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RESUMO

Compostos de origem vegetal tém sido vistos como uma alternativa promissora no
controle de pragas com o intuito de minimizar os impactos do uso de produtos sintéticos
utilizados no controle convencional de pragas, o que promoveu o aumento de estudos na busca
por Oleos e compostos vegetais com acao biocida por serem mais seguros € menos agressivos
a0 homem, aos animais ¢ ao meio ambiente. Neste sentido foi realizado um estudo de
caracterizacdo fitoquimica dos O6leos fixo e essencial da polpa do fruto do pequizeiro
(Caryocar brasiliense) e também de avaliagdo da atividade biocida desses 6leos sobre estagios
imaturos da mosca domestica (Musca domestica) e fémeas ingurgitadas de carrapato dos
bovinos (Rhipicephalus microplus), sendo este o primeiro estudo a abranger o efeito desses
6leos sobre esses organismos. Os resultados da cromatografia gasosa e espectrometria de
massas (CG/EM) evidenciaram o hexanoato de etila (91,83%) e o acido oleico (61,38%) como
constituintes majoritarios do 6leo essencial e fixo, respectivamente. Nos bioensaios com M.
domestica para a avaliacdo da mortalidade larval foram feitas observacdes 48 h apds o
tratamento e acompanhamento das larvas sobreviventes até o estagio adulto, e estes indices
foram incluidos na eficacia de tratamento larval. Para a eficicia de tratamento pupal de M.
domestica, foram calculados a mortalidade pupal apds seis dias do tratamento e o percentual
de ma formacao dos adultos. Os bioensaios com M. domestica foram feitos por meio de testes
in vitro onde foram testadas nove concentracdes dos 6leos, variando de 0,625 a 50,0 mg/mL.
Verificou-se nos bioensaios com larvas e pupas de M. domestica que a mortalidade e,
consequentemente, a eficacia do tratamento para ambas as substancias em todas as
concentragoes testadas ndo diferiram significativamente dos seus respectivos grupos controles
(p>0,05), indicando que nao houve atividade larvicida e pupicida. Nos bioensaios com R.
microplus para a avaliacdo da atividade sobre fémeas ingurgitadas foi realizado o teste de
imersdo de adultos, utilizando seis concentragdes dos 6leos, variando de 2,5 a 60,0 mg/mL,
sendo observado percentual de controle inferior a 50% em todos os tratamentos para o 6leo
fixo, enquanto o dleo essencial, apresentou atividade moderada, com percentual de controle de
82,0% na sua maior concentragdo testada (40,0 mg/mL). Assim, podemos concluir que os
6leos nas concentragdes testadas ndo tem atividade inseticida sobre os estdgios imaturos de M.
domestica, enquanto que o 6leo essencial possui atividade acaricida sobre fémeas ingurgitadas
de R. microplus, sendo C. brasiliense uma planta promissora nos estudos com carrapatos-dos-

bovinos.

Palavras Chave: pequi, mosca doméstica, carrapato-dos-bovinos, biocida, controle de pragas.



ABSTRACT

Compounds of vegetable origin have been seen as a promising alternative in pest control
in order to minimize the impacts of the use of synthetic products used in conventional pest
control, which promoted the increase of studies in the search for oils and vegetable
compounds with action biocidal because they are safer and less aggressive to humans,
animals and the environment. In this sense, a phytochemical characterization study of the
fixed and essential oils of the fruit pulp of Caryocar brasiliense was carried out and the
evaluation of the insecticidal activity of these oils on immature stages of Musca domestica
and on engorged females of Rhipicephalus microplus, this being the first study to cover
the effect of these oils on these organisms. The results of gas chromatography and mass
spectrometry (CG/EM) showed ethyl hexanoate (91.83%) and oleic acid (61.38%) as
major constituents of the essential and fixed oil, respectively. In bioassays with M.
domestica for the evaluation of larval mortality (ML), observations were made 48 hours
after treatment and monitoring of surviving larvae until the adult stage, and these indices
were included in the effectiveness of larval treatment (ETL). For pupal treatment efficacy
(ETP) of M. domestica, pupal mortality (PM) after six days of treatment and the
percentage of adult malformations (PMD) were calculated. Bioassays with M. domestica
were performed using in vitro tests where nine oil concentrations were tested, ranging
from 0.625 to 50.0 mg/mL. It was verified in the bioassays with larvae and pupae of M.
domestica that the mortality and consequently the efficacy of the treatment for both
substances in all tested concentrations, did not differ significantly from their respective
control groups (p>0.05), indicating that there was no larvicidal and pupicid activity. In the
bioassays with R. microplus for the evaluation of the activity on engorged females, the
adult immersion test was performed using six concentrations of oils, ranging from 2.5 to
60.0 mg/mL, with a control percentage of less than 50 % in all treatments for the fixed oil,
while the essential oil showed moderate activity, with a control percentage of 82.0% at its
highest concentration (40.0 mg/mL) tested. Thus, we can conclude that the oils at the
tested concentrations do not have insecticidal activity on the immature stages of M.
domestica, while the essential oil has acaricidal activity on engorged females of R.

microplus, with C. brasiliense being a promising plant in studies with ticks -of- bovines.

Keywords: pequi, domestic fly, cattle tick, biocide, pest control
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1 INTRODUCAO

A mosca-doméstica, Musca domestica Linnaeus, 1758 (Diptera: Muscidae) ¢
representante da familia Muscidae e tUnica espécie do género na América do Sul
(CARVALHO, 2002). E uma espécie de distribuicio cosmopolita, altamente sinantropica
e endofilica, sendo encontrada tanto em areas urbanas quanto rurais, estando associada a
ambientes de criacdo de animais de importancia zootécnica, onde existe a producao de
residuos organicos e alta umidade, havendo assim, condi¢des ideais para sua permanéncia
e proliferacdo (MALIK et al., 2007; ALVES 2010). M. domestica se originou nas savanas
da Asia Central, e devido seus habitos de alimentagio e reprodugio estarem associados a
ambientes habitados pelo homem e por animais de criagdo, hoje esta presente em todas as
regides do globo, com exceg¢do dos polos, apresentando maior abundancia nas regides
tropicais (KEIDING, 1986; SANCHEZ- ARROYO e CAPINERA, 2014). Este artropode
possui habitos que o associa aos ambientes de condigdes precarias de saneamento e
higiene, que favorecem a abundancia e transmissdao de patdgenos para humanos e outros
animais, atuando como vetor mecanico de virus, bactérias, protozoarios e helmintos
(KEIDING, 1986; LIMA et al., 2014; DANGALLE, 2021). Estes aspectos prejudiciais
enfatizam a necessidade da ado¢@o de medidas de controle dessa espécie.

Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888) ¢ um artropode ectoparasito hematofago
pertencente a familia Ixodidae, que apresenta ampla distribuicdo geografica e possui os
bovinos como hospedeiros preferenciais, razdo pela qual ¢ chamado de carrapato-do-boi,
mas pode ser encontrado em outros hospedeiros domésticos e silvestres (GUIMARAES et
al., 2001; PEREIRA, 2008; MATIAS et al., 2013; VIEIRA, 2020). E considerado um dos
ectoparasitos mais prejudiciais da bovinocultura (GRISI et al., 2014). No Brasil, estima-se
que esse carrapato ¢ responsavel por prejuizos econdmicos acima de 3 bilhdes de ddlares
anualmente (GRISI et al., 2014) que decorrem da perda de sangue do animal, estresse,
predisposicdo a miiases, depreciagdo do couro, diminui¢ao da produtividade, além de
gastos com aquisi¢ao de equipamentos, medicamentos € mao de obra especializada para o
tratamento dos animais (FURLONG et al., 2004, 2007; PEREIRA, 2008; AMARAL et al.
2011). Este carrapato também atua como vetor de diferentes patdgenos como fungos,
virus, bactérias, protozodarios e at¢ mesmo nematoides (SONENSHINE; ROE, 2013; YU et
al., 2015).



O controle convencional desses artropodes ¢ feito com o uso de produtos sintéticos a
base de amidinas, organofosforados, piretréides dentre outros, que estdo disponiveis
comercialmente com formas de acdo e maneiras de aplicac¢do diferentes (FURLONG et al.,
2004, 2007; MALIK et al., 2007). A partir da década de 1950, esses pesticidas comegaram
a ser fortemente desenvolvidos e utilizados (FLORES et al., 2004). O uso desses produtos
de forma continua, podem resultar na selecdo de populacdes multirresistentes, além de
ocasionar contamina¢do ambiental, intoxicagdo em humanos e mortalidade de organismos
nao alvos (MALIK et al., 2007; ACEVEDO et al., 2009; AMARAL et al., 2011; GEDEN,
2012). Os impasses decorrentes da utilizacdo de pesticidas sintéticos apontam para a
necessidade do desenvolvimento de novos tipos de materiais e tecnologias de controle,
mais seletivos e menos agressivos ao homem e ao meio ambiente (KIM et al., 2003;
GEDEN, 2012; SUBAHARAN et al., 2021).

Existem diversas plantas que possuem metabdlitos secundarios com atividade
biocida, podendo ser preparadas e aplicadas na forma de pos, extratos e 6leos (KIM et al.,
2003). A utilizagdo de substancias de origem vegetal com potencial no controle de pragas
se deve, sobretudo, ao desenvolvimento da resisténcia dos insetos a inseticidas
organossintéticos, a contaminagdo por eles causada, a presenca de residuos quimicos
toxicos destes produtos nos alimentos e a intoxicacdo de operarios aplicadores de
inseticida (ESTRELA et al.,, 2006). Desta forma, estudos com intuito de buscar
alternativas para o controle de pragas, sdo relevantes no cenario atual como forma de
obtencdo de estratégias eco-friendly visando o menor impacto ao meio ambiente, bem
como garantindo a seguranga alimentar (DA SILVA, 2016).

Caryocar brasiliense Cambess. ¢ uma planta frutifera da familia Caryocaraceae,
nativa do Cerrado brasileiro ¢ conhecida popularmente como “pequizeiro’’, sendo presente
no Nordeste, Sudoeste ¢ Centro-Oeste do Brasil (BARACHO, 2018). C. brasiliense ¢
considerada uma espécie de grande interesse econdmico, principalmente devido ao uso do
seu fruto na culindria, além da extracdo de dleos para a fabricacdo de cosméticos e também
de suas propriedades terapéuticas (DE CARVALHO et al., 2015). Seus 6leos e extratos de
diferentes partes (folha, fruto e caule) sdo investigados desde a década de 1980 quanto a
composi¢do fitoquimica. Tais estudos revelaram que a espécie ¢ capaz de produzir
diferentes classes de compostos bioativos, como alcaloides, flavonoides, triterpenos,

saponinas e outras classes de metabolitos secundarios, promissores no controle de pragas,



uma vez que algumas das substidncias destas classes apresentam potencial contra
mosquitos vetores de agentes patogé€nicos, pragas em plantio, protozodrios, bactérias e
fungos e outros patdgenos (ARAUJO, 1995; PASSOS et al., 2002, PEREIRA et al., 2008;
PAULA-JUNIOR et al., 2006; SOUZA et al., 2018; BARACHO, 2018).

Nesse contexto, tendo em vista as propriedades toxicas ou atividades biologicas de
C. brasiliense sobre invertebrados, o presente trabalho teve como objetivo realizar um
estudo fitoquimico dos 6leos essencial e fixo da polpa do fruto de C. brasiliense, além de
investigar a existéncia de atividade biocida desses oOleos sobre larvas e pupas de M.

domestica e fémeas ingurgitadas de R. microplus por meio de testes in vitro.



2 REVISAO DE LITERATURA

2. 1 - Familia Muscidae

A familia Muscidae (Diptera) ¢ tida como cosmopolita por conta de sua presenca em
todas as regides biogeograficas do mundo, sendo representada por mais de 5.300 espécies
(EVENHUIS e PAPE, 2022). Destas, mais de 850 ocorrem na Regido Neotropical
(CARVALHO et al., 2005). A taxonomia dessa familia ¢ relativamente bem estudada a
nivel mundial em comparacdo com outros grupos de Diptera. Na regido Neotropical, os
estudos sobre sua distribuicao e biogeografia ainda estdo em expansdo nas ultimas décadas
(LOWENBERG-NETO, 2007; LOWENBERG-NETO, 2009; HASEYAMA et al., 2015).
Recentemente, estudos sobre a biogeografia da familia t€ém avaliado até que ponto a
hipotese do conservadorismo tropical pode explicar o desenvolvimento evolutivo dos
Muscidae. Além disso, compara os padrdes geograficos da estrutura filogenética dos
muscideos com regides biogeograficas que foram identificadas para insetos neotropicais
(LOWENBERG-NETO et al., 2011). Muscidae contém alguns géneros sinantropicos,
como o género Musca (KEIDING, 1986) e algumas de suas espécies, como a Musca
domestica, a mais representativa deste grupo, possui importancia médica e veterinaria por
exercer o papel de vetor mecanico de diversos organismos patogénicos aos humanos ¢ a
outros animais (SMITH, 1973; KEIDING, 1986, KETTLE, 1995; PALACIOS et al., 2009;
LIMA, 2014; FAYYAZ, 2022).

2.1.1 - Musca domestica

A mosca doméstica, Musca domestica Linnaeus, 1758, € a principal representante da
familia Muscidae e tUnica espécie do género encontrada no Brasil e América do Sul
(CARVALHO, 2002). Possui distribui¢ao cosmopolita por esta presente desde regides
subpolares até as regides tropicais. E altamente sinantropica e relativamente mais
abundante que outras espécies de muscoides em areas habitadas pelo homem, estando
também associada a animais de importancia zootécnica (SMITH, 1973; KEIDING, 1986;
MALIK et al., 2007).

A morfologia da mosca doméstica se distingue dos demais representantes da familia

Muscidae por possui um aparelho bucal sugador-lambedor adaptado para a absor¢do de



liquidos ou alimentos liquefeitos, regido dorsal do térax acinzentada e com quatro listras
longitudinais negras, abdomen amarelo e com uma linha dorsal marrom escuro (HEWITT,
1916). Uma caracteristica marcante ¢ a veia M; fortemente curvada para o dpice em um
angulo de 90°, e caliptera inferior larga (CARVALHO, 2002).

A mosca doméstica possui dimorfismo sexual observado através de uma linha
frontal presente na cabeca. Nas fémeas, essa linha separa os olhos (olhos dicopticos) e
alcanga o vertex que contém os trés ocelos e fica no topo da cabeca. Nos machos, os olhos
sdo estreitamente separados por essa linha fazendo com que eles se juntem na parte dorsal
da cabeca (olhos holopticos). Os adultos medem de 6 a 7 mm de comprimento, sendo as
fémeas ligeiramente maiores que os machos (HEWITT, 1916).

O ciclo de vida da M. domestica, de ovo ao adulto varia de acordo com as condi¢des
de temperatura e umidade, em condigdes 6timas (28+2 °C e 80+10% UR) ¢ relativamente
répido (SMITH, 1973) (Figura 1). Cada fémea faz em média seis posturas durante sua
vida, que dura de 2 a 4 semanas, sendo que cada postura contém cerca de 120 ovos que sao
depositados em matéria organica em processo inicial de fermentacdo. A eclosdo larval
ocorre de 8 a 24 horas apos a deposi¢cao dos ovos e o desenvolvimento da larva dura cerca
de 4 a 5 dias, passando por duas ecdises que separam os trés instares larvais.
Posteriormente, as larvas param de se alimentar ¢ abandonam o meio a procura de um
local fresco e seco, onde se abrigam para empupar. O desenvolvimento pupal dura de 4 a 5
dias e, a partir dai, ja existe um adulto formado dentro do pupario que ¢ rompido pela
mosca por meio do saco frontal que infla funcionando como uma bomba. O adulto recém-
emergido € cinza palido, fragil e com asas contraidas, por essa razao, procura abrigo para
que suas asas distendem, seu exoesqueleto enrije¢a e se torne escuro (HEWITT, 1916;
KEIDING, 1986).

A mosca doméstica ¢ considerada vetor mecanico e hospedeiro intermediario de
diversos organismos patogénicos como bactérias, protozoarios, helmintos e virus, os quais
sd0 adquiridos em fontes contaminadas e transferem a objetos e alimentos por meio do seu
aparelho bucal, pernas, fezes e regurgitacio (SMITH, 1973; KEIDING, 1986). Desta
forma, varias infecgdes entéricas, intoxicacdo alimentar e doencas de pele sdo causadas
pelos patogenos carreados por moscas domésticas (LIMA, 2014, FAYYAZ et al, 2022).
Elas se adaptaram a ambientes antropizados, estando em contato com alimentos, residuos

organicos e fezes humanas e de animais para se alimentar ou reproduzir (KETTLE, 1995).



Devido a estes habitos, a presenca em grande quantidade destes dipteros ¢ comumente
associada a doencas ¢ a condigdes de baixa sanitizagdo (KETTLE, 1995; MELO, 2014;
DA SILVA, 2016). Por esse motivo, possuem importancia médico-veterinaria, atuando
como vetor mecanico de microrganismos que causam doengas como febre tifoide,
disenteria, colera e mastite bovina. Também sdo capazes de transportar ovos de helmintos
como E. vermicularis, e cistos de protozodrios e trofozoitos como E. histolytica, Giardia
lamblia e algumas bactérias como E. coli, espécies de Shigella e Salmonella, além de virus
como da gripe avidria, que ¢ uma ameaca para os seres humanos, aves e instalacdes

pecudrias em todo o mundo. (LIMA, 2014; IQBAL et al., 2014; MARTINS, 2019).

Figura 1 - Ciclo de vida de Musca domestica. A: Adulto (fémea). B: Aglomerado de ovos.
C: Larvas apodes passam por duas ecdises, apresentando trés instares. D: Pupa.

Fonte: Da Silva (2016).



2.2 - Familia Ixodidae

Os carrapatos sdo artropodes hematdfagos obrigatdrios, pertencentes a subclasse
Acari, superordem Parasitiformes e ordem Ixodida, que compreende aproximadamente
1.017 espécies atuais agrupadas em trés familias: Ixodidae, Argasidae, Nuttalliellidae
(DANTAS-TORRES et al.,, 2019). Os carrapatos de maior importancia zootécnica
pertencem a familia Ixodidae e ao género Rhipicephalus (GUGLIELMONE et al., 2009).
Os membros dessa familia sd3o chamados de carrapatos duros ou verdadeiros por
possuirem um escudo rigido na regido dorsal do corpo e sdo caracterizados pelo nitido

dimorfismo sexual (ZALDIVAR, 2020).

2. 2.1 - Rhipicephalus microplus

O carrapato-do-boi, Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888), pertencente a
familia Ixodidae (SONENSHINE; ROE, 2013), ¢ originario do continente asiatico, possui
ampla distribuicdo geografica, e atualmente esta presente tanto em regides tropicais quanto
subtropicais por conta do transporte de gado (ESTRADA-PENA et al., 2006; BURGER,
2014). No Brasil, sua presenga ¢ registrada em todos os estados da federacdo devido as
condigdes climaticas serem extremamente favoraveis a sua sobrevivéncia, multiplicacao e
disseminagdo (OLIVEIRA,1993). Este ectoparasito tem os bovinos como principais
hospedeiros, porém, em condi¢des excepcionais, principalmente quando bovinos sdo
mantidos com outras espécies, R. microplus pode ainda ser encontrado em outros animais
domésticos, silvestres e até no homem, nao significando que sejam hospedeiros naturais
para dita espécie (PEREIRA, 2008; MATIAS et al., 2013).

As principais caracteristicas morfoldgicas do R. microplus sdo a base do gnatossoma
hexagonal com rostro curto, a presenga de olhos, o escudo sem ornamentacdo, a auséncia
de festdes, palpos curtos, além dos peritremas de formato arredondado. Apresenta
dimorfismo sexual, onde o adulto macho possui escudo recobrindo toda a regido dorsal e
ventral, enquanto que as fémeas possuem um escudo incompleto que ndo recobre a regido
abdominal, o que confere a capacidade de ingurgitar (ONOFRIO et al, 2006).

O ciclo biologico de R. microplus divide-se em duas fases, a fase parasitaria e a ndo
parasitaria (Figura 2). A fase parasitaria tem inicio com a fixagdo das larvas no hospedeiro

e dura até a queda das fémeas ingurgitadas e morte dos machos. Assim, esse carrapato



apresenta ciclo monoxénico cujos estagios se completam em apenas um Unico hospedeiro,
onde larvas, ninfas e adultos se desenvolvem, por um periodo de 18-22 dias. J& fase ndo
parasitaria tem inicio com a queda das fémeas no ambiente e compreende o periodo de
postura e incubagao dos ovos, até o momento em que as larvas encontram um hospedeiro
susceptivel e iniciam o repasto sanguineo (GUGLIELMONE et al., 2006).

Rhipicephalus microplus pode causar diversos prejuizos, tanto na pecuaria leiteira,
quanto na criacdo de gado de corte; sendo considerada uma limitagcdo para o sucesso
produtivo na pecuaria bovina (LABRUNA; MACHADO, 2006; FURLONG et al., 2007).
Além dos danos diretos causados pelo parasitismo, os carrapatos atuam como vetores de
bactérias, protozoarios e virus, que podem causar diversas doencas nos animais (DE LA

FUENTE et al., 2017; ISMAIL; MCBRIDE, 2017).

Figura 2 - Ciclo bioldgico de Rhipicephalus microplus.
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2.3 — Formas de controle

2.3.1 - Controle com inseticidas sintéticos

I3

O controle convencional da mosca doméstica € realizado através do uso de
inseticidas sintéticos que estdo disponiveis comercialmente e que podem ser aplicados de
diferentes formas como tdpica, por fumigacdo ou através de iscas atrativas para os adultos
(MALIK et al., 2007). Dentre essas estratégias de controle, ¢ utilizado o ( Z )-9-Tricosene
(musculare), um andlogo ao atrativo sexual muscamone, o feromoénio das moscas,
incorporado as formulagdes comerciais de inseticidas convencionais, forma pela qual
apresentam eficiéncia por capturar machos e fémeas de moscas domésticas em armadilhas
ou em iscas impregnadas por estas substancias (ALVES, 2010; FAGIOLLI, 2010; ZAHN
et al., 2019). A utilizagdo continua e indiscriminada desses inseticidas sintéticos acarreta
alguns problemas como o desenvolvimento de resisténcia aos principios ativos levando a
selecdo de populagdes das moscas domésticas, além dos riscos de contamina¢do ambiental
e intoxicagdo de animais e seres humanos (MALIK et al., 2007; PALACIOS et al., 2009).

Ao longo das ultimas décadas as moscas domésticas se tornaram notorias por sua
capacidade de desenvolver mecanismos de resisténcia a inseticidas quimicos
desenvolvidos a base de carbamatos, organoclorados, organofosforados e piretroides, a
reguladores de crescimento como ciromazina e o diflubenzuron, além de apresentar
resisténcia cruzada a mimetizadores de hormonios juvenis. A resisténcia aos inseticidas
sintéticos € um problema global, atuando progressivamente sobre os mais atuais grupos
quimicos disponiveis comercialmente e sendo extensivamente documentada para a M.
domestica. Para o manejo sustentdvel, ¢ necessario entender os padrdes de heranca de
resisténcia a inseticidas e os mecanismos bioquimicos e moleculares de resisténcia desses
dipteros. (ACEVEDO et al., 2009; KHAN; SHAD, 2013; SHAH et al., 2016; MA et al.,
2017).

Os impasses decorrentes da utilizacdo dos inseticidas sintéticos apontam para a
necessidade do desenvolvimento de novos tipos de materiais de controle, mais seletivos e
menos agressivos ao homem e ao meio ambiente (KIM et al., 2003; SUBAHARAN et al.,
2021). Uma das alternativas que tem se mostrado vantajosa ¢ a utilizacao de substancias de

origem vegetal, produzidas por plantas em seu metabolismo secundario e utilizados como



mecanismo de defesa contra insetos. Essas substancias estdo presentes em grande parte
nos 6leos e extratos vegetais (KUMAR et al, 2011, PAWAR, 2013; WANG et al., 2017;
AFZAL et al., 2020).

2.3.2 - Controle com inseticidas de origem vegetal

O uso indiscriminado de inseticidas sintéticos até¢ a segunda metade do século
XX produziu efeitos negativos ao meio ambiente e a satide humana. Diante da necessidade
de utilizar métodos de controle alternativos ao uso de inseticidas sintéticos, o uso de
substancias de origem vegetal, tais como 0leos esséncias, extratos vegetais e substancias
isoladas, vém sendo cada vez mais estudado no controle de pragas (KUMAR et al., 2014;
BENELLI et al, 2018; SUBAHARAN et al., 2021).

A composicdo quimica de vegetais ¢ determinada pelas inumeras reagdes quimicas
que compdem o seu metabolismo, e sdo classificados em primario e secundario
(CHAGAS, 2004). Os metabolitos primarios sdo substancias essenciais a sobrevivéncia
das células e desenvolvimento fisioldégico. O metabolismo secundario de espécies vegetais
se refere a producao de compostos quimicos que ndo estdo envolvidos diretamente no seu
crescimento e reprodugdo, mas esses produtos estdo envolvidos em fungdes ecoldgicas
como na atragdo de polinizadores e frugivoros, na alelopatia e na sinalizagao, assim a
planta produz substancias para interagir com outras espécies, garantindo sua sobrevivéncia
e perpetuacdo (SIMOES et al., 2007).

Os produtos naturais obtidos a partir do metabolismo secundario de plantas sao uma
excelente alternativa aos inseticidas sintéticos (MACIEL et al., 2010). Diversos estudos
tém sido realizados na comunidade cientifica com variadas estruturas de espécies vegetais
para a investigacdo da sua eficacia no controle de pragas. Muitos trabalhos comprovam a
acdo de extratos e de outras substancias de origem vegetal sobre diferentes espécies e
estagios de insetos e dcaros de importancia médico-veterinaria. A a¢ao dessas substancias
¢ constatada pela ocorréncia da morte desses artropodes, redu¢ao de ovos produzidos,
reducdo da viabilidade das larvas ou, de maneira geral, uma associa¢do desses fatores
(KUMAR et al., 2012; AHMED et al., 2015; AFZAL et al., 2020).

Como exemplo de estudo com uso de compostos vegetais, temos Ahmed et al.

(2015) que avaliaram o efeito de extratos aquosos de sete plantas diferentes no ciclo de



vida de Musca domestica, onde foram misturados ao meio larval como estimulante/
dissuasor da oviposi¢ao e promotor/ inibidor do crescimento larval de mosca doméstica e,
dentre esses extratos, constataram que Nicotiana tabacum ¢ prejudicial para o
desenvolvimento da mosca doméstica ocasionando mortalidade larval, redu¢do do nimero
de ovos e do potencial biotico. Em outro estudo, Wang et al. (2017) relataram atividades
inseticidas dos compostos extraidos e isolados de Myosotis stolonifera sobre M.
domestica. Posteriormente, Benelli et al. (2019) relatam eficacia inseticida do o6leo
essencial de jambu (Acmella oleracea (L.) sobre fémeas adultas de M. domestica,
detectaram alta toxidade aguda atingindo valor de LD50 de 44,3 pg adulto” e valor de
LD90 de 87,5 ug adulto™.

No estudo de Marchesini (2020) foram observados percentuais de controle acima de
95% para os oOleos essenciais da casca de Cinnamomum zeylanicum (canela), do caule de
Eremanthus erythropappus (candeia) e de seus compostos majoritarios isolados o (E)-
cinamaldeido e o a-bisabolol para fémeas ingurgitadas de R. microplus. Em outro estudo
também com o6leos vegetais, Duque et al. (2021) constataram que os 0leos essenciais de
Leptospermum scoparium (Myrtaceae), Origanum vulgare (Lamiaceae) e Litsea cubeba
(Lauraceae) apresentam atividade acaricida sobre R. microplus, bem como as fragdes
derivadas do oleo essencial de L. scoparium.

O potencial inseticida de produtos de origem vegetal pode sofrer algumas variagdes
entre diferentes estudos pela influéncia de fatores como o método de extracdo utilizado,
periodo de coleta, tipo de solvente utilizado na extracdo e eluicdo, concentracdes utilizadas
e estagio de desenvolvimento do organismo- alvo (SIMOES et al., 2007; MALIK et al.,
2007; KISS et al., 2012).

2.4. Oleos extraidos de Caryocar brasiliense

Caryocar brasiliense Cambess. ¢ uma planta frutifera arborea da familia
Caryocaraceae, nativa do Cerrado brasileiro e também conhecida popularmente como
“pequizeiro’’, sendo presente no Nordeste, Sudoeste e Centro-oeste do Brasil. Considerada

como uma das espécies de maior interesse econdomico, principalmente devido ao uso do



seu fruto, o pequi, na culindria, na extragdo de 6leos para a fabricacao de cosméticos e por
suas propriedades terapéuticas (DE CARVALHO et al., 2015) ( Figura 3).

A importancia socioeconomica e cultural de C. brasiliense advém principalmente
das diversas propriedades nutricionais € minerais presentes na polpa e na améndoa do
fruto. O interesse pela espécie resultou em diversos estudos realizados em diferentes
estados do Brasil que apresentam o pequi como um alimento rico em lipideos, proteinas,
carboidratos, fibras alimentares, compostos fendlicos, carotendides e vitaminas, além de
minerais como fosforo, potassio, manganés, célcio, cobre, ferro e zinco (DE LIMA ef al.,

2007; GEOCZE et al., 2013; BAILAO et al., 2015).

Figura 3 — Caryocar brasiliense

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Alguns estudos mostram a existéncia de potencial a¢do biocida de 6leos e extratos de
C. brasiliense, como, por exemplo, os trabalhos de Santos et al. (2016) e Souza et al.
(2018) que relataram toxicidade de produtos extraidos do pequi sobre Spodoptera
frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), praga de lavouras de milho. Em outro

estudo, extratos preparados a partir de folhas e cascas de C. brasiliense mostraram-se



toxicos aos flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis (Lutz e Neiva, 1912) (Diptera:
Psychodidae), principal vetor da leishmaniose visceral no Brasil (BARACHO, 2018). Ja o
6leo fixo do fruto foi apontado como um potencial defensivo natural do feijao-caupi contra
o coledptero Callosobruchus maculatus (Fabr, 1775) (Coleoptera: Bruchidae) (PEREIRA
et al., 2008; LIMA, 2018). Avelino et al. (2019) constataram que o o6leo fixo de C.
brasiliense reduzem a quantidade de ninfas de Aphis craccivora (Koch, 1854) (Hemiptera:
Aphididae) em cultivares de feijao-fava (Phaseolus lunatus L.). No estudo de Zaldivar
(2020), foi observado que extratos etanolicos das folhas de C. brasiliense apresentaram
atividade deletéria sobre larvas de R. microplus.

A composi¢cdo quimica do pequizeiro indica seu grande potencial antioxidante e
farmacologico (MIRANDA-VILELA, 2009; MACHADO et al., 2013; JUNIOR et al,
2020). Oleos essenciais e extratos de diferentes partes de C. brasiliense sio investigados
desde a década de 1980 quanto a sua composi¢do fitoquimica, e a espécie revelou ser
capaz de produzir diferentes classes de compostos bioativos (ARAUJO, 1995; ASCARI et
al., 2010). Dentre os numerosos estudos estdo apresentadas importantes propriedades desta
espécie como agdo anti-inflamatoria, antialérgica, antiulcerogénica, antiviral,
antimicrobiana, antitumoral, larvicida, expectorante e moluscicida (BEZERRA et al.,
2002; PAULA-JUNIOR et al., 2006; LOPES et al., 2011; BEZERRA et al., 2015;
BARACHO, 2018; RIBEIRO et al., 2018; JUNIOR et al, 2020). Estes estudos abrem
margem para a investigacdo de outras atividades biologicas, pois permite inferir que os
extratos de pequi apresentam efeitos sobre varios grupos de organismos.

A maioria dos estudos referente a caracterizacdo quimica de C. brasiliense. aponta
que os compostos encontrados em maior quantidade ou propor¢ao no 6leo essencial da
polpa do fruto sdo: os ésteres etilicos hexanoato de etila e octanoato de etila (DAMIANI et
al. 2009; MAIA et al., 2008; GEOCZE, 2011) (Figura 4). Esses compostos sdo utilizados
comercialmente como aromatizantes (NASCIMENTO, 2007).

O ¢leo fixo de C. brasiliense se assemelha quanto a composi¢ao de acidos graxos a
outras oleaginosas de grande valor comercial e nutricional como buriti, coco, Xiriri e
babacu (DE LIMA et al., 2007, GEOCZE, 2011; SANTOS, 2019). Esse 6leo tem ainda
um variado nimero de aplicagdes nas industrias de cosméticos e de produtos alimenticios.
Na medicina popular, ¢ bastante disseminada a utilizacdo do 6leo da polpa do pequi

adicionado ao mel de abelha contra gripes e bronquites (ALMEIDA; SILVA, 1994;



BEZERRA et al. 2015). Nos estudos envolvendo a investigagdo da composi¢do quimica
do ¢6leo fixo da polpa de C. brasiliense revelam a presenca do acido oleico e acido
palmitico como os seus principais constituintes (ARAUJO, 1995; FACIOLI,
GONCALVES, 1998; GARCIA et al., 2007; GEOCZE, 2011) (Figura 5).

Figura 4 - Formulas estruturais dos componentes majoritarios do 6leo essencial de

Caryocar brasiliense
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Figura S - Formulas estruturais dos componentes majoritarios do o6leo fixo de

Caryocar brasiliense
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3 OBJETIVOS

3.1 - Objetivo geral

Realizar a caracterizagdo fitoquimica do 6leo fixo e do 6leo essencial da polpa do
fruto de C. brasiliense, além de investigar a existéncia de atividade biocida desses 6leos
sobre larvas e pupas de M. domestica e sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus em

testes in vitro.

3.2 - Objetivos especificos

° Realizar a identificagdo dos constituintes quimicos dos 6leos fixo e essencial
extraidos da polpa de frutos de C. brasiliense coletados, na microrregido de Gato

preto na zona rural do municipio de Grajai-MA;

° Testar a atividade larvicida e pupicida de diferentes concentragdes dos 6leos fixo

e essencial de C. brasiliense sobre M. domestica,

° Avaliar, em diferentes concentracdes, se os Oleos fixo e essencial de C.
brasiliense possuem atividade acaricida sobre de fémeas ingurgitadas de R.

microplus;



4 MATERIAL E METODOS

4.1 - Material botanico e extracao dos 6leos de Caryocar brasiliense

Os frutos de C. brasiliense foram coletados na microrregiao denominada Gato preto
(05°37'30" S 45°07'30" W), municipio de Grajau, Estado do Maranhdo, no més de janeiro
de 2022. O processo de coleta foi efetuado em matrizes de pequizeiros distribuidos dentro
do territorio selecionado, das quais foram coletados frutos apds a queda natural no estagio
maduro que forneceram a matéria prima para a extracdo dos 6leos (fixo e essencial).
Amostras do espécime vegetal passaram por um processo de identificacdo no Centro de
Ciéncias da Natureza da Universidade Federal do Piaui, onde foi depositado um exemplar
testemunha no Herbario Graziela Barroso (TEPB) com o niimero de tombo 32.532. Os
frutos selecionados foram lavados com detergente neutro e agua corrente para a retirada
das sujidades superficiais provenientes do campo e sanificados em solucao de hipoclorito
de sédio 300 mg L™, por 15 minutos, como proposto por Vilas Boas et al. (2013). Apds a
coleta, os frutos foram acondicionados em caixas térmicas com gelo e transportados para o

Instituto Federal de Educagao, Ciéncia e Tecnologia do Piaui - IFPI.

4.2 - Extragdes dos 6leos de Caryocar brasiliense

O preparo do material botanico e a extracdo dos Oleos foram realizados no
Laboratorio de Quimica Organica, Bioquimica e Produtos Naturais do Instituto Federal de
Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Piaui - IFPI Campus Teresina Central e as analises
quimicas foram feitas no Laboratorio de Geoquimica Orgéanica - LAGO da Universidade
Federal do Piaui - UFPI Campus Petronio Portela, em Teresina-Pl. Para os bioensaios o
0leo essencial e o oOleo fixo de C. brasiliense foram obtidos, respectivamente, por
hidrodestilagao e extracdo a frio (com uso de hexano).

Para a obtencdo do oleo essencial de C. brasiliense, foi utilizado o mesocarpo
interno (polpa) dos frutos. Os frutos foram despolpados manualmente, utilizando-se de
luvas de latex e facas de ago inoxidavel. Uma por¢ao de 200 g da polpa do fruto ainda
fresca foi homogeneizada por trituracao e misturada com 500 mL de dgua destilada, depois

foi submetida a técnica de hidrodestilacdo utilizando um aparato do tipo Clevenger



modificado acoplado a um baldo com capacidade de 1,0 L, durante 3 horas. Ao final de
cada processo, os Oleos essenciais foram recolhidos juntamente com o hidrolato e a
separacao dos constituintes volateis do hidrolato foi feita por particdo com diclorometano.
A fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e concentrada em um
evaporador rotativo, para a eliminagdo do excesso de solvente (Figura 6), resultando em
3,18 g de o6leo essencial que foi depositado em um frasco de vidro e mantido sob
refrigeragdo a temperatura de aproximadamente -18 °C até o momento dos experimentos e

analises, conforme descrito por Damiani et al. (2009).

Figura 6 - Extracdo de 0leo essencial de Caryocar brasiliense

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Para a extracdo do oleo fixo foi utilizado 2,0 kg de polpa fresca em lascas em um
recipiente de vidro (com capacidade de 5,0 L) e foram adicionados aproximadamente 3,0
L de hexano, o suficiente para cobrir toda a quantidade de polpa de pequi contida no
recipiente. ApoOs agitar bem esse preparo com o recipiente ja vedado, o material foi
guardado num local protegido da luz, e periodicamente agitado uma a duas vezes por dia.
Ap6s o periodo da extracdo, que durou 72 horas, retirou-se a parte liquida e o solvente foi
recuperado utilizando um evaporador rotativo sob pressao reduzida. Foram obtidos 131,5
g de odleo fixo, o 6leo foi acondicionado em um recipiente de vidro protegido por papel
aluminio e mantido em temperatura ambiente até o0 momento dos experimentos e analises

(Figura 7).



Figura 7 - Extracdo de oleo fixo de Caryocar brasiliense

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

4.3 - Analises quimicas dos 6leos de Caryocar brasiliense

A andlise quimica do 6leo essencial foi realizada como descrito por Cordeiro et al.
(2013) por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria quadrupolar de massas
(CG/EM) em um equipamento QP5050A (Shimadzu), utilizando-se de uma coluna capilar
de silica fundida J&W Scientific DB-5 HT (30 m x 0,25 mm x 0,1 pum) da Agilent,
mantendo-se um fluxo de 1,0 mL min"' de hélio como gés de arraste, e aquecimento com
temperatura programada (60 até 246 °C com um gradiente de 3 °C min™). A energia de
ionizacao de 70 eV, sendo o volume de inje¢do da amostra de 0,8-1,0 mL diluida em
hexano. A andlise qualitativa foi conduzida no modo varredura, com um intervalo de
massas de 40-400 Da, com uma divisdo de fluxo de 1:20 e a uma velocidade de 1,0
varredura s™. As temperaturas do injetor e da interface foram mantidas em 220 °C e 240
°C, respectivamente. A analise quantitativa foi obtida pela integragdo do Cromatograma
Total de fons (CTI). Os constituintes volateis foram identificados por comparagdo dos
espectros de massas obtidos com os registros da biblioteca computacional Wiley 229, bem
como pela comparacdo dos respectivos indices de retencdo (IR) conferidos com os
espectros de massas disponiveis na literatura original (ADAMS, 2007), aplicando-se uma
série homologa de n-alcanos nas mesmas condi¢des usadas para a injecdo da amostra.

Como descrito na formula abaixo:



IR= 100i [tr(x)-tr(HA)/ tr(HD)-tr(HA)] +100N

Onde:

tr (X): tempo de retencao da substancia ndo identificada;

tr (HA): tempo de retencdo do hidrocarboneto que elui antes do compostos (X);

tr (HD): tempo de retengdo do hidrocarboneto que elui depois do composto (X);

1 = diferenga do numero de carbonos entre os hidrocarbonetos que eluem antes e depois;

N = numero de C do hidrocarboneto que elui antes do composto (X).

Para a andlise quimica do 6leo fixo de C. brasiliense foi realizada uma etapa de
derivatizacdo (metilagdo), identificacdo e quantificagdo, tanto do teor de 6leo quanto da
sua composi¢do. A derivatizagdo foi realizada em duas etapas que incluem a
saponificagdo catalisada por uma base (usualmente NaOH ou KOH) e a metilagao
catalisada por acido (HCl ou H,SO4) na presenga de metanol. Na primeira etapa, sao
formados sais de cadeia longa de metais alcalinos (saponificagdo), os quais, em uma
segunda etapa, sdo convertidos nas formas volateis (ésteres metilicos) para analise por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) (SILVA, 2016).

Para a reagdo de derivatizacdo, foi utilizado um sistema de refluxo e a mistura
reacional (10,0 g de 6leo fixo, 80 mL de MeOH e 10,0 g de KOH) permaneceu por 1 h,
apods o inicio da ebulicdo. Apds o tempo reacional, o sistema foi resfriado em temperatura
ambiente e, em seguida, foi adicionado 240 mL de H,O destilada ao balao volumétrico. A
solu¢do hidroalcoodlica alcalina foi submetida a extracdo com hexano (3 x 50 mL) em
funil de decantacdo. As fases organicas foram reunidas, secas com Na,SO; e
concentradas sob pressao reduzida, originando os insaponificaveis como um solido
amarelo claro (1,38 g). A fase hidroalcodlica foi acidificada com HCI 20% até pH 34 e
entdo submetida a extragdo com AcOEt (3 x 50 mL). As fases orgénicas foram reunidas,
secas com Na,SO4 anidro e concentradas sob pressdo reduzida, fornecendo os
saponificaveis como um sélido esbranquig¢ado (7,83 g). Foi transferido 2,0 g da amostra
saponificavel para um baldo de fundo redondo, adicionou-se 20 mL de MeOH e 1,0 mL
de HCI concentrado e a mistura foi refluxada durante 1 hora. Apds resfriamento a

temperatura ambiente foi adicionado H,O (10 mL), a mistura reacional foi submetida a



extracdo com CH,Cl, (3 x 10 mL) e as fases organicas foram reunidas e secas com
Na,SOy4 anidro. A concentragdo sob pressao reduzida forneceu o produto metilado (1,54
g) que foi, entdo, purificado em coluna cromatografica de gel de silica usando hexano,
misturas de hexano/CH,Cl, e misturas de hexano/AcOEt como eluentes. A fracdo que

apresentou a maior pureza em CCD foi submetida a analise por CG/EM.

As andlises realizadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG/EM) dos produtos metilados foram efetuadas em aparelho Shimadzu GC-
2010 acoplado a um espectrometro de massa GCMS-QP2010SE equipado com coluna
R&x®-5MS (95% dimetilpolisiloxano e 5% difenil) de 30 m, 0,25 mm de didmetro
interno e 0,25 um de espessura do filme da fase fixa. Condic¢des: 80 °C (3 min) para 280
°C (5 min) a 5 °C min™, entdo 20 °C min" até 300 °C (5 min) usando He como gas de
arraste com vazdo de 1,7 mL min™; temperatura do injetor de 250 °C e do detector de 300
°C. A andlise com o detector de massa foi no modo scan com tempo de andlise em 40
min; o registro dos espectros de massa foi na faixa de 35 a 500 Daltons por impacto de
elétrons com energia de ionizagdo de 70 eV (voltagem de 1,5 KV), analisador do tipo
quadrupolo e fonte de ions a 240 °C. A identificacdo dos acidos graxos foi realizada
através da interpretacdo dos espectros de massas e as confirmacdes foram feitas por meio
de comparagao visual das fragmentacdes m/z com a literatura.

Nas etapas de extracdo dos lipidios e subsequentes reagdes de derivatizagdo foram
utilizados solventes e reagentes de grau analitico (PA) comerciais (Synth, Vetec e
Merck). Nas andlises cromatograficas, empregou-se solvente (fase movel) de grau
cromatografico. Os padrdes ésteres metilicos usados foram da marca Sigma-Aldrich

(99,9% de pureza).

4. 4 - Diluigao dos 6leos de C. brasiliense

Para os bioensaios o oleo essencial e fixo de C. brasiliense foram diluidos em
Dimetilsulféxido (DMSO) a 3%. Nos bioensaios com larvas e pupas de M. domestica
foram utilizadas as concentracdes de 0,625; 1,25; 2,5; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 e 30,0 mg/mL,
sendo acrescida a concentracdao de 50,0 mg/mL nos testes realizados com o 6leo fixo. Nos
bioensaios com fémeas ingurgitadas de R. microplus foram utilizadas as concentracdes de

2,5; 5,0; 10,0; 20,0 e 40,0 mg/mL, sendo acrescida a concentragdo de 60,0 mg/mL nos



testes realizados com o oleo fixo. Essas concentragdes foram escolhidas com base em
estudos desenvolvidos no Laboratério de Artrépodes Parasitos (LAP) da Universidade
Federal de Juiz de Fora em testes inseticidas e acaricidas, mesmo local onde os bioensaios
foram conduzidos (ex. DAEMON et al., 2012; SENRA et al., 2013a,b; DA SILVA et al.,
2020; DUQUE et al., 2021).

4.5 - Coldnia de Musca domestica

O cultivo e manutencao de colonia de M. domestica para os experimentos foram
realizados conforme a metodologia descrita por Da Silva et al. (2020) e conduzidos no
Laboratério de Artropodes Parasitos (LAP) da Universidade Federal de Juiz de Fora (
SISBIO 63457-4), localizado em Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil (Figura 8). Adultos
silvestres de M. domestica foram coletados em janeiro de 2022 com auxilio de rede
entomoldgica em d4reas rurais dos municipios de Juiz de Fora (21°44'52.2"S
43°09'01.6"W), Minas Gerais ¢ Duas Barras (22°07'37.4"S 42°32'59.7"W), Rio de Janeiro,
Brasil, e mantidos em gaiolas entomoldgicas plasticas com telas laterais (35 % 35 x 50 cm
). Essas gaiolas foram mantidas em sala com temperatura (28+2°C), umidade relativa (UR)
(60£10%) e sem controle de fotoperiodo. Foram oferecidos diariamente as moscas adultas,
agua e alimento constituido de mistura de leite em po, aglcar cristal e 4gua na proporcao
de 1:1:2 (v/v); tanto a 4gua quanto o alimento foram acondicionados em placas de Petri (9

x 1,5 cm) individuais preenchidas com algodao.

Figura 8 - Manutencao da colonia de Musca domestica.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).



Para a oviposicdo, foram colocados nas gaiolas potes cilindricos de polipropileno (8 x 6
cm) contendo mistura previamente fermentada por trés dias em camara climatizada (28 + 2°C e
60 £ 10% UR) composta de farelo de trigo, leite em p6 e agua (1:1:1 v/v). O alimento, a agua
para as moscas adultas e o meio fermentado utilizado como alimento pelas larvas foram
fornecidos ad libitum e trocados diariamente para evitar contaminacdo por fungos. Apos a
ovipostura, foi feita a transferéncia dos potes para o interior de potes plasticos maiores (40 x 7 x
27 cm) forrados com serragem para que as larvas (L3) que abandonassem o meio de criagdao
pudessem iniciar o processo de pupacdo. Esses potes foram fechados com tecido tipo tule fixado
as bordas da tampa, e em seguida foram acondicionados em cadmara climatizada (28 =2 °C ¢ 60 +
10% UR). Posteriormente, a serragem foi peneirada e as larvas L3 e pupas foram separadas para a
utilizacdo nos experimentos (Figura 9). Nos bioensaios, foram utilizadas larvas e pupas de

terceira e quarta geragdes.

Figura 9 - Desenvolvimento de larvas e pupas de Musca domestica para os experimentos.
A: massas de ovos. B: larvas e pupas apos 6-7 dias da postura. C: larvas de 3° instar. D:

larvas separadas para testes.
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4.6 - Experimentos com larvas de Musca domestica

Para os experimentos com larvas foi seguida a metodologia de aplicagdo descrita por
Da Silva et al. (2020) (Figura 10). Para cada tratamento, foram utilizadas placas de Petri

de (6 x 1,5 cm) forradas com duas camadas de papel filtro, sobre as quais foram aplicados



500 pL da solucdo da substancia testada. Apos a aplicagdo, as placas foram mantidas
abertas por 10 minutos para permitir a volatilizagdo do solvente sob condi¢cdes ambientais
(23+3°Ce 70+ 10% UR). Em seguida, 10 larvas de terceiro instar foram adicionadas em
cada placa, as quais foram fechadas e mantidas em camaras climatizadas (28 +2 °C e 60 +
10% UR). Foram utilizados dois grupos controle, um contendo apenas agua destilada e
outro contendo solvente (DMSO a 3%). Os grupos tratados foram acondicionados em
camara climatizada diferente dos grupos controles. Para cada grupo (tratamento e

controle), foram feitas 10 réplicas.

Figura 10 - Teste in vitro com 6leos de C.brasiliense sobre larvas de Musca domestica. A:
aplica-se 500 pL do 6leo sobre o papel filtro dentro da placa de Petri e aguarda-se o tempo
determinado para a volatizagdo. B: 10 larvas de terceiro instar sdo adicionadas a placa. C:

A placa Petri ¢ fechada e mantida em condig¢des controladas de temperatura e umidade.

Fonte: DA SILVA, 2016.



A avaliacdo da mortalidade das larvas tratadas foi realizada apds 48 h. As larvas
sobreviventes e, por conseguinte, que empuparam, foram mantidas nas placas de Petri por
seis dias até a emergéncia dos adultos. Apds esse tempo, uma nova avaliagdo foi feita para
calcular a taxa de mortalidade das pupas recuperadas de acordo com cada substancia e
concentracao testadas. Considerou-se viavel toda pupa que originou um individuo adulto.
A partir dessas avaliagdes foi calculada a eficacia do tratamento larval de acordo com cada
concentracdo, utilizando-se a férmula proposta por Da Silva (2020):

Eficacia do tratamento larval (%ETL) = ML + [(1- ML) x MPR], sendo ML a

mortalidade larval e MPR a mortalidade das pupas recuperadas.

4.7 - Experimentos com pupas de Musca domestica

De acordo com a metodologia proposta por Da Silva (2020), foram utilizadas
placas de Petri (9 x 1,5 cm) contendo papel filtro. Em cada placa foram colocadas 10
pupas com um a dois dias de formacao e sobre cada pupa foram aplicados, com o auxilio
de uma micropipeta, 50 uL da solu¢do a ser testada. Assim como na metodologia de
aplicacdo em larvas, as placas foram mantidas abertas por 10 minutos, para permitir a
volatilizacdo da substincia testada nas mesmas condi¢cdes ambientais dos experimentos
com larvas; em seguida foram fechadas e colocadas em camaras climatizadas nas mesmas
condi¢gdes do bioensaio com larvas. Foram feitas 10 repetigdes para cada tratamento e
controle (Figura 11).

A avaliagdo da mortalidade pupal nos grupos experimentais foi feita apds seis dias
dos experimentos. Considerou-se vidvel toda pupa que originou um individuo adulto que
emergiu completamente do pupario. Entretanto, para os adultos que emergiram
completamente do pupario e apresentaram sinais de mau desenvolvimento foi realizada
uma segunda avalia¢do. A partir dessa segunda avaliacdo foi calculado o percentual de
mau desenvolvimento dos adultos. Sendo assim, foi calculada a eficiéncia do tratamento

pupal de acordo com cada concentragao, através da seguinte férmula:

Eficacia do tratamento pupal (%ETP) = MP + [(1- MP) x PMD], sendo MP a

mortalidade pupal e PMD o percentual de mau desenvolvimento dos adultos.



Figura 11 - Teste in vitro com 6leos de C.brasiliense sobre pupas de Musca domestica. A:
10 pupas de um a dois dias sdo adicionadas a uma placa Petri coberta com papel filtro. B:
Sobre cada pupa sao pipetadas 50 uL do 6leo a ser testado e aguarda-se o tempo
determinado para a volatizagdo. C: A placa de Petri ¢ fechada e mantida em condi¢des

controladas de temperatura e umidade.

Fonte: DA SILVA, 2016.

4. 8 - Procedéncia das populacgdes de Rhipicephalus microplus

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados carrapatos fémeas recém-
desprendidas que foram coletadas de bovinos, naturalmente infestados, cedidos pelo
Laboratério de Parasitologia da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria- Embrapa
Gado de Leite, localizada em Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. Procedimento registrado
no Comité de Etica no Uso de Animais da Embrapa CEUA — 3590070717; Sisgen —
AEC 2108; Sisbio — 46660 (coleta) e 46662 (manutengao).



4.9 - Teste de Imersdo de Adultos (TIA) com fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus

microplus

Para avaliagdo da atividade dos 6leos sobre R. microplus foi realizado o teste de
imersdo de adultos (TIA) utilizando a metodologia proposta por Drummond et al. (1973)
(Figura 12), no qual grupos com 10 fémeas ingurgitadas (cada fémea = 1 unidade
experimental), com pesos previamente homogeneizados (p>0,05), foram imersos por cinco
minutos nas solugdes dos 6leos testados em concentragdes que variaram entre 2,5 a 60,0
mg/mL e, apds esse tempo, as fémeas foram colocadas sobre folhas de papel filtro para
retirada do excesso da solucdo. Além desses tratamentos, foram realizados dois grupos
controles (DMSO 3% e agua destilada). Apds a imersdo, cada fémea foi pesada
individualmente e acondicionada em placas de Petri (6 x 6 cm), individuais, para
realiza¢do de ovipostura, as quais foram fechadas e mantidas em camaras climaticas (28 +
1 °C e 80 + 5% UR) por quinze dias. Apos esse periodo, a massa de ovos de cada fémea
foi pesada, colocada em uma seringa de plastico individual (10 mL), com extremidade
distal cortada, sendo fechada com algodao hidroéfilo e levada a cidmara climatizada, nas
mesmas condigdes citadas anteriormente para incubacao dos ovos, por cerca de vinte dias.
ApoOs essa etapa, foi realizada a leitura do percentual de eclosdo das larvas utilizando o

método proposto por (FIGUEIREDO et al., 2018).

Figura 12 - Teste de imersdo de adultos com fémeas de Rhipicephalus microplus

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
Por fim, os parametros, peso da fémea antes da oviposi¢cdo (mg), peso da massa de

ovos (mg) e percentual de eclosdo de larvas (%) foram avaliados durante o experimento. A



partir desses resultados, foi feito o calculo do percentual de controle (%) de acordo com

cada concentragao, utilizando-se a férmula proposta por Drummond et al. (1973):

ER (eficéacia reprodutiva) = (peso do ovo x% eclosdo x 20000) / Peso inicial das fémeas
EP (eficacia do produto) = (grupo de controle ER - grupo tratado com ER) / grupo de
controle ER x 100.

4. 10 - Analises estatisticas

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do software R-Studio (4.1.3). Os
valores percentuais foram transformados em Varcoseno x e foi realizado o teste de
normalidade para avaliar a distribuicdo dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk. Para dados
que apresentaram distribuicdo normal, os valores médios dos tratamentos foram
comparados por teste Anova seguido do teste de Tukey. No caso de distribui¢do nao
paramétrica, os valores foram comparados pelos testes Kruskal-Wallis e Student-Newman-

Keuls considerando nivel de significancia de 5%.



5 RESULTADOS

5.1 - Composigao quimica dos 6leos essencial e fixo de Caryocar brasiliense

A analise em CG/EM do 6leo essencial da polpa de C. brasiliense investigado neste
trabalho possibilitou a identificagdo de seus constituintes quimicos, suas porcentagens,
indices de retencdo da literatura (IRLit) e indices de retencdo calculados (IRc) em uma
coluna DB-5HT. O 6leo essencial da polpa de C. brasiliense ¢ uma notadvel mistura de
¢ésteres, acidos graxos saturados, hidrocarbonetos saturados de cadeia longa e terpenos. O
cromatograma de ions totais do O6leo essencial (Figura 13) e os constituintes

correspondentes aos seus picos estdo relacionados na Tabela 1.

Figura 13 - Cromatograma de ions totais do 6leo essencial da polpa do fruto de Caryocar

brasiliense obtido por CG-EM
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Entre os compostos identificados, 0 componente majoritario encontrado na amostra
foi o hexanoato de etila (91,83%), seguido de pequenas quantidades de octanoato de etila
(1,90%), 2-metilpropanoato de isopentila (1,14%), butanoato de 1-metilbutila (0,96%),
hex-2-enoato de etila (0,92%), hexanoato de isopentila (0,55%), hexanoato de metila
(0,51%), decanoato de etila (0,28%), hexanoato de pentila (0,25%) e acetal de acroleina
(0,24%) (Tabela 1).



Tabela 1 — Composi¢ao quimica, indice de retencao da literatura (IKy ;) , indice de

retencao calculado (IRc) e percentual de compostos identificados do 6leo essencial da

polpa do fruto de Caryocar brasiliense*

Picos Constituintes IR ;* IRc¢ %

1 Hexanoato de metila 927¢ 1090 0,51
2 Acetal de acroleina ne 1107 0,24
3 Hexanoato de etila 998¢ 1157 91,83
4 Butanoato de 1-metilbutila 1012° 1179 0,96
5 Hex-2-enoato de etila 1044° 1199 0,92
6 2-metilpropanoato de isopentila 1013" 1209 1,14
7 Octanoato de etila 11954 1323 1,90
8 Hexanoato de pentila 971" 1000 0,25
9 Hexanoato de isopentila 1250° 1364 0,55
10 Decanoato de etila 1395¢ 1471 0,28
Total identificado 98,68

*Valores de Indice de Retengdo, obtidos na literatura: ADAMS (1995)*; MAIA et al. (2004) ®;

ADAMS (2007)¢; DAMIANI(2009)®; ZOGHBI et al.(2002)%; SHIOTA(1993)"

ne — ndo encontrado na literatura, em coluna tipo DBS.

Na analise do o6leo fixo da polpa do fruto de C. brasiliense, realizada também por

CG/EM, foi observado o predominio de acidos graxos insaturados (65,15%). Esse 6leo

apresentou em sua constituicdo o acido oleico em maior quantidade (61,38%), sendo

seguido pelo acido palmitico (31,87%). Em quantidades inferiores foram identificados os

acidos linoléico (2,95%) e estearico (1,62%); ¢ identificados como tragos estdo os acidos

linolénico (0,82%) e miristico (0,60%) (Tabela 2).



Tabela 2 — Composi¢ao quimica, nimero de carbonos e insaturagao, percentual de
compostos identificados no 6leo fixo de Caryocar brasiliense* obtido na literatura e o

resultado do encontrado.

Acidos Numero de (%)* (%)® (%)© (%)° Resultado
graxos Carbonos: (%)
insaturacao

Miristico Cl14:0 nd 0,20 0,13 nd 0,60
Palmitico C16:0 40,2 41,1 35,17 34,10 31,87
Estearico C18:0 2,30 1,90 2,25 1,70 1,62
Oleico C18:1 n-9 53,9 54,0 55,87 55,80 61,38
Linoleico C18:2n-9,12 1,50 0,90 1,53 1,80 2,95
Linolénico C18:3n-9,12,15 0,70 nd 0,45 nd 0,82
Saturados 34,09
Insaturados 65,15
Total identificado 99,24

*Percentuais dos 4acidos graxos, obtidos na literatura: FACIOLI E GONCALVES (1998)";
GARCIA et al (2007)%; DE LIMA et al. (2007); DE FIGUEIREDO et al. (2016) °
nd — ndo detectado na amostra.

5.2 - Avaliacao da atividade inseticida dos 6leos sobre Musca domestica

5.2.1 Bioensaios com larvas de Musca domestica

Os resultados da avaliagdo larvicida dos Oleos essencial e fixo de C. brasiliense
estdo representados na Tabela 3. O presente estudo mostrou que a média de mortalidade e
consequentemente da eficacia do tratamento larval para ambas as substancias em todas as
concentracdes testadas, ndo diferiram significativamente dos seus respectivos grupos

controles (p>0,05).



Tabela 3 — Média (+ desvio padrao) da mortalidade larval (ML), mortalidade de pupas
recuperadas (MPR) e eficacia do tratamento larval (ETL) de larvas de Musca domestica
tratadas com diferentes concentragdes do dleo essencial e fixo de Caryocar brasiliense,

em condi¢des de laboratdrio (28 £ 2 °C e UR 60+£10%).

Tratamentos Concentracoes ML (%) MPR (%) ETL (%)
(mg/mL)
Controlel 0°+0 6°£10,7 6°£10,7
Controle2 1°£3,1 6°£6,9 6,9°£8.,0
Oleo essencial 0,625 1°+3,1 10°+8,1 10,8°+9,5
de Caryocar
brasiliense 1,25 5,5°+5,2 13,3748,6 16,2°£11,6
2,5 0°+0 10°£10 9°+£9.9
5,0 2,2°+4.4 17,7°+10,9 17,4°+13,6
10,0 1,1°£33 14,4°£7,2 13,8°49,3
15,0 1,1°£33 13,3°+7,0 12,8°49,1
20,0 13,3°+28,2 28,8°+34,0 30,2°+36,0
30,0 4,4°£52 12,2483 16,2°+8,4
Controlel 0°+0 10°£9,4 10°£9.4
Controle2 0°+0 21°+£14,4 21°+14,4
Oleo fixo de 0,625 3°+6,7 22°4+10,3 24°+£13,2
Caryocar 1,25 2,2°+4 .4 23,3°£8.6 26,3°£8.9
brasiliense 2,5 11433 26,6411,1 28,841
5,0 3,3°+7,0 27,7°£13,0 27,7°+16,1
10,0 5,5°£11,3 34,4°+7,2 34,2°+15,6
15,0 0°+0 22,2°+13,9 22°+13,1
20,0 3,3%+5 22,2°+10,9 23,4°£11,2
30,0 3,3%+5 27,7°£19,2 29,7°+19,7
50,0 6,6°+11,1 28,8°+11,6 34,2°£14,7

Nao foi observada diferenca significativa entre as médias.

Controle 1: 4gua destilada; Controle 2: DMSO 3%.



5.2.2 Bioensaios com pupas de Musca domestica

Nos resultados da avaliagdo pupicida do o6leo essencial e do oleo fixo de C.
brasiliense através do teste in vitro, foi observado que a mortalidade pupal para ambas as
substancias testadas ndo diferiu significativamente dos seus respectivos grupos controle

(p>0,05) (Tabela 4). Para ambas as substancias nao foram observadas atividade pupicida.

Tabela 4 — Média (+ desvio padrao) de mortalidade pupal (MP), percentual de ma
formacdo (PMF) e eficacia do tratamento pupal (ETP) de pupas de Musca domestica
tratadas com diferentes concentragdes do oleo essencial e fixo de Caryocar brasiliense,

em condicoes de laboratério (28+2°C ¢ UR 60+10%).

Tratamentos Concentracoes MP (%) PMF (%) ETP (%)
(mg/mL)
Controlel 2,0°44.2 0°+0 2,0°44.2
Controle2 2,0°44.2 1°+£3,1 3,0°+4,8
0,625 8,0°£10,3 2°4+4.2 9,9°+10,4
1,25 2,8°+7.5 4,2°£53 5,00£7.0
Oleo essencial 2,5 12,8°+13,8 1,4°+3,7 9,7°+14,2
de Caryocar 5,0 17,1°49,5 2,8°+4.8 13,7°£12,3
brasiliense 10,0 18,5°46.9 7,1°47,5 17,2°£13.,0
15,0 12,8°£16,0 7,1°£7,5 12,8°£18,6
20,0 14,2°+9,7 42°+573 12,7°£11,2
30,0 18,5°+15,7 7,1°+7,5 17,3°+16,9
Controlel 9,0°£9.9 0°+0 9°+9,9
Controle2 8,0°+£10,3 0°+0 8°+10,3
0,625 16,0°+10,7 3,0°+4,8 18,7°£9,
1,25 10,0°+8,6 5,5°+5,2 13,6°+9,1
Oleo fixo de 2,5 18,8°+9,2 0°+0 18,9°+8,7
Caryocar
brasiliense 5,0 14,4°+8,8 3,3°+5,0 16,6°+9,1
10,0 13,3°+18,7 3,7°45,1 14,9°£17,1



15,0 11,1°+7,8 2,2°+4 4 11,9°+7,7

20,0 13,3°+12,2 5,572 17,7°+10,0
30,0 13,3°+10,0 3,3%£5,0 14,5°+12,1
50,0 28,0°+10,3 1,0°43,1 28,6°+11,2

Nao foi observada diferenca significativa entre as médias.
Controle 1: agua destilada; Controle 2: DMSO 3%.

5.3 Avaliagao da atividade acaricida dos 6leos sobre Rhipicephalus microplus
5.3.1 — Teste de imersao de adultos com fémeas ingurgitadas

Nos resultados para o teste de fémeas ingurgitadas de R. microplus, nao foram
observadas diferencas estatisticas (p>0,05) quanto a quantidade e a viabilidade de ovos
produzidos pelas fémeas entre os tratamentos dos grupos controle (dgua e solvente), desta
forma foi utilizado os dados de biologia reprodutiva do grupo controle solvente para o
calculo do percentual de controle dos demais tratamentos (6leo essencial e dleo fixo de C.
brasiliense) (Tabela 5).

Nos grupos onde as fémeas foram tratadas com 6leo essencial de C. brasiliense nao
foram observadas diferencas significativas (p>0,05) para o peso da massa de ovos (PMO)
entre as concentragdes testadas e o grupo controle. O percentual de eclosdo de larvas
(PEL) do tratamento com a menor concentracao testada (2,5 mg/mL) do OE foi de 80,4%
e no grupo controle (DMSO) foi de 86,2%, ndo sendo observada uma diferenca
significativa (p>0,05) entre esses grupos. Nas maiores concentracdes (5,0 a 40,0 mg/mL),
foi observado percentual de eclosdo larval inferior (p<0,05) em relacdo aos grupos
controle. O maior percentual de controle (PC) foi observado na concentragdo de 40,0
mg/mL (82,0%), enquanto nas concentracoes 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0 mg/mL o percentual de
controle foi de 9,8; 48,7; 49,6 e 52,3%, respectivamente (Tabela 5).

Nos tratamentos com 6leo fixo de C. brasiliense ao analisar a viabilidade dos ovos,
nao foi observada diferenga (p>0,05) entre o peso médio da massa de ovos das fémeas do
grupo controle (dgua e solvente) em relagao aos grupos tratados nas concentragdes de 2,5
a 20,0 mg/mL. No entanto, foram observadas as menores médias de peso de postura, nas
duas maiores concentracdes (40,0 e 60,0 mg/mL) apresentando diferengas (p<0,05) em

comparacao aos grupos controle. O menor percentual de eclosdo larval foi observado na



concentracao de 60,0 mg/mL (32,7%). Nenhum dos tratamentos resultou em percentual de

controle superior a 50%, chegando a0 maximo de 49,9% na concentracdo de 60,0 mg/mL

(Tabela 5).

Tabela 5 — Valores referente a média do peso das fémeas antes da postura (mg), peso da

massa de ovos de fémeas ingurgitadas e percentuais de eclosdo larval e controle de

Rhipicephalus microplus, tratadas com diferentes concentracdes do 6leo essencial e do

oleo fixo de C. brasiliense, em condigdes de laboratorio (2741 °C e UR 80+£10%)

(Média + desvio padrao).
Tratamentos Concentracoes Peso da fémea Peso da Percentual de Percentual
(mg/mL)
antes da massa de eclosao de de controle
postura (mg) ovos (mg) larvas (%) (%)*
Controlel 201,2°+18,6 109,7°£16,1 88,4°+5,0
Controle2 200,8°+18,6 97,0°+£25,9 86,2°+5,3
Oleo essencial 2,5 201,4°£23,6 108,9°+9,5 80,4°+8,1 9,8
de Caryocar b
brasiliense 5,0 201,5°+13,4 83,1°+43,0 59,9°+15,6 48,7
10,0 200,7°£17,7 110,2°£15,5 44,2°+36,8 49,6
20,0 200,8°+24,2 102,3°+40,1 39,0°+19,2 52,3
40,0 200,8°+£12,2 69,8°+44,1 22,5204 82,0
Controlel 218,3%+£25,6 128,3°+25,6 81,2°+6,5
Controle2 218,4°+41,2 121,2°+41,2 80,5°+7,9
Oleo fixo de 2,5 216,6°+17,3 120,9°+17,3 57,0°+31,1 33,3
Caryocar 5,0 218,9°+23,2 114,7°£23,2 51,7°+£34,7 432
brasiliense
10,0 218,0°+£25.4 119,2°+£25.4 52,5°428,1 39,8
20,0 215,4°£27,9 115,0°£27,9 49,2°+36,5 41,2
40,0 213,2°429,1 84,7°+29,1 47,2°431,9 41,1
60,0 210,0*14,9 87,2°+14,9 32,7°+38,4 49,9

Controle 1: agua destilada; Controle 2: DMSO 3%.



6 DISCUSSAO

A busca por novos produtos naturais seguros para serem utilizados no controle de
pragas tem levado a um aumento no numero de estudos com 6leos e compostos extraidos
de plantas nas ultimas décadas (GEDEN, 2012; PAVELA, 2013; KUMAR et al., 2014;
BENELLI et al.,, 2018; BENELLI et al., 2019). No presente estudo foi realizada a
caracterizacao fitoquimica e avaliada a atividade biocida do 6leo essencial e do 6leo fixo
da polpa de C. brasiliense sobre estagios imaturos de M. domestica, os efeitos secundarios
no desenvolvimento deste diptero e sobre biologia reprodutiva de fémeas ingurgitadas de
R. microplus, por meio da andlise quanto a viabilidade de ovos e larvas, sendo o primeiro
estudo a abranger o efeito desses 6leos sobre esses organismos.

A caracterizagdo fitoquimica do dleo essencial do fruto de C. brasiliense ja foi
realizada em diferentes estudos (MAIA et al., 2008; DAMIANI et al, 2009; GEOCZE,
2011; CORDEIRO et al., 2013), porém, diferencas quantitativas e/ou qualitativas da
composicdo quimica foram observadas nos resultados desses estudos. Nos resultados do
presente trabalho, foram observados dois ésteres etilicos, o hexanoato de etila, em maior
propor¢ao, seguido do octanoato de etila; sendo estes resultados semelhantes aos dados
encontrados por Maia et al (2008) e Gedcze (2011). Entretanto, nos estudos de Cordeiro
(2013), as andlises quimicas revelaram que o (£)-f-Ocimeno foi o segundo maior
componente em abundancia, ao invés do octanoato de etila. Essas diferencas na quantidade
e constituicdo quimica dos Oleos essenciais para uma mesma espécie podem estar
relacionadas ao local de origem da planta, gendtipo/linhagem, a época de colheita ou até
mesmo a parte da planta utilizada para obtencao do 6leo (PAVELA; BENELLI, 2016). Em
comparagdo com estes estudos os principais fatores que diferenciam e influenciam o perfil
quimico das amostras de oOleos utilizados no presente estudo sdo o local de origem da
planta e a época de coleta, ja que a frutificacdo da planta varia de acordo com a regiao no
Brasil.

O hexanoato de etila ¢ considerado um dos constituintes quimicos “chave” do aroma
do pequi (MAIA et al., 2008). No presente estudo verifica-se que o hexanoato de etila
corresponde a mais de 90% da constituicdo quimica da amostra do 6leo essencial do pequi
utilizada nos experimentos. Esta substiancia ¢ um liquido incolor, apresenta um forte odor

frutado, presente em muitas frutas, sendo um importante composto utilizado como



flavorizante na industria alimenticia e cosmética (SURBURG; PANTEN, 2006). O
segundo constituinte mais abundante na amostra do 6leo essencial de C. brasiliense, o
¢éster octanoato de etila, ¢ um liquido de odor frutado floral, encontrado nos dleos
essenciais de muitas frutas e em bebidas alcoolicas obtidas de frutas. Também muito
empregado na induastria alimenticia como flavorizante (SURBURG; PANTEN, 2006).
Pode-se, portanto, sugerir que estas duas substancias- os ésteres hexanoato de etila e
octanoato de etila- conferem a amostra de O6leo essencial do pequi caracteristicas
relacionadas diretamente ao aroma e sabor, ndo sendo encontrada na literatura nenhuma
propriedade inseticida ou acaricida para estes compostos especificamente.

Em relagdo ao dleo fixo do pequi, este foi apontado por Pereira et al. (2008) como
um potencial defensivo natural do feijdo-caupi contra o coleodptero C. maculatus. Estes
autores verificaram que ndo houve mortalidade significativa dos adultos na concentracdo
maxima testada de 50 pL/20 g correspondendo a 45%, por outro lado, observaram efeito
deletério sobre ovos e larvas, ocasionando inibicao total da emergéncia de adultos. Em
estudo posterior, Lima (2018) também investigou o efeito do 6leo fixo de C. brasiliense
sobre a mesma espécie de caruncho-do-feijdo-caupi e relatou mortalidade de 100% na
concentracao 167,0 mg/20 g sobre a fase adulta. Santos et al. (2016) avaliaram a atividade
do oleo fixo nao diluido de C. brasiliense por meio da aplicagdo topica sobre ovos e
lagartas de terceiro instar de S. frugiperda, espécie de lagarta que ataca lavouras de milho,
e verificaram percentual de atividade ovicida com 81% de eficiéncia, apresentando assim
uma atividade inseticida moderada contra os ovos da espécie.

A andlise fitoquimica do 6leo fixo de C. brasiliense revelou que o acido oleico
(61,38%), um 4cido graxo monoinsaturado, ¢ o seu composto majoritario, seguido pelo
acido palmitico (31,87%), como observado também em outros estudos disponiveis na
literatura (GARCIA et al., 2007; DE LIMA et al., 2007; DE SA COUTINHO et al., 2020).
Desses estudos, embora ocorram algumas divergéncias, pode-se verificar que os
pesquisadores sdo praticamente unanimes no fato de que os acidos graxos majoritarios nos
triacilgliceridios da polpa do pequi sdo o acido oleico e palmitico, sendo detectados outros
acidos graxos em menores proporgoes.

Essa composi¢ao quimica do o6leo fixo da polpa de pequi, constituido de acidos
palmitico e oleico, confere, ao mesmo, caracteristicas nutracéuticas singulares para uso

alimenticio, entre outras potencialidades (GEOCZE, 2011). O acido oleico tem



comprovada atividade antibacteriana, anti-inflamatéria, hipolipidémica e cicatrizante
(HINTON; INGRAM, 2000; FERREIRA et al., 2011; DE FIGUEIREDO et al., 2016;
PIRES et al., 2020). O 4cido palmitico imprime, ao 6leo fixo da polpa de pequi, uma
melhor estabilidade oxidativa e aumenta a temperatura de fusio do mesmo (GEOCZE,
2011). A presenga do acido palmitico nos tecidos vegetais ¢ essencial para o seu
crescimento e desenvolvimento. (BONAVENTURE et al., 2003).

O 4cido oleico e o acido palmitico apresentam citotoxicidade, alteram a viabilidade
de macrofagos, por meio de mecanismos que incluem a despolarizagdo mitocondrial,
causando alteracdes no tamanho das células, granularidade, integridade da membrana e
fragmentacao do DNA (LIMA et al., 2006). Carrillo et al (2012) relatou que o acido oleico
pode afetar a proliferacdo celular e ocasionar a morte de células cancerigenas
comprovando seu efeito antitumoral, pois a apoptose destas células ¢ induzida pelo
aumento de espécies reativas de oxigénio e reducdo nas atividades das enzimas
antioxidantes que estd associado a presenca de acidos graxos. Desta forma estudos
adicionais devem ser conduzidos para elucidar os possiveis modos de acdo do 6leo fixo da
polpa e de seus compostos majoritarios, sua acdo para outras espécies e estagios de
moscas, além da realizacdo de novos testes de toxicidade e desenvolvimento de
formulacdes para reavaliagao.

Nos resultados obtidos nos bioensaios com M. domestica do presente estudo, foi
observado que diferentes concentragdes dos o6leos de C. brasiliense testados (6leo
essencial e fixo) ndo apresentaram atividade inseticida sobre os estagios imaturos de M.
domestica, indicando que nao houve impacto direto no desenvolvimento e na mortalidade
de larvas e pupas, embora outros autores ja terem relatado a atividade biocida de extratos e
6leos de diferentes partes do pequizeiro sobre alguns artrépodes (ex. L. Longipalpis, S.
frugiperda e Aphis craccivora) de importancia agricola e médica veterindria (PAULA-
JUNIOR et al., 2006; LOPES et al., 2011; SANTOS et al, 2016; SOUZA et al., 2018,
ZALDIVAR, 2020). No entanto, fatores como a concentracdo do 6leo, o estado do
material coletado, época de coleta, teor do principio ativo ou diferenca na sensibilidade
dos organismos entre populagdes estudadas aos 6leos, sdo alguns dos diversos fatores que
podem causar divergéncia na atividade inseticida de 6leos em experimentos distintos

(SOUZA et al., 2018).



Os resultados obtidos nos testes com fémeas ingurgitadas de R. microplus, expostas
a diferentes concentragdes do 6leo essencial de C. brasiliense, apresentaram taxas de
eclosdo larval inferiores aos grupos controle nos tratamentos com concentracdes de 10 a
40 mg/mL, resultando em percentual de controle de 82,0% na maior concentracio (40 mg/
mL) testada em virtude da diminuicao da viabilidade dos ovos produzidos pelas fémeas.
Tal fato leva a supor a interferéncia ou sinaliza um possivel mecanismo de a¢dao do 6leo
essencial de C. brasiliense durante a fase de embriogénese, ou mesmo no 6rgao de Gené,
impedindo a correta prote¢do quimica contra condi¢des abidticas, sendo eficaz na redugado
do sucesso reprodutivo de R. microplus, hipdtese esta que merece investigagdes futuras.
Desta forma, foi observado nos resultados do presente estudo a existéncia de atividade do
6leo essencial de C. brasiliense sobre R. microplus, sendo este o primeiro relato de acao
deste Oleo sobre carrapatos. Esses resultados sdo importantes, pois levam a reducdo do
numero de individuos da proxima geragao. Como relatado anteriormente, o 6leo essencial
de C. brasiliense, composto majoritariamente por ésteres, tendo o hexanoato de etila como
composto majoritario, teve atividade sobre as fémeas ingurgitadas. Matos et al. (2020)
avaliaram o efeito do timol, monoterpeno presente em alguns 6leos essenciais, na biologia
reprodutiva de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus sensu lato e as alteracdes
morfologicas no 6rgdo de Gené e observaram que as células das glandulas tubulares e
acessorias do orgdo de Gené apresentavam sinais de lesdo: irregular colora¢do de eosina,
ruptura e deformacdo do limite celular, presenca de nucleos fragmentados, alteracdo da
homogeneidade citoplasmatica e areas com deformacao na regido basal. Varios estudos ja
correlacionaram a agdo de dleos essenciais de diferentes espécies de plantas as fungdes
reprodutivas do ovario e 6rgao de Gené de carrapatos (ARNOSTI et al., 2011; NOVATO
etal., 2015; KONIG et al., 2019; SOUZA et al., 2019; MATOS et al., 2020).

Em relagdo as atividades dos 6leos, pode-se afirmar que o potencial biocida do 6leo
fixo de C. brasiliense tem sido evidenciado em alguns estudos para diversos organismos
como bactérias, fungos e insetos (PASSOS, 2002; PEREIRA, 2008; FERREIRA et al,
2011; LIMA, 2018; BARACHO, 2018). No presente estudo foi observado reducio da
massa de ovos produzidos pelas fémeas de R. microplus expostas ao oleo fixo de C.
brasiliense, e somente na maior concentracao testada ( 60,0 mg/mL) foi observada média
de eclosdo larval inferior ao grupo controle, resultando em percentual de controle de 49,9

%, ndo possuindo uma diferenga significativa com relagdo aos demais grupos de



tratamento e controle. Desta forma, os tratamentos com o 6leo fixo de C. brasiliense nao
apresentaram atividade acaricida sobre R. microplus nas concentragdes testadas. Além
disso, na literatura disponivel a a¢do do 6leo fixo de C. brasiliense ainda nio foi relatada
sobre carrapatos. Ainda ha poucos estudos na literatura cientifica que tém avaliado a
utilizacao de 6leos fixos contra R. microplus. Um dos trabalhos que avaliaram a atividade
de oleo fixo contra R. microplus ¢ o realizado por Santos (2019), avaliou os efeitos
acaricidas de 6leos fixos dos frutos do buriti (Mauritia flexuosa) e do xiriri (Mauritiella
armata) sobre R. microplus; ambos os O6leos foram efetivos, com redug¢do de
eclodibilidade de larvas e apresentaram eficacias acaricidas superiores a 90%. O 6leo fixo
destes frutos possuem compostos quimicos em comum (acidos palmitico, oleico, miristico,
estedrico e linoleico) com o 6leo fixo do fruto de C. brasiliense. Nos testes com as fémeas
ingurgitadas, Santos (2019) verificou que o 6leo fixo de M. armata foi mais efetivo que o
6leo de M. flexuosa na reducao da eclodibilidade larval. Ja o 6leo de xiriri apresentou o 9-
oxononanoato de metila, Octanodioato de dimetila, nonanodioato de dimetila e (9Z, 11E)-
octadeca — 9,12 dienoato de metila na sua composicdo, componentes esses que nao foram
detectados no o6leo de M. flexuosa, o que poderiam ter proporcionado esses melhores
efeitos. Esses componentes também nao sao encontrados no 6leo fixo de C. brasiliense, o
que pode ajudar a explicar os resultados obtidos no presente trabalho ja que estas outras
plantas possuem composicdo quimica semelhante a espécie utilizada no presente estudo.
Outros estudos disponiveis na literatura apresentam a evidéncia de compostos
bioativos em outras partes do fruto como a casca e¢ folhas de C. brasiliense. O extrato
hidroetandlico da casca do pequizeiro rico em taninos condensados foi toxico ao
flebotomineo, L. longipalpis, alcangando 93,3% de mortalidade em 72 h na concentracao
de 400 mg/mL e para o extrato hidroetandlico das folhas, a concentracdo de 100 mg/mL
apresentou taxa de mortalidade de 81,1% apods 72 h de experimento (BARACHO, 2018).
O extrato alcoolico das cascas e folhas de C. brasiliense foi altamente toxico para o
molusco Biomphalaria glabrata, com mortalidade de 90% a 100 ppm apds 24 h em
imersdo, a presenca de taninos condensados nestes extratos foi responsavel pela atividade
moluscicida (BEZERRA et al., 2002). Souza et al. (2018) relatam a toxicidade do extrato
aquoso da casca do fruto de C. brasiliense para adultos de S. frugiperda. Assim, esses
estudos evidenciam em comum a presenca de algumas classes de compostos como taninos

condensados e hidrolisaveis, flavondides e terpenodides que fornecem a explicagdo para a



atividade toxica da espécie sobre os organismos testados. Portanto, substancias de extratos
e Oleos de outras partes de C. brasiliense nao exploradas neste estudo, podem ser
investigadas para elucidar melhor as atividades de C. brasiliense sobre M. domestica e R.

microplus.



7 CONCLUSOES GERAIS

A partir dos resultados obtidos, foi concluido que os 6leos fixo e essencial da polpa
do fruto de C. brasiliense nao apresentam atividade inseticida sobre larvas e pupas de M.
domestica nas concentragdes testadas, enquanto que nos testes com o 6leo essencial e fixo
sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus evidenciaram a capacidade de redug¢dao na
viabilidade e na quantidade dos ovos produzidos respectivamente, apresentando atividade
deletéria para esta espécie de carrapato. Tal achado contribui para o conhecimento das
atividades biologicas desses Oleos sobre essas espécies de artropodes. Além disso, os
resultados obtidos, por meio das analises fitoquimicas dos 6leos fixo e essencial da polpa
do fruto de C. brasiliense, contribuem para o fortalecimento dos registros ja existentes na
literatura referente a elucida¢@o quimica, principalmente por apontar os seus constituintes

quimicos majoritarios e suas atividades biologicas.



8 CONSIDERACOES FINAIS

O interesse em pesquisar novas alternativas de controle de pragas com uso de
produtos naturais pela comunidade cientifica tem aumentado. Compostos de origem
vegetal apresentam consideraveis vantagens econdmicas, assim como redu¢do do impacto
ao meio ambiente e a organismos ndo-alvos. Os resultados dos testes realizados para a
avaliacdo do potencial inseticida dos 6leos extraidos da polpa do fruto de C. brasiliense
sobre M. domestica € R. microplus indicaram a existéncia de atividade de compostos
presentes no Oleo essencial que podem ser prejudiciais ao desenvolvimento de R.
microplus. Enquanto que para M. domestica tanto o 6leo essencial quanto o dleo fixo ndo
apresentaram atividade inseticida. Apesar de que, alguns estudos relatam a atividade
inseticida do dleo fixo e das propriedades toxicologicas de seus compostos majoritarios
sobre outras espécies de insetos. Assim, a realizagdo de novos testes, com alteragdes na
metodologia, sdo necessarios para melhor elucidar a atividade dos o6leos ou confirmar a
auséncia da atividade inseticida destes sobre M. domestica. Os resultados do presente
estudo contribuem com a busca de substancias de origem vegetal com fins de formulagao
de um inseticida botanico, pois indicam que os 6leos da polpa do fruto do pequizeiro
podem conter principios bioativos.

Desta forma, concluimos que o 6leo essencial da polpa do fruto de C. brasiliense
apresenta potencial acaricida sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus, j4 que nos testes
foi observada uma reducao do percentual de eclosdo larval, enquanto que para o 6leo fixo
foram observadas as menores médias de peso de postura, ou seja uma reducao da massa de
ovos, enfatizando a necessidade de mais investigacdes, pois os resultados encontrados
neste trabalho revelam que C. brasiliense ¢ uma planta promissora como fonte de
principios ativos e pode ser investigada de forma mais profunda e sisteméatica na busca por
compostos naturais com atividade acaricida.

A reducdo na eficacia dos produtos sintéticos promove uma reflexdo a respeito do
desenvolvimento de resisténcia a farmacos e o quanto essa modificagdo influéncia na
suscetibilidade dos artropodes a compostos de origem vegetal. Por isso a importancia de
estudos in vitro para buscar compostos com potencial inseticida para diferentes estagios e
espécie de artropodes de importancia médico-sanitdria e zootécnica, no entanto, nem

sempre os resultados obtidos em laboratorio conseguem ser reproduzidos nos testes in



vivo. Dessa forma, € necessario intensificar os estudos em campo, desde que a etapas in
vitro tenham sido efetuadas a contento e promover o desenvolvimento de formulagdes, de
forma a elucidar os mecanismos de acdo desses compostos vegetais, verificar sua
toxicidade sobre outros organismos ndo alvo para tornar o controle de pragas mais seguro
para os aplicadores de biocidas sintéticos, hospedeiros e o ambiente. Em adicional, uma
analise comparativa sobre os custos, facilidade de obtencdo e aplicagdo se faz necessario a

fim de se eleger compostos que propiciem melhor custo beneficio.
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