeticdo uma camara de
fumigacdo contendo uma placa de Petri com 30 &caros. As avaliacbes foram
realizadas apds um periodo de 24h de exposicdo. Os acaros incapazes de caminhar
uma distancia superior ao comprimento do seu corpo apés um leve toque com a
extremidade de um pincel de cerdas finas foram considerados mortos. A deterréncia
de oviposicao foi avaliada através da contagem do numero de ovos e os dados
transformados em Vx+0,5. O delineamento foi inteiramente casualizado. Os dados
obtidos para mortalidade e deterréncia de oviposicdo, apds atenderem aos testes de
normalidade e homogeneidade de variancia, foram submetidos a analise de
variancia e as meéedias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
através do programa estatistico SAS (SAS Institute 2002). Os dados de mortalidade
foram submetidos a analise de Probit e as concentracfes letais (CLsp) estimadas
utilizando-se o programa POLO - PC (LEORA, 1987). A metodologia de Robertson e
Preisler (1992) foi utilizada para o calculo das razbes de toxicidade, com seus

respectivos intervalos de confianca a 95%.

2.8. Bioensaio de Contato Residual

O método de “pincelagem” em disco de folha descrito por Miresmailli e Isman
(2006) foi usado para avaliar a toxicidade de contato dos 6leos essenciais e dos
constituintes majoritarios. Foram utilizados discos de folha de feijdo-de-porco com
2,5cm. As concentrag@es utilizadas variaram de 0,1 a 600 yL/mL, sendo as solugdes

preparadas através da diluicdo dos 6leos, compostos puros e blendas em metanol.
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Uma aliquota de 20uL de cada concentracdo dos 6leos essenciais, dos constituintes
e das blendas foi aplicado com uma pipeta automética, sobre um disco de folha e
espalhado com o auxilio de um bastdo de vidro. Cada disco foi colocado em uma
placa de Petri (10cm) contendo um disco de papel de filtro umedecido com agua
destilada. Cinco fémeas adultas do T. urticae foram transferidas para cada disco de
folha. A mortalidade foi determinada apos 24 horas de exposicdo e a deterréncia de
oviposicao foi avaliada através da contagem do numero de ovos, com os dados
transformados em Vx+0,5. Os acaros foram considerados mortos quando incapazes
de caminhar uma distancia superior ao comprimento do seu corpo apos um leve
toque com a extremidade de um pincel de cerdas finas. Os discos controle foram
tratados apenas com metanol. Todos os tratamentos foram repetidos cinco vezes.
Para as anadlises estatisticas, os dados obtidos para mortalidade, assim como o0s
dados de reducdo da quantidade de ovos, ap0s atenderem aos testes de
normalidade e homogeneidade de variancia foram submetidos a analise de variancia
e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade através do
programa estatistico SAS (SAS Institute 2002). Os resultados obtidos foram
submetidos a analise de Probit e as concentracfes que matam 50% da populagéo
de T. urticae (CLso) foram estimadas utilizando-se o programa POLO - PC (LEORA,
1987). A metodologia de Robertson e Preisler (1992) foi utilizada para o calculo das

razdes de toxicidade, com seus respectivos intervalos de confianca a 95%.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Composic¢do quimica e atividade acaricida dos 6leos essenciais das folhas
das duas espécies do género Ocotea

3.1.1. Determinacao dos constituintes quimicos do 6leo de Ocotea duckei e Ocotea
glomerata.

A tabela 1 apresenta os rendimentos dos Oleos, rotacdo especifica e 0s
compostos identificados na ordem crescentes de eluicdo em uma coluna capilar de
natureza apolar (DB-5, 30m) das espécies do género Ocotea. Os rendimentos dos
Oleos das folhas obtidos através da técnica de hidrodestilagdo foram 0,6+0,0% a
0,8+0,1% para as espécies O. duckei e O. glomerata, respectivamente. O
rendimento observado para O. duckei esta de acordo com o reportado por Barbosa-
Filho e colaboradores (2008), referente a uma amostra coletada no municipio de
Santa Rita, Paraiba. Ja a espécie O. glomerata ndo existe relatos na literatura de
trabalhos realizados com seu 06leo essencial.

Na tabela 1 é apresentada a rotacdo Optica dos dois 6leos essenciais das
espécies de Ocotea. As rotacBes Opticas observadas foram de -8,9° e -19,1° para 0s
o0leos de O. duckei e O. glomerata, respectivamente. Este resultado pode ser
justificado observando a rotacdo especifica de alguns constituintes presentes nos
6leos como o B-cariofileno (majoritario no 6leo da O. duckei e segundo majoritario no
Oleo da O. glomerata) que tem uma rotacéo especifica de -10,0° (pureza de 98,5%),
B-pinene ([a]?p = -22° a 97% de pureza), terpinen-4-ol ([a]*p = - 25,6° a 98,5% de
pureza), dehidro-aromedendreno ([a]*%, = - 33,0° a 98,% de pureza) globulol ([a]*p =
- 25,6° a 98,5% de pureza) que apresentam uma rotacao especifica negativa. Por

outro lado, a presenca de alguns compostos identificados nos 6leos como o
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valenceno ([a]*p = +90,0° a 98,% de pureza, identificado como segundo majoritario
no 6leo da O. duckei) e o aromadendreno ([a]*’p = + 12,1° a 98,% de pureza,
identificado como majoritario no 6leo da O.glomerata) também influenciam no
resultado liquido da rotacdo observada pelo dleos, isto é, 0s acréscimos ou
decréscimos no valor da rotacdo é devido a estes e a outros compostos presentes
no 6leo.

Nos Oleos analisados por CG/EM, um total de 67 compostos foram
identificados, representando um percentual de 97,3+0,3 e 97,8+0,5% da composicéo
guimica dos Oleos de O. duckei, e O. glomerata, respectivamente. Os 6leos das
duas espécies revelaram um perfil quimico de natureza terpénica, com

predominancia de compostos da classe dos sesquiterpenos.
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Tabela 1. Rendimento, rotacdo especifica e percentual relativo dos constituintes quimicos identificados nos 6leos essenciais das

espécies do género Ocotea.

Composto |.R? |.R" O. duckei O. glomerata
Método de identificacao
Rendimento (%) +tDP 0,6+0,0 0,8+0,1
[a]o?®(c.=1,CH.Cl,) -8,9° -19,1°
Artemisia trieno 920 923 - 0,60,0 IR, EM
a-pineno 928 932 2,5+0,1 6,9+0,1 IR, EM,CI
Verbeneno 957 961 0,3+0,0 - IR, EM
Sabineno 965 969 0,3+0,0 - IR, EM
B-pineno 970 974 5,2+0,0 - IR, EM, CI
Mirceno 985 988 5,6+0,0 - IR, EM
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a-felandreno

iso -silvestreno

p-cimeno

(R)-limoneno

y-terpineno

m-cimeno

Terpinoleno

trans-pineno

Terpinen-4-ol

a-terpineol

iIso-mentil acetato

999

1006

1017

1024

1050

1081

1084

1119

1168

1188

1308

1002

1008

1020

1024

1054

1082

1086

1119

1174

1186

1304

1,1+0,0

0,7+0,0

0,7+0,0

0,1+0,0

0,3+0,0

2,0+0,0

0,4+0,0

1,1+0,0

4,9+0,0

1,0+0,0

6,4+0,0

2,1+0,1

0,4+0,0

IR, EM

IR, EM

IR, EM, CI

IR, EM, CI

IR, EM

IR, EM

IR, EM, CI

IR, EM

IR, EM, CI

IR, EM, CI

IR, EM
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O0-elemeno

a-cubebeno

a-Terpinil acetato

llangeno

a-copaeno

B-cubebeno

B-bourboneno

B-elemeno

B-cariofileno

B-duprezianeno

-copaeno

1335

1340

1350

1370

1372

1388

1390

1384

1415

1418

1428

1335

1345

1346

1373

1374

1387

1387

1389

1417

1421

1430

1,4+0,0

1,2+0,0

1,8+0,0

0,1+0,0

18,1+0,1

0,3+0,0

1,2+0,0

0,3+0,0

3,1+0,0

0,3+0,0

14,6%0,3

0,6+0,0

0,3+0,0

IR, EM

IR, EM

IR, EM

IR, EM

IR, EM

IR, EM

IR, EM

IR, EM

IR, EM, CI

IR, EM

IR, EM
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B-gurjuneno

Aromadendreno

Prezizaeno

a-humuleno

Dehidro-Aromedendreno

Cumacreno

Germacreno D

B-selineno

0-Selineno

y-amorfeno

Valenceno

1431

1437

1443

1455

1457

1466

1480

1483

1489

1490

1496

1431

1439

1444

1452

1460

1470

1484

1489

1492

1495

1496

0,5+0,0

2,2+0,0

3,0+0,0

4,7+0,1

1,5+0,0

17,6+0,0

0,5+0,0

17,3+0,6

1,9+0,0

2,1+0,0

2,3+0,1

1,6%0,0

IR, EM

IR, EM, CI

IR, EM

IR, EM, CI

IR, EM

IR, EM

IR, EM

IR, EM

IR, EM

IR, EM

IR, EM, CI
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a-muroleno

Biciclogermacreno

B-bisaboleno

d0-amorpheno

o-cadineno

Zonareno

a-cadineno

a-calacoreno

Elemol

Trans-Dauca-4(11), 7-dieno

Maliol

1501

1504

1507

1511

1520

1525

1535

1545

1550

1557

1562

1500

1500

1505

1511

1522

1528

1537

1544

1548

1556

1566

1,9+0,0

2,7+0,0

0,2+0,0

0,6+0,0

6,8+0,0

2,4+0,0

2,1+0,0

5,8+0,2

1,1+0,0

0,6+0,0

2,0+0,0

4,0+0,1

2,8+0,0

0,2+0,0

IR, EM

IR, EM

IR, EM

IR, EM

IR, EM

IR, EM

IR, EM

IR, EM

IR, EM

IR, EM

IR, EM
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Longipinanol

Palustrol

Cariofilene alcool

a-epoxido de cedreno

Espatulenol

Tujopsan-2-3-ol

Globulol

Viridiflorol

Rosifoliol

Ledol

Trans-isolongifolano

1563

1564

1568

1572

1574

1586

1590

1595

1603

1607

1626

1567

1567

1570

1574

1577

1588

1590

1592

1600

1602

1625

1,0+0,0

0,6+0,0

0,6+0,0

1,1+0,0

0,7+0,0

0,8+0,0

0,4+0,0

0,6+0,0

3,61+0,1

2,8+0,0

0,7+0,0

0,5+0,0

IR, EM

IR, EM

IR, EM

IR, EM

IR, EM

IR, EM

IR, EM

IR, EM

IR, EM

IR, EM

IR, EM
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a-murolol 1642 1644 5,6%0,0 - IR, EM
Cubenol 1647 1645 - 1,3+0,0 IR, EM
Cadinol 1649 1652 3,60,0 - IR, EM
a-eudesmol 1650 1652 0,6+0,0 - IR, EM
Acetato de elemol 1675 1680 0,9+0,0 - IR, EM
Amorfa-4,9-dien-2-ol 1703 1700 0,1+0,0 - IR, EM
Esclareolido 2060 2065 0,1+0,0 - IR, EM
Monoterpenos 16,2+0,1 24,5+0,1
Monoterpenos oxigenados 4,7+0,0 0,4+0,0
Sesquiterpenos 56,2+0,3 61,4+0,6
Sesquiterpenos oxigenados 20,3+0,0 11,4+0,1
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Total 97,3+0,3 97,8+0,5

%indices de retencdo calculados baseados nos tempos de retencdo em compara¢do com uma série de n-alcanos em coluna de
capilaridade de 30m DB-5. "indices de retencéo da literatura. IR = indice de Retencdo, EM = Espectro de Massas, Cl = Co-Injecdo

com padréo auténtico.
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A composicdo quimica descrita na tabela 1 para as os 6leos essenciais das
espécies de Ocotea, estdo de acordo com a literatura, que relata para os 6leos
essenciais das espécies desse género, principalmente os obtidos a partir de matriz
foliar, sdo constituidos por hidrocarbonetos sesquiterpénicos (BARBOSA-FILHO et
al.,, 2008; COUTINHO et al., 2007; TAKAKU et al.,2007; BALABENI et al.,2007;
CHAVERRI e CICCIO, 2007; SETZER et al., 2006).

Dos 37 compostos identificados no 6leo da O. duckei, um total de 27
(76,5+£0,3%) pertencem a classe quimica dos sesquiterpenos. O B-cariofileno
(18,1+0,1%) seguido do valenceno (17,6+0,0%) foram identificados como o0s
constituintes principais no o6leo. A figura 8 apresenta o cromatograma do 6leo

essencial das folhas de O. duckei com as estruturas dos constituintes principais.

e
1 Valenceno
i (17,60,0%)
B-cariofileno
: (18,1£0,1%) /

] e

] N B-pineno ‘

! (5.2£0,1%) |

1 a-pineno o1

% (2,5£0,1%) | Elemol
‘ / Mirceno (6,820,0%)
(5,620,1%) ]
u,- >

/ a-murolol
(5,6+0,0%)

[ [ il Ijuﬂ_xw-. _____ e

T e T o [ T S ST B T e

10 2 ) a0

Figura 8. Cromatograma do 0Oleo essencial das folhas da espécie Ocotea duckéi,

com as estruturas dos constituintes majoritarios.

Na classe dos monoterpenos, 12 compostos diferentes foram identificados,

representando 20,91+0,1% do 6leo. Entre os monoterpenos identificados, a-pineno
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(2,5 +£0,1%), B-pineno (5,2 +0,0%), mirceno (5,6+£0,0%) e (R)-limoneno (1,1+0,0%)
sdo relatados na literatura em percentuais >7% no caule e frutos da espécie
coletada na Paraiba (BARBOSA-FILHO et al., 2008).

Comparando nossos resultados com os reportados por Barbosa-Filho e
colaboradores (2008) para o 6leo das folhas da O. duckei, constata-se que ambas
as amostras sdo constituidas apenas por monoterpenos e sesquiterpenos. Entre os
monoterpenos a amostra da Paraiba apresentou apenas a-pineno (0,6%) enquanto
gue em nossa analise, aléem desse monoterpenos, outros foram identificados
representando um percentual bem mais significativo (20,9+0,1%).

A nossa analise possibilitou a identificagdo de 97,3+0,3% do Oleo contra
apenas 74,77% da amostra da Paraiba. Apesar de apresentarem o B-cariofileno
como constituinte majoritario, o percentual desse sesquiterpeno identificado na
amostra da Paraiba foi cerca de 3 vezes maior do que em nossa analise. O
sesquiterpeno valenceno identificado como o segundo majoritario em nossa analise
nao foi identificado no dleo essencial das folhas da amostra da Paraiba.

Essas diferencas na composicdo quimica de amostras da mesma espécie
coletadas em diferentes localidades, mesmo dentro de uma mesma regido, como o
Nordeste, deve-se ao fato principalmente das condi¢cbes de clima, relevo, solo e a
variabilidade genética de ambas as amostras (DHARMAGADDA et al., 2005;
PONTES etal., 2007a,b; ZSCHOCKE et al., 2000; BRUNI et al., 2004).

A andlise do 6leo essencial das folhas de O. glomerata possibilitou a
identificacdo de 39 compostos diferentes. Os constituintes majoritarios identificados
no 6leo foram os sesquiteroenos aromadendreno (17,3%+0,6%) seguido do S-
cariofileno (14,6+0,3%). A figura 9 mostra o cromatograma do 6leo essencial das

folhas de O. glomerata e as estruturas dos constituintes principais.

49



a-pineno B-cariofileno
(6,9+0,1%) (14,6+0,3%)

\ (ft)"_g»fn(;ir;?,) l / (17,320,6%)
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Figura 9. Cromatograma do Oleo essencial das folhas da espécie de Ocotea

glomerata, com as estruturas dos constituintes majoritarios.

A presenca do sesquiterpeno aromadendreno é relatada nos 0leos essenciais
de outras espécies do género, como no Oleo do caule de O. bracteosa (COUTINHO
et al.,2007) e no 6leo das folhas de O. whitei e O. “los llanos” (TAKAKU et al.,2007),
porém em quantidade inferiores a um percentual de 5%.

Os monoterpenos identificados no oOleo representam um percentual de
24,9+0,1%, tendo o a-pineno (6,9+0,1%), y-terpineno (6,4+0,0%) e o p-cimeno
(4,9+0,0%) como principais representantes da classe.

Este é o primeiro relato da composicdo quimica do 6leo essencial das folhas
de O. duckei e O. glomerata que ocorrem nos fragmentos da Mata Atlantica em
Pernambuco. Esses 0leos se caracterizaram pela grande quantidade de
sesquiterpenos em sua composi¢ao, com destaque para o S-cariofileno, identificado
como componente principal em O. duckei e segundo constituintes majoritario em O.

glomerata. Esses dados estdo de acordo com os reportados na literatura para outras
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espécies do género Ocotea, em que quantidades significativas desse sesquiterpeno
tém sido identificadas no éleo de diferentes partes de espécies congéneres, como
por exemplo, nos frutos (15,1%) e folhas (15,1%) de Ocotea quixos (BRUNI et
al.,2004; SACCHETI et al.,, 2006); nas folhas das espécies O. meziana (24,8%)
(TAKAKU et al., 2007), O. dukei (60,6%) (BARBOSA-FILHO et al., 2008), O. whitei

(15,3%) (TAKAKU et al., 2007) e O. botrantha (13,4%) (SCORA e SCORA, 2001).

3.1.2. Toxicidade por fumigacdo e contato residual do oleo essencial de O. duckei e
O. glomerata sobre o T. urticae.

Os 6leos essenciais da O. duckei e O. glomerata se mostraram toéxicos ao T.
urticae. Na figura 10 sdo mostrados os resultados do 6leo essencial da O. duckei, da
O. glomerata, e do controle positivo (eugenol) na mortalidade e na reducdo da
guantidade de ovos do Tetranychus urticae ap6s 24 horas de exposicdo as
diferentes concentracdes utilizadas nos testes de fumigacéo e contato residual.

Quanto as atividades fumigante apresentadas por esses o6leos, a menor
concentracdo dos 6leos que promoveu uma mortalidade acima de 95% foi de 3,2
ML/L de ar (98,8% de mortalidade) para a O. duckei e 3,5 pL/L de ar (97,8% de
mortalidade) para o 6leo da O. glomerata. J& o0 controle positivo promoveu a
mortalidade de 97,8% dos acaros a uma concentragéao de apenas 1,2 yL/L de ar.

O Oleo essencial da O. duckei a uma concentracdao de 0,16 pL/L de ar
apresentou uma reducao de 28,5% no numero de ovos, quando comparados com o
controle. Ja o 6leo da O. glomerata sé apresentou uma reducao no nimero de ovos
a uma concentracdo cerca de trés vezes maior do que a apresentada pela O. duckei.
O controle positivo promoveu uma reducéo de 46,2% de ovos em uma concentracao

de apenas 6,4 x 10® uL/L de ar.
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No experimento de contato residual a menor concentracdo que promoveu
uma mortalidade acima de 95% dos acaros foi de 20 puL/mL (96,0% de mortalidade)
para o Oleo da O. duckei e 22 pyL/mL (96,0% de mortalidade) para o 6leo da O.
glomerata. Para o controle positivo a concentragcdo de 5,0 pL/mL promoveu uma
mortalidade de 96,0% do T. urticae.

Em relacdo ao numero de ovos ovipositados no experimento de contato
residual, o 6leo da O. duckei a uma concentracdo de 0,5 pL/mL apresentou uma
reducédo de 39,4% no numero de ovos ovipositados, quando comparados com 0
controle. Por outro lado, o 6leo da O. glomerata a uma concentragéo de 2,0 uL/mL
promoveu uma reducao de 50% dos ovos.

Os resultados observados para a quantidade do numero de ovos
ovipositados pelos acaros nos dois experimentos sugerem que a exposicdo dos
acaros a esses 6leos ndo os impedem de ovipositar, mas causam uma drastica
reducdo na fecundidade. A habilidade de reduzir a quantidade de ovos ovipositados
pelos acaros, quando submetidos aos 6leos essenciais ja tem sido reportada na

literatura por Pontes e colaboradores (2007b,c).
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Figura 10. Mortalidade (%) e reducéo na quantidade de ovos de adultos fémeas de T. urticae em diferentes concentracdes. Barras
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Com o intuito de comparar as toxicidades relativas apresentadas pelos 6leos e
o controle positivo, analise de regressao linear foram feitas para obtencao dos valores
das concentracdes letais médias (CLso). A tabela 2 apresenta as CLs estimadas para
as toxicidades por fumigacdo e contato residual do 6leos e do controle positivo. Na
fumigacdo, o 6leo da espécie O. duckei (CLso = 0,52 pL L™de ar) foi cerca de 2,5
vezes mais toxico do que o 6leo da O. glomerata (CLsp = 1,32 pL L™ de ar). No
experimento de contato residual o 6leo da O. duckei (CLso = 4,68 uL/mL) também se
mostrou mais ativo, sendo 1,5 vezes mais toxico do que o oleo da O. glomerata
(CLsp = 7,22 pL/mL) (Tabela 2). A toxicidade do controle positivo (eugenol), nos
experimentos de fumigacéo foi maior do que a por contato residual. A toxicidade por
fumigacéo do eugenol (CLso = 0, 004 pL/L de ar) foi mais de 100 vezes maior do que
0 6leo da O. duckei e da O. glomerata. Por outro lado, a toxicidade por contato
residual do controle positivo foi apenas 2,5 e 4,0 vezes mais toxico do que o 6leo da
O. duckei e da O. glomerata, respectivamente (Tabela 2). O coeficiente angular da
curva de concentracdo-mortalidade observado para os 6leos nos testes indicam um
elevado grau de sensibilidade e correlacdo entre a mortalidade e a concentracao do
Oleo essencial aplicada nos dois testes (Figura 11).

As diferencas nas atividades apresentadas por 6leos essenciais de espécies
diferentes podem ser resultado da variacdo qualitativa e quantitativa da composicao
guimica destes 6leos (CALMASUR, 2006; NEVES e CAMARA 2011; PONTES et al.,
2007¢c; MEDINA-HOLGUIN et al 2008; TOGNOLINI et al., 2006; CHOI et al., 2006;

CHAVERRI et al., 2011).
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Tabela 2. Toxicidade por fumigacao (CLsp em pL/L de ar) e contato residual (CLsp em pL/mL) dos 6leos essenciais da O. duckei ,
O. glomerata e do eugenol sobre T. urticae.

Oleo N df slope Fumigac&o CLs (IC 95%) X RTs0(IC 95%)
O. duckei 540 4 2,09 (1,94-2,23) 0,52 ( 0,40-0,67) 5,87 148,78 (74,78 - 196,92)
O. glomerata 540 4 3,10 (2,86-3,34) 1,32 (1,00-1,61) 8,68 374,76 (290,76 - 447,36)
Eugenol 580 5 0,84 (0,72-0,97) 0,004 (0,002-0,008) 2,50 -
Oleo N  df slope Contato residual CLsp (IC 95%) x° RTso (IC 95%)
O. duckei 175 5 1,89 (1,64-2,11) 4,68 (3,50-6,20) 4,54 2,65 (2,13-3,30)
O. glomerata 150 4 2,99 (2,61-3,37) 7,22 (5,89-8,76) 1,96 4,08 (3,00-5,56)
Eugenol 174 5 2,16 (1,85-2,47) 1,76 (1,22-2,46) 5,59 -

n = NGmero de &caros/dose; GL= Grau de liberdade. IC = Intervalo de confianca; y°= chi-quadrado; RT = Raz&o de toxicidade.
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Figura 11. Curva de concentracdo-mortalidade para fémeas de T. urticae submetidas

a fumigacgédo e contato residual dos 6leos essenciais de O. duckei e O. glomerata.
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Os resultados obtidos para ambos os métodos para avaliar a toxicidade dos
Oleos essenciais das espécies de Ocotea sobre o T. urticae, corroboram a hipétese
de que o tipo de bioensaio pode influenciar na susceptibilidade dos acaros. Fatores
como modo de acdo (pelos vapores ou por contato e ingestdo) e/ou meios de
aplicacdo destes 6leos nos distintos métodos empregados (por fumigacdo ou
contato residual) podem promover diferentes susceptibilidades do T. urticae a esses
Oleos testados.

Contudo, estes resultados sugerem que os dois 6leos das folhas das espécies
de Ocotea, testados nesse estudo foram ativos em ambos o0s experimentos, e que a
acao fumigante foi muito mais pronunciada do que por contato residual. Ou seja, 0s
Oleos atuam mais pela penetracdo dos vapores no sistema respiratério dos acaros
(bioensaios de fumigacdo) do que pela ingestdo e/ou penetracdo através dos tarsos
dos acaros (contato residual).

Acao fumigante observada para os oleos foi confirmada com a realizacdo de
experimentos com as camaras de fumigacao abertas, na mesma concentracdo em
que promoveram mortalidade = 96,0%, ou seja, 3,2 yL/L de ar para o 6leo de O.
duckei e 3,6 uL/L de ar para o 6leo de O. glomerata.

Nessas condi¢cdes, ambos os Oleos apresentaram uma drastica reducédo na
mortalidade dos acaros (13,6+1,0% para o 6leo da O. duckei e 17,7+1,3% para o Oleo
da O. glomereta). Como esperado, o eugenol que havia apresentado 100% de
mortalidade a 3,2 e 3,6 pL/L de ar, em experimentos com camara abertas nenhuma
toxicidade por fumigacdo foi observada. Esses resultados sugerem que a acgao
acaricida do eugenol nessas concentracdes e condicbes de experimentos é

volatilizado rapidamente e reduz seu efeito sobre o T. urticae.
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3.1.3. Toxicidade por fumigagéo e contato dos constituintes selecionados a partir dos
Oleos de Ocotea.

A fim de investigar o papel dos mono e sesquiterpenos na atividade acaricida
(por fumigacdo e contato residual) observada para os 6leos de Ocotea, alguns
constituintes desses Oleos foram selecionados e suas toxicidades foram avaliadas
utiizando os mesmos experimentos em que o0s Oleos foram submetidos. Os
constituintes selecionados a partir do 6leo de O. duckei foram: a-pineno, B-pineno, D-
limoneno, a-terpineol, p-cariofileno, aromadendreno, a-humuleno e valenceno,
enquanto que a-pineno, p-cimeno, D-limoneno, terpinoleno, terpinen-4-ol, B-cariofileno
e aromadendreno foram selecionados a partir do 6leo de O. glomerata.

Na fumigacdo, os compostos que promoveram mortalidadade acima de 95%
em concentragdes igual ou inferior a 4,0 yL/L de ar foram: terpinen-4-ol (95,5% de
mortalidade a 0,72 pL/L de ar) seguido do B-cariofileno (97,7% de mortalidade a 2,8
ML/L de ar) e do terpinoleno (95,5% de mortalidade a 4,0 yL/L de ar). Nos demais
compostos, mortalidade acima de 95% soO foi alcancadas em concentracdes
superiores a 14 pL/L de ar. A figura 12 apresenta os percentuais de mortalidade por
fumigacdo dos constituintes individuais identificados no os resultados dos testes de
fumigacéo realizados com os compostos disponiveis.

Quanto a reducédo do numero de ovos ovipositados, o0 composto S-cariofileno
foi o que mostrou o melhor resultado, sendo necessario uma concentracdo de
apenas 3,2x10™ pL/L de ar, do composto, para reduzir 30% dos ovos, quando

comparado ao controle.
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Figura 12. (continuagéo)
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Os compostos que necessitaram das mais altas concentracdes para promover
reducdo no numero de ovos foram o B-pineno, aromadendreno e o valenceno
(1,0pL/L de ar, cada).

As concentracdes letais médias (CLsg) dos compostos puros disponiveis para
os experimentos de fumigacéo foram estimadas e séo apresentadas na tabela 3.

Entre todos os compostos, 0 mais toxico ao T. urticae foi B-cariofileno (CLsp =
0,04 pL/L de ar) seguido pelo terpinen-4-ol (CLsp = 0,42 pL/L de ar). Os
monoterpenos a-pineno (ClLsp = 12,46 pL/L de ar) e (R)-limoneno (CLsp = 9,80 uL/L
de ar) foram os compostos que apresentaram a menor toxicidade.

Comparando a toxicidade dos compostos puros com o controle positivo,
verifica-se que o composto que apresentou a menor CLsp entre todos 0s compostos,
o B-cariofileno, foi cerca de 10 vezes menos toxico ao T. urticae do que o eugenol
(CLsp = 0,004 uL/L de ar) no teste de fumigacéo.

Entre os compostos puros testados por fumigacao, que foram identificados no
O0leo da espécie O. duckei, apenas o p-cariofileno, que foi identificado como
majoritario no oOleo, apresentou uma CLsp, menor do que o Oleo, sugerindo que o

mesmo pode ser o responsavel pela atividade observada pelo 6leo.
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Tabela 3. Toxicidade por fumigagao (CLsp em pL/L de ar) dos compostos individuais sobre T. urticae.

2

Composto n df slope Fumigacao CLsg (IC 95%) X RTs0(IC 95%)
a-pineno 722 5 3,91 (3,53-4,29) 12,46 (9,56-14,77) 11,04 276,25 (103,07 - 440,01)
B-pineno 540 4 2,95 (2,69-3,20) 4,25 (3,49-6,16) 9,16 109,12 (43,72 - 272,33)
p-cimeno 630 5 2,11(1,97-2,25) 3,69 (2,76-4,71) 9,83 95,77 (30,36 - 220,27)

(R)-limoneno 444 3 7,35 (6,46-8,23) 9,80 (7,05-11,39) 7,60 270,15 (96,06 - 490,91)

terpinoleno 445 3 2,17 (1,99-2,35) 1,08 (0,62-1,62) 6,92 29,87 (8,80 - 64,71)

Terpinen-4-ol 450 3 5,64 (5,12-6,16) 0,42 (0,35-0,49) 5,86 11,45 (6,54 - 15,27)
a-terpineol 633 4 6,08 (5,20-6,96) 2,39 (1,64-2,76) 7,81 52,98 (19,77 — 111,12)
B-cariofileno 720 6 0,80 (0,33-1,27) 0,04 (0,025-0,077) 9,12 -
Aromadendreno 540 4 2,14 (1,98-2,30) 6,59 (5,21-7,11) 9,28 170,11 (94,00 - 395,29)
a-humuleno 629 5 1,85 (1,74-1,96) 1,80 (1,30-2,30) 8,41 55,03 (24,74 - 98,71)
Valenceno 540 4 2,84 (2,64-3,04) 4,45 (3,97-5,06) 4,08 123,76 (86,75 - 165,40)

n = Namero de Acaros/dose; GL= Grau de liberdade. IC = Intervalo de confianca; y°= chi-quadrado; RT = Raz&o de toxicidade.
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Os resultados das CLso obtidos dos compostos puros identificados no 6leo
essencial da O. glomerata, revelaram que dois compostos (B-cariofileno e terpinen-
4-0l CLso= 0,04 e 0,42 pL/L de ar, respectivamente) apresentaram uma toxicidade
mais alta do que o préprio 6leo, enquanto que a toxicidade apresentada para
terpinoleno e o a-humuleno n&o diferem estatisticamente da toxicidade apresentada
para o 6leo de O. glomerata.

No experimento de contato residual com os compostos puros (Figura 13), o B-
cariofileno a uma concentragao de apenas 6,0 yL/mL promoveu uma mortalidade
acima de 95% dos é&caros. Por outro lado, para os demais compostos foram
necessarias concentracbes bem mais altas para promover a mesma mortalidade.
Como por exemplo, para o terpinoleno promover uma mortalidade acima de 95%, foi
necessario uma concentragcao de 800,0 uL/mL.

Em relacdo ao numero de ovos ovipositados no experimento de contato
residual com os compostos puros, o terpinoleno (250 pL/mL) e o terpinen-4-ol
(200uL/mL) foram os compostos que apresentaram as maiores concentragdes para
promover uma reducdo no numero de ovos, quando comparado com o controle. Os
demais compostos ndo necessitaram de concentragbes acima de 20uL/mL para
promover uma reducao no numero de ovos, entre esses, destaque, mais uma vez,
para o B-cariofileno, que a uma concentracdo de apenas 0,1uL/mL foi capaz de

reduzir cerca de 20% no numero de ovos.
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As concentracdes letais médias (CLsp) dos experimentos de contato residual
com os compostos puros disponiveis foram estimadas e sdo apresentadas na tabela
4. 3-Cariofileno (CLso = 0,64 pL/mL) foi o composto mais toxico. O segundo composto
mais toxico foi o a-humuleno (CLso = 23,97 pyL/mL). Comparando a CLsp, dos dois
compostos acima, verifica-se que o S-cariofileno foi cerca de 37 vezes mais toxico ao
T. urticae do que o a-humuleno.

Por outro lado, os compostos terpinen-4-ol (CLso = 366,56 uL/mL) e terpinoleno
(CLsp = 341,90 uL/mL) foram os que apresentaram a menor toxicidade ao T. urticae.
Os demais compostos testados apresentaram toxicidades, no minimo, 50 vezes
menores do que a toxicidade observada para o B-cariofileno.

Comparando a toxicidade dos compostos puros com o controle positivo,
eugenol, verifica-se que B-cariofileno, no experimento de contato foi cerca de 3
vezes mais toxico ao T. urticae do que o eugenol.

Entre os constituintes testados no experimento de contato residual, apenas o
B-cariofileno, que foi identificado nos dois 6leos, apresentou uma maior toxicidade ao
T. urticae do que os 0leos essenciais da O. duckei e O. glomerata. Por outro lado, o
composto a-humuleno, identificado no oleo da O. duckei, foi 0 segundo composto
mais toxico no experimento de contato residual, mesmo assim este foi 5 vezes
menos toxico do que o Oleo essencial da O. duckei. Entre os compostos
identificados no Oleo essencial da O. glomerata o composto que apresentou a
segunda maior toxicidade ao T. urticae no experimento de contato residual foi o
aromadendreno, mesmo assim a toxicidade apresentada por este composto foi
cerca de 4 vezes menos toxico ao T. urticae do que o 6leo essencial da O.

glomerata.
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Tabela 4. Toxicidade por contato residual (CLso em pL/mL) dos compostos individuais sobre T. urticae.

2

Composto N df slope Contato residual CLso(IC 95%) x RTso (IC 95%)
a-pineno 150 4 2,16 (1,86-2,45) 34,13 (26,38-44,81) 2,73 56,95 (36,81-76,17)
B-pineno 150 4 2,73 (2,39-3,07) 38,93 (31,72-46,91) 8,10 69,40 (43,96-82,98)
p-cimeno 200 6  2,69(2,36-3,02) 36,95 (28,03-46,49) 6,48 63,32 (41,85-78,49)

(R)-imoneno 124 3  3,48(2,91-4,04) 76,94 (63,19-92,20) 1,52 129,36 (87,43-162,94)
Terpinoleno 121 3  3,05(2,53-3,57) 341,90 (206,90-520,83) 3,78 543,40 (393,56-633,45)
Terpinen-4-ol 149 4 9,47 (7,96-10,98) 366,56 (306,47-421,30) 8,43 593,28 (501,21-690,76)
a-terpineol 123 3 1,70 (1,46-1,94) 40,43 (27,48-58,72) 2,94 68,72 (40,04-98,23)
B-cariofileno 175 5  2,25(1,97-2,52) 0,64 (0,49-0,83) 0,72 -
Aromadendreno 175 5 8,00 (6,17-9,83) 29,61 (26,94-32,38) 3,43 49,94 (34,85-60,57)
a-humuleno 200 6 2,45 (2,12-2,77) 23,97 (19,32-28,94) 2,85 37,19 (26,98-51,26)
Valenceno 150 4 8,01 (6,47-9,55) 31,21 (27,68-33,93) 1,78 53,43 (36,99-58,39)

n = Numero de Acaros/dose; GL= Grau de liberdade. IC = Intervalo de confianca; y°= chi-quadrado; RT = Raz&o de toxicidade.
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Com base nos resultados das CLsy dos compostos puros, observou-se que,
assim como nos 0leos essenciais, 0s compostos puros foram mais eficientes por
fumigacgao do que por contato residual.

Resultados obtidos para os testes de fumigacéo e contato residual desses
mono e sesquiterpenos que constituem os 6leos de O. duckei e O. glomerata
sugerem que as toxicidades obtidas para estes 6leos sejam atribuidas basicamente
as atividades observadas para o composto p-cariofileno. No entanto, né&o
necessariamente, a atividade de um oOleo é atribuida as toxicidade relativa
apresentada para um constituinte testado individualmente. E preciso levar em
consideracdo as possiveis interacdoes entre este constituinte com os demais, bem
como suas proporcdes na composicdo do 6leo essencial. (MIRESMAILLI et al.,

2006).

3.1.4. Toxicidade das blendas preparadas com o0s constituintes quimicos
selecionados a partir do 6leo de O. dukcei e O. glomerata.

Com o intuito de investigar o papel exercido pelos mono e sesquiterpenos na
toxicidade apresentada para o 6leo de O. duckei e O. glomerata, 0os bioensaios de
fumigacdo e contato residual foram repetidos com as blendas dos constituintes
selecionados para estudo, levando em consideracdo a mesma proporc¢ao relativa em
gue foram identificado GC/EM nos respectivos 6leos analisados.

As misturas dos constituintes selecionados a partir do 6leo essencial de O.
duckei (a-pineno 2,5+0,1%; B-pineno 5,2+0,0%; (R)-limoneno 1,1+0,0%; a-terpineol
0,3+0,0%; B-cariofileno 18,1+0,1%; aromadendreno 0,5+0,0%; a-humuleno 2,2+0,0%
e valenceno 17,6+0,0%, representando um total de 47,5% do 6leo) e da O.

glomerata (a-pineno 6,9+0,1%; p-cimeno 4,9+0,0%; (R)-limoneno 1,0+0,0%;
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terpinoleno  2,1+0,1%; terpinen-4-ol 0,4+0,0%; B-cariofileno 14,6+0,3% e
aromadendreno 17,3+0,6%, representando um total de 47,2% do 6leo),
denominadas, respectivamente, de mistura artificial dos 6éleos de O. duckei e O.
glomerata foram preparadas e submetidas aos testes de fumigacdo e contato
residual. Os resultados destas misturas artificiais dos 6leos foram comparados com
a toxicidade obtida para os respectivos 6leos essenciais.

De acordo com a tabela 5, pode-se concluir que independentemente da
procedéncia da mistura artificial, a toxicidade por fumigacao foi mais eficiente do que
por contato.

A toxicidade de contato residual da mistura completa de O. duckei (CLsg =
20,79 pyL/mL) ndo diferiu estatisticamente da obtida para a mistura completa de O.
glomerata (CLsg = 23,99 uL/mL). Entretanto, a acdo fumigante observada para a
mistura artificial de O. duckei (CLsp = 0,78 uL/L de ar) foi 3,16 vezes maior do que a
mistura artificial de O. glomerata.

Comparando as toxicidades relativas entre as misturas artificiais e 0s
respectivos 0Oleos naturais, constatou-se que a atividade por fumigacdo e contato
residual obtida para mistura artificial de O. glomerata foi inferior a observada para o
Oleo natural. Esse resultado sugere uma provavel interacdo antagonistica entre os

constituintes selecionados que compdem a mistura artificial.
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Tabela 5. Toxicidade por fumigacao (CLso em pL/L de ar) e contato residual (CLsp em puL/mL) das blendas dos 6leos essenciais da

O. duckei e O. glomerata sobre T. urticae.

Fumigacéo
FM n df slope NG RTs0(IC 95%)
CLso (IC 95%)
O.duckei 630 5 3.28(3,06-3,50) 0,78 (0,66-0,86) 1.81 -
O.glomerata 540 4 4,98 (4,58-5,37) 2,47 (2,11-2,69) 8,89 3,31 (2,30-4,12)

Contato residual
FM n df slope X2 RTso (IC 95%)
CLso (IC 95%)

O. duckei 150 4 3,06 (2,66-3,46) 20,79 (16,86-25,12) 3,55 -

O.glomerata 150 4 6,21(5,40-7,01) 23,99 (21,76-26,34) 1,81 1,30 (0,95-1,93)

FM= mistura completa dos compostos disponiveis n = Niumero de acaros/dose; GL= Grau de liberdade. IC = Intervalo de confianca;

x*= chi-quadrado; RT = Razao de toxicidade.
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Por outro lado, enquanto que a toxicidade por contato da mistura artificial de
O. duckei (CLso = 20,79 pL/mL) foi cerca de 5 vezes menor, comparada com a do
6leo natural, no teste de fumigacao constatou-se que os intervalos de confianca para
os valores estimados das CLsp obtidos da mistura artificial de O. duckei (CLso = 0,78
ML/L de ar) e do 6leo natural (CLsgp = 0,52 yL/L de ar) se sobrepdem entre si,
sugerindo que a mistura artificial alcancou o mesmo nivel de toxicidade observada
para o 6leo essencial.

Este resultado corrobora a hipdétese que a atividade acaricida de um o6leo
essencial é decorrente de suas interacdes e proporcdo em que sao encontrados no
oleo essencial. De fato, no experimento de contato residual a toxicidade da blenda
formulada a partir do 6leo da O. duckei (CLsp = 20,79 pL/ml) foi cerca de 4 vezes
menos toxico ao T. urticae do que o o6leo essencial da O. duckei. Resultado
semelhante foi obtido pela blenda formulada a partir do o 6leo da O.glomerata teste
de contato residual, onde blenda do 6leo da O. glomerata (CLso = 23,99 uL/ml)
apresentou uma toxicidade cerca de 3 vezes menor do que a obtida para o 6leo da
mesma. Estes resultados sugerem que nos dois casos, outros componentes dos
Oleos (cerca de 50,0% do 6leo, representados por 29 compostos no 6leo da O.
duckei e 32 para o Oleo da O. glomerata) exercem uma significante contribuicdo a
toxicidade observada para os 6leos através das interacfes sinergisticas entre eles e
0s constituintes aqui investigados.

Com objetivo de determinar o nivel de contribuicAo dos compostos nha
toxicidade por fumigacéo e contato residual destas misturas artificiais, novas blendas
foram preparadas a partir destas misturas removendo um dos constituintes por vez.

A toxicidade das novas blendas obtidas com a remocdo de um dos

constituintes a partir da mistura artificial do 6leo de O. duckei foi avaliada na mesma
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concentracdo em que o respectivo 6leo promoveu mortalidade = 96.0%. A figura 14
apresenta as médias de mortalidades de acaros por fumigacdo e contato residual
das blendas incompletas preparadas a partir da mistura artificial do 6éleo de O.
duckei. Para o bioensaio de fumigagdo constatou-se que a remocao de alguns
constituintes da mistura completa como, por exemplo, a-pineno, e a-terpinenol pouco
interferiu na toxicidade da blenda testada, enquanto que a média de mortalidade foi
reduzida moderadamente pela remocdo do B-pineno, aromadendreno, a-humuleno,
D-limoneno e drasticamente pela remoc¢do do p-cariofileno e valenceno. Estes
resultados sugerem que na mistura artificial preparada com 0s compostos
selecionados do Oleo de O. duckei na mesma proporgéo relativa em que foram
identificados por CG/EM, os sesquiterpenos valenceno, seguido do S-cariofileno, em
maiores propor¢cdes sd8o0 0s que mais contribuem a toxicidade por fumigacao
observada para a mistura artificial do 6leo testado.

Seguindo a mesma linha de raciocinio utilizada para os dados de fumigacéao,
analise das toxicidades apresentadas pelas blendas nos testes de contato residual,
pode-se inferir que o B-cariofileno, seguido por velenceno e a-humuleno séo os que
mais contribuem a toxicidade da mistura artificial do 6leo de O. duckei (Figura 14).

Por outro lado, a remocdo de a-pineno, D-limoneno e aromadendreno
aumentou consideravelmente a mortalidade comparada com a mistura completa,
enquanto que a toxicidade alcancou o mesmo nivel obtido para o 6leo de O. dukei
pela remocdo de B-pineno ou a-terpinenol, indicando que a auséncia de um dos
compostos na mistura completa promove uma interacdo sinergética entre 0s

constituintes remanescentes.
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Figura 14. Mortalidade média causada pelas blendas incompletas preparadas com a
remocao de um dos constituintes da mistura artificial de O. duckei sobre T. urticae na
concentracdo equivalente a do experimento com o Oleo das folhas que promoveu
mortalidade de = 96.0% (3,2 yL/L de ar para fumigacdo e 20 yL/mL para contato
residual). Barras representam a média do desvio padrdo de 90 acaros. Barras com
mesma letra maidscula ou mesma letra minlscula ndo diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey (P< 0,05). OE = 6leo essencial puro de O. duckei, FM =
mistura completa dos 8 compostos selecionados a partir do OE. Os nimeros indicam
as blendas com a auséncia do composto marcado. 1 = a-pineno; 2 = -pineno; 3 =
(R)-limoneno; 4 = a-terpineol; 5 = B-cariofileno; 6 = Aromadendreno; 7 = a-humuleno;

8 = valenceno; C = controle.
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As meédias de mortalidades apresentadas pelas blendas incompletas
preparadas com 0s constituintes selecionados a partir do 6leo essencial de O.
glomerata séo apresentadas na figura 15. A média de mortalidade cai drasticamente
tanto por fumigacdo quanto por contato residual pela remog¢&o do aromadendreno e
B-cariofileno. No contato residual, a média de mortalidade promovida pela remocéao
do p-cimeno nao difere significativamente da blenda sem o B-cariofileno, sugerindo a
esse monoterpeno sua importancia mistura artificial do 6leo. Por outro lado, a
remocao dos monoterpenos, a-pineno e terpinoleno pouco interferem na média de
mortalidade nos bioensaios de fumigacdo. Resultado similar foi observado para o
bioensaio de contato residual com a remogao de D-limoneno e terpinen-4-ol. Como
observado para a mistura artificial do 6leo de O. duckei, os componentes em
maiores proporcdes utilizados na mistura artificial dos 6leos de O. glomerata séo os

gue mais contribuem a toxicidade dessa blenda.
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Figura 15. Mortalidade média causada pelas blendas incompletas preparadas com a
remocado de um dos constituintes da mistura artificial de O. glomerata sobre T.
urticae na concentracdo equivalente a do experimento com o 0Oleo essencial que
promoveu mortalidade = 96.0% (3,6 puL/L de ar para fumigagdo e 22 uyL/mL para
contato residual). Barras representam a média do desvio padrdo de 90 &caros.
Barras com mesma letra mailscula ou mesma letra mindscula ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (P< 0,05). OE = ¢6leo essencial; FM =
blenda dos 6 compostos, enquanto os nimeros indicam a mistura quase completa,
isto €, com a auséncia do composto marcado. 1 = a-pineno; 2 = p-cimeno; 3 = (R)-
limoneno; 4 = terpinoleno; 5 =terpinen-4-ol; 6 = B-cariofileno; 7 = Aromadendreno; C

= controle.
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Nenhuma das blendas incompletas, inclusive a mistura artificial de O.
glomerata apresentou toxicidade por fumigagdo ou contato residual equivalente a
obtida para 6leo essencial, sugerindo que outros componentes do Oleo, nao
avaliados nesse estudo, sdo necessarios para alcancar o nivel de mortalidade
observado para o 6leo essencial de O. glomerata.

Este estudo corrobora o potencial biol6gico de espécies da familia Lauracea
para o controle de artropodes e que o 6leo essencial de O. dukei é um excelente
candidato na preparacdo de um produto formulado tendo como principio ativo o 6leo
essencial das folhas dessa espécie para o0 manejo integrado do T. urticae. No
entanto, novos estudos sao necessarios para avaliar os efeitos desse 6leo sobre seu
inimigo natural e plantas hospedeira praga alvo. A investigacao realizada sobre a
toxicidade dos constituintes quimicos individuais do 6leo e suas blendas, indica que
€ possivel selecionar uma mistura artificial entre os compostos de um 6leo essencial
gue seja eficiente para o controle de uma praga alvo. Os dados revelam ainda que o
papel exercido por esses constituintes dependa ndo sO das interacdes entre 0s
compostos e suas proporcdes relativas na mistura, mas também do tipo de

bioensaio utilizado.

3.2. Composicédo quimica e atividade acaricida dos 6leos essenciais das folhas
e frutos da Eugenia langsdorffiit

Os rendimentos dos 6leos obtidos pela técnica de hidrodestilacdo das folhas
(0,05 = 0,1%) e frutos (0,06 + 0,1%) da E. langsdorffii ndo diferiram estatisticamente
entre si. A rotacdo Optica dos 6leos indicou que ambos sdo levogeros, tendo o 6leo

da folha um maior angulo de desvio da luz polarizada do que o 6leo dos frutos. As

! Manuscrito submetido & Jounal of Brazilian Chemical Society no dia 05 de dezembro de 2011.
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andlises CG e CG/EM dos 06leos essenciais das diferentes partes da planta permitiu
identificacdo de 56 compostos diferentes divididos entre mono e sesquisterpenos
(Tabela 6).

Trinta e sete compostos diferentes foram identificados no 6leo das folhas, que
representam 93,4+0,8% da composicao total do 6leo. Epi-longipinanol (13,6+0,1%),
seguido pelo y-eudesmol (12,31+0,2%), (R)-limoneno (11,8+0,1%) e 10-epi-y-
eudesmol (10,6+0,2%) foram os principais constituintes do 6leo das folhas de E.
langsdorffii. O sesquiterpeno triciclico maliol (6,2+0,2%) também foi encontrado em

guantidades apreciaveis no 6leo das folhas (Figura 16).
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Figura 16. Cromatograma do 6leo essencial das folhas da espécie Eugenia

langsdorffii, com as estruturas dos constituintes majoritarios.
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Dezenove constituintes representando 95,1+1,5% foram identificados no 6leo
essencial dos frutos, entre os quais 10-epi-y-eudesmol (35,7+0,3%), 1,10-di-epi-
cubenol (15,6 + 0,3%), epi-longipinanol (7,3+0,2%), 6xido de cariofileno (7,5+0,1%),
isolongifolan-7-a-ol (7,1+0,1%) e y-eudesmol (4,0+0,1%), foram os principais (Figura
17). De acordo com Stefanello e colaboradores (2011) os 6leos essenciais das
espécies de Eugenia sdo caracterizados pela predominancia de sequiterpenos
ciclicos, juntamente com monoterpenos em um percentual menor. Os 6leos da E.
langsdorffii foram caracterizados por altos percentuais de sesquiterpenos
(72,2£0,9% nas folhas e 92,2+0,2% nos frutos), seguido de monoterpenos com
21.2+0,2% para as folhas e 2,9+0,3% para os frutos. Este é o primeiro relato da

composic¢ao quimicas do Oleo essencial do E. langsdorffii.

10-epi-v-eudesmol
(35,7+0,3%)

1,10di-epi-cubenol
(15,6+0,3 %)

Epi-longipinancol
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Figura 17. Cromatograma do Oleo essencial das frutos da espécie Eugenia

langsdorffii, com as estruturas dos constituintes majoritarios.
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Tabela 6. Rendimento, rotacdo especifica e percentual relativo dos constituintes quimicos identificados nos 6leos essenciais das

folhas e frutos de Eugenia langsdorffii

Eugenia langsdorffii

Composto IR® IRP
Folhas Frutos Método de identificacao
Rendimento (%) +SD 0,05+0,01 0,06%0,01
[a]°22 (c.=1,CH.Cl) -9,0° -3,5°
a -Tujeno 924 924 0,5+0,1 0,8+0,1 IR, EM
sabineno 969 969 0,5+0,1 0,9+0,0 IR, EM
B-Pineno 979 974 2,5+0,1 1,3+0,3 IR, EM, CI
p-Cimeno 1018 1020 2,4+0,1 - IR, EM, CI
(R)-limoneno 1024 1024 11,8+0,1 - IR, EM, CI
Dehidro-Linalol 1129 1131 0,4+0,0 - IR, EM
2-Metil isoborneol 1178 1178 0,5+0,1 - IR, EM
trans-Carveol 1210 1215 0,7+0,0 - IR, EM
Carvono 1234 1239 0,4+0,1 - IR, EM
Car-3-en-ono 1240 1244 0,7+0,1 - IR, EM
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a-Terpinen-7-al
a-Cubebeno
Silfiperfol-6-eno
B-Longipineno
Longifoleno
B-Duprezieno
Aromadendreno
Trans-Muurola-3,5-dieno
Ishwarano
y-Gurjuneno
a-Amorpheno
trans-Muurola-4(14),5-
dieno
Valenceno

y-Cadineno

1279

1350

1375

1400

1410

1418

1439

1454

1467

1474

1479

1490

1496

1512

1283

1345

1377

1400

1407

1421

1439

1451

1465

1475

1483

1493

1496

1513

0,8+0,1
0,6+0,0
2,1+0,1
1,1+0,2
0,5%0,2
0,8+0,1
0,6+0,1
0,6+0,1
1,0+0,2
1,4+0,2

1,4+0,2

2,7+0,1

0,7+0,0

0,4+0,1

1,5+0,1

1,5+0,3

IR, EM
IR, EM
IR, EM
IR, EM
IR, EM
IR, EM
IR, EM, CI
IR, EM
IR, EM
IR, EM

IR, EM

IR, EM

IR, EM, CI

IR, EM
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a-dehydro- ar-

Himachaleno

Silphiperfol-5-em-3-ol B

Liguloxido
Selina-3,7(11)-dieno
Occidentalol
Epi-longipinanol
Maaliol
Zierono
Espatulenol
Oxide de Cariofileneo
Guaiol
B-Atlantol
Isolongifolan-7-a-ol

1,10-di-epi-Cubenol

1517

1529

1538

1545

1552

1559

1562

1570

1578

1583

1596

1603

1614

1614

1516

1534

1534

1545

1550

1562

1566

1574

1577

1582

1600

1608

1618

1618

0,6+0,1

1,1+0,1

1,2+0,1

13,6+0,4
6,2+0,2
3,1+0,2
1,3+0,1

1,8+0,1

3,5+0,1

1,3+0,1
0,5+0,0
1,0+0,1
7,31+0,2

1,9+0,0

1,3+0,1
7,510,1
2,3+0,1
1,6%0,0
7,1+0,1

15,6%0,3

IR, EM

IR, EM
IR, EM
IR, EM
IR, EM
IR, EM
IR, EM
IR, EM
IR, EM
IR, EM, CI
IR, EM
IR, EM
IR, EM

IR, EM
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10-epi-y-Eudesmol 1619 1622 10,6%0,2 35,7+0,3 IR, EM

y-Eudesmol 1630 1630 12,3+0,2 4,0+0,1 IR, EM

Pogostol 1654 1651 1,1+0,1 - IR, EM

neo-Intermedeol 1662 1658 - 2,3+0,2 IR, EM

Aglomerono 1694 1698 1,7+0,1 - IR, EM
Monoterpenos 21,2+0,2 2,9+0,3
Sesquiterpenos 72,2+0,9 92,2+0,2
Total 93,4+0,8 95,1+1,5

%indices de retencdo calculados baseados nos tempos de retencio em comparacdo com uma série de n-alcanos em coluna de

capilaridade de 30m DB-5. "indices de retencéo da literatura. IR = indice de Retencéo, EM = Espectro de Massas, Cl = Co-Injecédo

com padréo auténtico.
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A tabela 7 mostra a toxicidade dos 6leos essenciais da E. langsdorffii sobre o
T. urticae em testes de fumigacdo e de contato residual. As toxicidades dos Oleos
variaram de acordo com a parte da planta estudada e do método aplicado.
Em geral, os acaros foram mais suscetiveis aos 6leos por fumigacdo do que por
contato residual. Andlise de regressao linear para obter a concentracao letal média
(CLso) dos 6leos revelou que a fumigacdo do 6leo das folhas (CLso = 1,8 uL/L de ar)
foi 1,7 vezes mais toxica do que o 6leo de frutos (CLsp = 3,0uL/L de ar).
Comportamento inverso foi observado no teste de contato residual, onde o 0leo dos
frutos com uma CLsp = 12,2 pyL/mL foi de 1,8 vezes mais toxico do que o 6leo das
folhas (CLsp = 21,9 pyL/mL). Comparando a toxicidade dos éleos com o controle
positivo (eugenol), a acdo fumigante deste ultimo foi maior do que a por contato
residual. O 6leo das folhas, que apresentou melhor resultado no teste de fumigacgéo
foi de cerca de 450 vezes menos téxico do que o eugenol (CLso = 0, 004 uL/L de ar),
enquanto que o 6leo dos frutos (CLso = 12,25 pL/mL) no teste de contato residual foi
de apenas 6,7 vezes menos toxicos (Tabela 7).

Estes resultados sugerem que os Oleos essenciais da E. langsdorffii se
mostraram ativos nos dois modos de acao acaricida, sendo mais eficiente através da
penetracdo de vapores pelo sistema respiratorio dos acaros do que pela ingestédo
e/ou penetracdo através do contato direto dos acaros. Para confirmar a forte acéo
fumigante observada para os 6leos, experimentos foram repetidos com camaras de
fumigacdo aberta ha mesma concentracdo que 0s que promoveram a mortalidade
mais alta (= 96,0%), ou seja, a uma concentragado de 12 pL/L de ar para o 6leo de

folhas e 20 pL/L de ar para o 6leo do fruto.
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Tabela 7. Toxicidade por Fumigacéo (CLso em pL/L de ar) e contato residual (CLso em pL/mL) do 6leo essencial da E. langsdorffi

sobre o T. urticae.

] Fumigacéao RTso
Oleo? n GL slope v
CLso (IC 95%) (IC 95%)
Folhas 720 6 1,86 (1,75-197) 1,79 (1,32 — 2,34) 12,07 510,0 (123,2-835,7)
Frutos 900 8 1,99 (1,88-2,09) 3,06 (2,47- 3,69) 13,12 870,1 (212,1-1175,4)
Eugenol® 580 5 0,84 (0,72-0,97) 0,004 (0,002-0,008) 2,50 -
) Contato residual RTso
2Oleo n GL Slope v
CLso (IC 95%) (IC 95%)
Folhas 174 5 3,50 (3,02-3,99) 21,90 (18,65 — 25,37) 4,62 12,40 (10,01-15,35)
Frutos 149 4  3,32(2,83-3,81) 12,25 (10,02 — 14,43) 2,04 6,93 (5,49-8,75)
Eugenol® 199 5 2,15 (1,85-2,47) 1,80 (1,29-2,63) 5,68 -

?0leo essencial da Eugenia langsdorffi. "Controle positivo. n = Nimero de &caros/dose; GL= Grau de liberdade. IC = Intervalo de

confianca; = chi-quadrado; TR = Raz&o de toxicidade.
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Nessas condi¢cdes, ambos 0s 6leos apresentaram uma dréstica reducdo na
mortalidade (26,6+1,1% de mortalidade para o 6leo das folhas e 30,8+2,2% para 0s
frutos). Como esperado, nessas concentracdes que foram testadas os 6leos de E.
langsdorffii, o eugenol promoveu 100% de mortalidade em experimento com
camaras fechadas. Entretanto, nos experimentos em camaras abertas, a 12uL/L de
ar, o eugenol ndo apresentou nenhuma toxicidade por fumigacdo e a média de
mortalidade promovida a 20 pL/L de ar ndo atingiu 10%. Esses resultados sugerem
gue a acao acaricida do eugenol nessas condi¢des € basicamente por fumigacao.

Os acaros foram mais susceptiveis aos constituintes por fumigacdo do que
por contato residual. A tabela 8 mostra os dados de toxicidade dos constituintes
individuais por contato residual e fumigacdo. A toxicidade por fumigacdo com os
constituintes disponiveis identificados no 6leo dos frutos, B-pineno e o6xido de
cariofileno, apresentou alta toxicidade a 20 pyL/L de ar (Tabela 8). Comparando as
toxicidades entre o controle positivo e as obtidas para os compostos individuais a 20
ML/L de ar, apenas a toxicidade apresentada para o f-pineno (100,0+0,0% de
mortalidade) foi equivalente a do eugenol e maior do que a obtida para o 6leo dos
frutos (97,7£2,2%), sugerindo que 0 mesmo seja 0 responsavel pela atividade
observada pelo 6leo. No entanto, a mistura entre esses constituintes preparada na
mesma proporcao identificado por GC/EM no 6leo dos frutos (1,3+0,3 para B-pineno
e 7,50,1 para o 6xido de cariofileno) (Tabela 6, Pag. 76), reduziu a mortalidade para
71,1%, indicando que, nessa proporcdo o Oxido de cariofileno exerce efeito
antagonista ao B-pineno, uma vez que o nivel de toxicidades do B-pineno foi

significativamente maior quando testado individualmente (Tabela 8).
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Tabela 8. Mortalidade (%+SD) causada pelos constituintes individuais encontrados nos 6leos essenciais da E. langsdorffii sobre o

T. urticae, aplicado na mesma concentracdo do 6leo das folhas e frutos que apresentaram mortalidade = 96,0%.

Compostos/Oleo Fumigacao Contato residual
) ) Oleo das )
Oleo das folhas Oleo dos frutos Oleo dos frutos
folhas
(12 pL/L de ar) (20 pL/L de ar) (31 pL/m)
(46 pL/mL)
Oxido de cariofileno 61,3+2,9b 77,7+2,9¢ 80,0+1,7c 72,1+4,8b
B-pineno 91,1+1,1c 100,0+0,0d 38,4+3,0d 24.0+4,8c
Valenceno 86,6+1,9d 88,0+2,2c
p-cimeno 84,412 ,9e 40,7+2,9d
(R)-limoneno 71,12 ,9f 64,0+2,9¢e
Aromadendreno 61,3+2,2b 96,0+2,8ab
FMm?2 98,8+1,6a 71,1+1,1b 92,0+1,8b 71,1+4.8b
] CFF 96,6+1,9a 97,7+2,2a
Oleo
CFA 26,6+1,1 38,8+2,2
EugenolIO CFF 100,0+0,0 100,0+0,0
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CFA 0,0+0,0 10,0+0,0

#Mistura completa dos compostos preparado no mesmo percentual identificado na analise por CG e CG/EM do éleo das folhas e
frutos. PControle positivo. CFF e CFA experimento de fumigacéo realizado com a camara fechada e aberta, respectivamente.

Mortalidade media (£ SD) com a mesma letra na mesma coluna nao se diferencia significativamente pelo teste de Tukey (P <
0.05).
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Ao contrério do observado para fumigacéo, na toxicidade por contato residual,
nenhum dos constituintes apresentou toxicidade ao nivel do observado para o 6leo
dos frutos (96,0% de mortalidade). A toxicidade observada para o B-pineno
(24,02+2,9%) foi muito menor do que a do oxido de cariofileno (72,1+1,8%).
Comparando os dois métodos utilizados para avaliar a toxicidade contra T. urticae,
observou-se que o B-pineno foi mais toxico do que o 6xido de cariofileno no teste de
fumigacdo. Esses dados podem ser justificados devido a maior volatilidade do (-
pineno devido a sua menor massa molecular e interagdes quimicas mais fracas do
gue o oxido de cariofileno em solugdo metandlica.

O resultado do teste por contato residual da blenda desses dois constituintes
sugere, nesse caso, que o B-pineno interage antagonisticamente com o Oxido de
cariofileno. Esses resultados indicam que o B-pineno e Oxido de -cariofileno,
representando apenas 8,8% dos constituintes identificados no 6leo dos frutos néo
sd0 0s Unicos responsaveis pela acdo fumigante e de contato residual observada
para o Oleo. Os resultados obtidos para a fumigacdo e contato residual desses
constituintes, ndo devem ser estendidas para o 6leo, mesmo o f-pineno tendo
apresentado alta toxicidade isoladamente. Nesse caso, outros componentes do Oleo
(86,3% do 06leo) exercem uma significante contribuicdo a toxicidade observada para
0os Oleos dos frutos através das interacfes sinergisticas entre eles e os dois
constituintes aqui investigados.

Para o 6leo das folhas, os testes de fumigagcdo com os compostos individuais
a 12 pL/L de ar, revelaram trés compostos com alta toxicidade (B-pineno, p-cimeno e
valenceno, supostamente 0s mais ativos), enquanto que aromadendreno, (R)-
limoneno e 6xido de cariofileno apresentaram toxicidade variando entre fraca e

moderada (supostamente menos ativos). Nenhum constituinte testado apresentou
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mortalidade igual ou superior ao do 6leo das folhas. Por outro lado, o percentual de
mortalidade de acaros da mistura completa dos seis constituintes preparada na
mesma proporcao que foi identificada pela andalise por CG e CG/EM do dleo (8-
pineno = 2,5+0,1%; p-cimeno = 2,4+0,1%; (R)-imoneno = 11,8+0,1%;
aromadendreno = 0,6+0,1%; valenceno = 0,7+0,0% e Oxido de cariofileno =
1,8+0,1%) (Tabela 6, Pag. 76) foi maior do que o obtido pelo dleo das folhas, mas
nao diferiram significativamente entre si. Resultados semelhantes mostrando
provavel interacdo sinérgica entre os constituintes quimicos principais de 6leos
essenciais tém sido reportados na literatura, mas representando cerca de 80-99% do
total da composicéo do 6leo (MIRESMAILLI et al., 2006; STEFANELLO et al., 2011,
ROBERTSON e PREISLER, 1992; ATTIA et al., 2011). Porém, nem sempre a
toxicidade observada para um 6leo € atribuida aos seus constituintes principais. Zhili
e colaboradores (2009) reportaram para a mistura dos componentes principais do
O0leo de Litsea cubeba, representando 89.9% do total do 6leo, uma toxicidade
significativamente menor do que a obtida para o 6leo sobre larvas de Trichoplusia ni.
Os resultados obtidos para mistura completa dos constituintes selecionados,
representando apenas 19.8% do 6leo, mostrou toxicidade no nivel do 6leo das
folhas da E. langsdorffii.

A concluséo preliminar que se obtém a partir dos resultados da toxicidade
individual dos constituintes do 6leo da E. lagansdorffii e da mistura completa é que
a toxicidade observada para essa blenda € decorrente da interacdo sinergistica entre
0S constituintes supostamente mais ativos com 0s menos ativos observados nos
testes individuais (Tabela 8).

Com o intuito de investigar o nivel de contribuicdo desses constituintes a

toxicidade da mistura completa (blenda) com os constituintes selecionados a partir
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do d6leo das folhas foram avaliadas pelo método de fumigacéo e contato residual. As
blendas foram aplicadas na concentracdo equivalente a do experimento com o 6leo
das folhas que apresentou mortalidade de = 96.0%. As siglas referentes as
formulagbes sdo mostradas nas figuras 18 e 19. A toxicidade das blendas dos
constituintes mais ativos (B-pineno, p-cimeno e valenceno) e menos ativos
(aromadendreno, (R)-limoneno 6xido de cariofileno) selecionados a partir dos testes
individuais foram abaixo do nivel da observada para o 6leo das folhas e da mistura

completa (Figura 20).
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Fumigacio

aromadendreno, valenceno, oxido de carofileno,

p-timeno, §-pineno, e (R)- imoneno

!

v
FM
MACI *Arormadendrenc LACIT
*5-pineno _*valenceno *oxido de cariofilena
* valenceno *oxide de cariofileno Aroma dendrenc
*p-cymeno 4‘3:;;11:22 *(R)- imoneno
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MACI+MACE LACI+LACE
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Figura 18. Constituintes do oOleo das folhas de E. langasdorffii usados de forma
individual e na forma de blendas, no teste de fumigacdo. FM = (Full mixture) mistura
completas dos constituintes. MACI = (Most active constituints isolated) compostos
mais ativos isoladamente, LACI =
MACE =

componentes mais ativo do ensaio de eliminacdo da mistura completa, LACE =

(Less active constituints isolated) compostos

menos ativos isoladamente, (Most active conponents elimination)
(Less active conponents elimination) componentes menos ativos do ensaio de
eliminacdo da mistura completa. MACI + MACE = Soma das duas misturas dos
compostos mais ativos. LACI + LACE = Soma das duas misturas dos compostos

menos ativos.
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Contato residual
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Figura 19. Constituintes do o6leo das folhas de E. langasdorffii usados de forma

individual e na forma de blendas, no teste de contato residual. FM = (Full mixture)
mistura completas dos constituintes. MACI = (Most active constituints isolated)
compostos mais ativos isoladamente, LACI = (Less active constituints isolated)
compostos menos ativos isoladamente, MACE = (Most active conponents
elimination) componentes mais ativo do ensaio de eliminacdo da mistura completa,
LACE = (Less active conponents elimination) componentes menos ativos do ensaio

de eliminac&o da mistura completa.

92



100 - . -
B Fumigacao
1 Contanto residual
80 - f
L d g
[«B]
E 60 -
g
o
= 40 A
D D
20 ~
Eh
° < <
RSP o < o < @ @ ¥
A AR RSN SN SR el G
& N )
o® X\ W

Figura 20. Toxicidade causada pelo 6leo essencial, blenda completa, e blendas
formuladas partir dos constituintes do 6leo das folhas da Eugenia langsdorffii sobre o
T. urticae. Concentracfes aplicadas na mesma concentracdo em que o0 Oleo
apresentou mortalidade = 96.0% comparado com o controle. As barras de erro
representam a média do erro padrdo de 90 acaros. Cada tratamento com diferentes
letras sdo significativamente diferentes um do outro de acordo com o teste de Tukey
(P=< 0,05).
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Apesar de ter sido um pouco maior a toxicidade promovida pelo B-pineno
isoladamente, as médias de mortalidades entre esse constituinte e a blenda dos
constituintes mais ativos nao diferiram significativamente entre si. Por outro lado, a
toxicidade apresentada pela blenda dos menos ativos foi surpreendentemente maior
do que as toxicidades individuais de seus constituintes, sugerindo que 0s
componentes dessa blenda, na proporcado encontrada no 6leo das folhas interagem
sinergicamente entre si (Tabela 8 e Figura 20).

Com base nos resultados das toxicidades das blendas obtidas a partir dos
experimentos de remoc¢ado de um dos constituintes da mistura completa foi possivel
selecionar outros constituintes que supostamente mais contribuem para a toxicidade
dessa mistura. Os resultados apresentados na Figura 21 para essas blendas
indicam que a auséncia de alguns compostos, como por exemplo, p-cimeno,
valenceno ou (R)-limoneno, causou uma significante reducédo na mortalidade, o que

leva a supor que esses constituintes sdo 0s mais ativos.
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Figura 21. Toxicidade causada pelo 6leo essencial, mistura completa e blendas
selecionadas dos constituintes do 6leo das folhas da E. langsdorffii sobre o T.
urticae. Concentracdo aplicada equivalente a do experimento com o 6leo das folhas
gue apresentou mortalidade de = 96.0%. As barras de erro representam a média do
erro padrdo de 90 4caros. Cada tratamento com diferentes letras séo
significativamente diferentes um do outro de acordo com o teste de Tukey (P< 0,05).
FM significa a blenda dos 6 compostos, enquanto os nimeros indicam a mistura
guase completa, isto €, com a auséncia do composto marcado. 1= éxido de
cariofileno, 2 = B-pineno , 3 = valenceno, 4= p-cimeno, 5 = (R)-limoneno e 6 =

aromadendreno.
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Por outro lado, a auséncia dos compostos B-pineno, aromadendreno e 6xido
de cariofileno pouco interferiram nas toxicidades das blendas, e foram selecionados
como os menos ativos. Como esperado, 0s acaros foram mais susceptiveis a blenda
dos constituintes mais ativos e a média de mortalidade foi maior do que a do 6leo
das folhas, mas n&o diferiram significativamente entre si. Comparando as
toxicidades por fumigacao de todas as blendas preparadas conforme o esquema da
figura 18, apenas a blenda dos constituintes mais ativos selecionados a partir dos
experimentos de remocdo de um composto da mistura completa superou o nivel de
toxicidade observada para o Oleo das folhas. Esse dado sugere uma interacao
sinergistica entre os constituintes dessas blendas, uma vez que o nivel de toxicidade
observado para ela € maior do que as dos seus constituintes testados isoladamente.
A toxicidade das blendas formadas pela soma dos constituintes mais ativos (MACI +
MACE) e pela soma dos menos ativos (LACI + LACE) foi menor do que as
toxicidades dessas blendas separadas (Figura 20), sugerindo uma interacao
antagonista entre os constituintes provenientes da soma das blendas.

Através da analise minuciosa da relacéo entre os constituintes das blendas e
suas toxicidades por fumigacdo, péde-se observar que com excecdo da mistura
completa, todas as outras preparadas com o -pineno, o percentual de mortalidade
de &caros foi menor do que o apresentado por ele isoladamente. De fato, o 8-pineno
gue havia sido o mais ativo dos constituintes testado isoladamente, a toxicidade da
blenda obtida a partir de sua remocdo da mistura completa ndo foi alterada
drasticamente. Por outro lado, as blendas constituidas por (R)-limoneno na
auséncia do B-pineno, as toxicidades foram maiores comparada com a do (R)-
limoneno isoladamente. Esse fato é corroborado através dos resultados obtidos para

a interacdo entre os sesquiterpneos: oxido de cariofileno, aromadendreno com o (R)-
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limoneno (LACI), que foi mais relevante a toxicidade do que a interacdo desses
sesquiterpenos com o B-pineno (LACE). Resultados semelhantes foram observados
para as interacbes entre valenceno, p-cimeno com (R)-limoneno e B-pineno nas
blendas dos constituintes mais ativos, MACE e MACI, respectivamente (Figura 20).
A partir desses dados pode-se concluir que entre as blendas testadas, com os
constituintes nas mesmas propor¢cdes encontradas no 6leo das folhas de E.
langadorffii que mais contribuem para a toxicidade por fumigacdo da mistura
completa € a preparadas com os compostos (R)-limoneno, p-cimeno e valenceno.
Os constituintes testados pelo método de fumigacdo revelaram diferentes
toxicidades para o teste de contato residual. A percentagem de mortalidade dos
constituintes individuais para esse teste a 46 pL/ mL sdo mostrados na tabela 8.
Entre os constituintes testados, apenas o aromadendreno apresentou toxicidade no
nivel do 6leo das folhas e a média de mortalidade obtida para o controle positivo
(eugenol = 100+0.0% de mortalidade) foi maior do que a do aromadendreno, mas
nao diferiram significativamente entre si (Tabela 8). As mortalidades apresentadas
pelos sesquiterpenos foram acima de 80% (aromadendreno, valenceno e Oxido de
cariofileno), os quais foram selecionados como 0s constituintes supostamente mais
ativos, enquanto que o0s monoterpenos (B-pineno, p-cimeno e (R)-limoneno),
considerados 0os menos ativos. Blendas destes constituintes foram avaliadas por
contato residual e o critério usado na preparacdo foi o mesmo utilizado para a
fumigacdo e os constituintes foram selecionados conforme o da figura 19. As
mortalidades de &caros promovidas pelas blendas por contato residual séo
mostradas na figura 20. Como esperado, a blenda dos constituintes menos ativos,
apresentou fraca toxicidade e a mortalidade variou de 38 a 64% (8-pineno, p-cimeno

e (R)-limoneno). Entretanto, resultado inesperado foi obtido pela blenda dos
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constituintes mais ativos (aromadendreno, valenceno e oOxido de cariofileno). A
toxicidade apresentada por essa blenda foi menor do que as obtidas para os
sesquiterpenos individualmente (Tabela 8 e Figura 20).

Esse dado sugere que esses sesquiterpenos sao antagonistas entre si.
Resultado semelhante foi obtido para a mistura completa entre os constituintes. Ou
seja, a média de mortalidade dessa blenda (92,0+1,8%) foi menor e diferiu
significativamente da média obtida para o 6leo das folhas (96,0+1,0%). Para
confirmar o papel desses constituintes na toxicidade apresentada pelo Oleo das
folhas, blendas preparadas a partir da remocdo de um constituinte da mistura
completa foram submetidas ao teste de contato residual. Os resultados da toxicidade
dessas blendas sédo apresentados na figura 21. Esses dados corroboram as
toxicidades observadas para os constituintes individuais onde 0s sesquiterpenos
foram os supostamente mais ativos. De fato, a remocdo de qualquer um dos
sesquiterpenos da mistura completa reduziu a toxicidade da blenda (Figura 21). Os
resultados obtidos para essas blendas revelam ainda que o nivel de toxicidade
observada para o Oleo das folhas s6 € alcancada quando o B-pineno ou o (R)-
limoneno esta ausente da mistura completa (Figura 21). Com base nos resultados
obtidos para as blendas preparadas com $-pineno na proporcdo encontrada no 6leo
das folhas, a interacdo observada entre esse monoterpeno e 0s outros constituintes
foi antagonista independente do bioensaio usado, se por fumigacdo ou contato

residual.
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4. CONCLUSOES

Neste primeiro relato da composicdo quimica e da atividade acaricida dos
Oleos essenciais das folhas de O. glomerata verificou-se que o 6leo é constituido
majoritariamente por sesquiterpenos, tendo o aromadendreno e o B-cariofileno como
0s constituintes principais.

A analise por CG/EM do 6leo de O. duckei do estado de Pernambuco comparado
com a amostra da Paraiba sugere um mesmo quimiotipo, constituido
predominantemente por sesquiterpenos, e tendo o B-carfiofileno, como principal
constituinte.

De acordo com os tipos de experimentos utilizados, os 6leos de O. duckei e O.
glomerata foram eficazes sobre a fémea adulta de T. uticae. Isto demonstra que o
modo de acado dos oleos foi causado tanto pela acdo na fase de vapor, através da
penetracdo pelo sistema respiratorio, como pelo contato direto por meio dos tracos
e/ou alimentacao.

Os resultados apresentados para a os oleos constituintes individuais e para
suas blendas revelam a relacdo entre os constituintes testados e a toxicidade. As
propriedades observadas para essas blendas estéo intrinsecamente relacionadas as
proporcdes dos constituintes usadas na mistura e o tipo do método empregado.

O estudo quimico do oleo essencial de E. langsdorffii revelou um perfil
guimico com grande quantidade de sesquiterpenos, caracteristico das espécies
desse género. Os resultados apresentados nesse trabalho para a toxicidade dos
constituintes individuais e para suas blendas revelam a dificuldade de se estabelecer
inequivocamente o principio ativo de uma mistura complexa como um Oleo

essencial. Testes com as blendas preparadas com uma pequena amostra dos
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constituintes desse o6leo permitiram identificar a relacdo entre os constituintes
testados e a toxicidade, bem como inferir, de acordo com o método utilizado nos
bioensaios, o principal modo de acdo acaricida dessas blendas. As propriedades
observadas para essas blendas estdo intrinsecamente relacionadas as proporcdes
dos constituintes usadas na mistura e o tipo do método empregado.

De acordo com as propriedades fumigante e contato residual obtidas nesse
trabalho para os 6leos de O. duckei, O. glomerata e E. langsdorffii, revelou
promissores acaricidas, sendo os melhores resultados encontrados para o 0leo da
O. duckei. No entanto, novos estudos sdo necessarios para estabelecer a relacéo
custo-beneficio para ser usado como principio ativo de uma formulagcdo no manejo

integrado do T. urticae.
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