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RESUMO

O Brasil ¢ um pais que vem se destacando em recordes de produtividade,
principalmente em gréos. No entanto, essa produtividade vem sendo ameagada pelas pragas,
que estdo adquirindo meios de resisténcia a inseticidas disponiveis no mercado. Neste sentido,
a bioprospeccdo entra como aliada revelando novos compostos bioativos isolados de plantas.
O objeto deste estudo foi avaliar a bioatividade dos extratos hexanicos e metanolicos de
Tarenaya spinosa, planta nativa da América do Sul pertencente a familia Cleomaceae, frente
ao gorgulho do milho (Sitophilus zeamais). A toxicidade dos extratos frente a Artemia salina
também foi avaliada. Os resultados mostraram que 0s extratos hexanicos ndo apresentaram
bioatividade. O extrato metandlico de folhas foi o mais ativo aos insetos (mortalidade entre 8
a 62% e CLsp = 1,33 mg/g), seguido pelo extrato de caules (entrel0 a 70% e CLso = 1,96
mg/g) e de flores (entre 5 a 20% e CLso = 2,93 mg/g). O extrato de flores foi mais toxico aos
nauplios de A. salina (entre 93 e 96%), seguido do extrato de caules (entre 26 e 41%) e de
folhas (entre 26 e 36%). A CLso para os extratos metanolicos foram menores que 100 pg/ml.
O perfil fitoquimico revelou a presenca de flavonoides glicosilados, agliconas e
fenilpropandides nos extratos metandlicos; acidos graxos e terpenos foram visualizados nos
extratos hexanicos. Analises em HPLC dos extratos metanolicos demonstraram a presenca de
luteolina e campferol, além de outros flavonoides que podem ter alguma relacdo com as

bioatividades presenciadas.

Palavras-Chave: Atividade Inseticida. Artemia salina. Bioprospec¢do. Tarenaya spinosa.



ABSTRACT

Brazil is a country with excellent records of productivity, mainly in crops. However,
this productivity has been threatened by pests, which has acquired resistance to insecticides
available on market. In this sense, the bioprospection open with ally, revealing news
bioactivities compounds isolated of plants. The aim of study was available the bioactivity of
hexanic and methanolic extracts of Tarenaya spinosa, native plant of Sothern America and
belonging the family Cleomaceae against the maize weevil (Sitophilus zeamais). The toxicity
of the extracts against Artemia salina was also evaluated. The results showed that hexane
extracts did not present bioactivity. The leaf extract was the most active against insects
(mortality between 8 at 62% and CLsp = 1.33 mg/g), followed to stem extract (between
entrel0 at 70% and CLso = 1.96 mg/g), and flower extract (between 5 at 20% and CLsgp = 2.93
mg/g). The flower methanolic extract was most toxic at brine shrimp nauplii (between 93-
96%), followed of stem extract (between 26-41%) and leaf extract (between 26-36). The
LC50 for methanolic extracts were lower than 100 pg/ml. The phytochemical profile revealed
the presence of glycosylated flavonoids, aglycones and phenylpropanoids from methanolic
extracts; fatty acids and terpenes were visualized in the hexane extracts. HPLC analysis of the
methanolic extracts showed the presence of luteolin and kaempferol, in addition to other

flavonoids that may have some relation with the bioactivities observed.

Keywords: Insecticidal activity. Artemia salina. Bioprospection. Tarenaya spinosa.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é um pais rico em biodiversidade. Ha em nossos biomas inimeras espécies
com um grande potencial alimenticio, terapéutico e tecnolégico. Além disso, o conhecimento
empirico, passado de geracdo em geracdo, contribui diretamente para a riqueza do
etnoconhecimento no pais.

Embora haja um grande esfor¢o por parte das academias e institutos de pesquisa de
estudar a aplicacdo de recursos vegetais, tais recursos ainda sdo pouco explorados,
principalmente porque ha um etnoconhecimento a ser atrelado ao cientifico. Para ter uma
ideia, a OMS estima que 70 a 80% da populagdo usam suas medicinais tradicionais; mesmo
assim, o conhecimento sobre os efeitos da maioria dessas plantas permanece desconhecido
(Araujo et al., 2014).

As substancias produzidas pelo metabolismo secundério vegetal sdo utilizadas para
tratamento dos mais diversos tipos de enfermidades. Além dos seus efeitos medicinais, esses
metabolitos apresentam efeitos interessantes sobre os mais diversos tipos de pragas causadas
por insetos e outros patdgenos. Atualmente algumas pragas tém se mostrado resistentes aos
inseticidas comerciais, trazendo grandes prejuizos econdémicos. O uso dos metabdlitos no
controle de pragas tem como vantagem o fato de serem biodegradaveis, poluirem pouco o
ambiente, sdo pouco toxicos aos trabalhadores que os manipulam e podem anular a resisténcia
gue alguns patdgenos apresentam aos inseticidas comerciais. Os terpenos, fendis e alcaloides
s80 0s principais representantes desses compostos; e consequentemente, 0s mais estudados.

Esta dissertacdo apresentara um panorama geral dos compostos secundarios isolados de
plantas, seus efeitos benéficos e potenciais toxicidades. Serdo discutidos os beneficios da
bioprospeccdo de metabdlitos secundarios, a importancia de algumas classes e subclasses
destes compostos, mostrando ndo s6 a importancia farmacoldgica, mas também o interesse
econdmico e suas potencialidades de aplicacfes em varios setores da inddstria. Um enfoque
especial sera dado aos compostos secundarios que podem ser encontrados na familia
Cleomaceae, sua importancia médica e industrial, além também de mostrar um pouco a
importancia destes compostos como defesa ou atrativo para polinizadores. Também sera
mostrada uma breve discussédo taxondmica da familia Cleomaceae. Sera dada énfase aos
géneros Cleome e Tarenaya. Dentro desses géneros, trataremos sobre os compostos

secundarios ja elucidados e as bioatividades relatadas.



12

2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 BIOPROSPECCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS EM PLANTAS

Populagdes humanas de todo o planeta usam, ha milhares de anos, plantas para fins
medicinais. O mercado global de medicamentos derivados de plantas foi estimado em cifras
de aproximadamente 31 bilhGes de dolares na Gltima década. Compostos secundarios, como
terpenos e esteroides, representam uma maior significancia no mercado, Como um comercio
que gera valores estimados de 12,4 bilhdes de dolares por ano no mundo (Mufller et al, 2011).

Segundo a Organizacdo Mundial da Satude (OMS), os sistemas de medicina tradicional
(como a medicina tradicional chinesa, por exemplo), utilizam como base as plantas. Cerca de
80% da populacdo mundial depende do uso de plantas para o tratamento de doencas (Gurib-
Fakim, 2005). Por outro lado, o crescente uso de plantas para diferentes propdsitos tem levado
ao extrativismo desenfreado, que pode levar muitas espécies vegetais, ainda ndo estudadas, a
extincdo, bem como acelerar o desmatamento de biomas importantes.

Segundo Gurib-Fakim (2005), nos paises desenvolvidos, 20% dos medicamentos sao
derivados vegetais e no mundo, 119 compostos quimicos conhecidos foram isolados de
extratos vegetais de pelo menos 90 espécies de plantas, destes compostos, 74% foram obtidos
em estudos de isolamento e caracterizacdo quimica, e o restante, isolado a partir de estudos de
bioatividade.

Os metabolitos secundarios em plantas se originam de compostos primarios a partir de
vias metabdlicas acopladas a fotossintese e a respiracdo (Floss, 2008). As funcdes destes
compostos nas plantas variam, desde a protecdo contra parasitas e herbivoros até ao auxilio na
floracdo e na polinizacdo. Sdo metabdlitos secundarios, os alcaldides e outros nitrogenados,
os glicosinolatos, os compostos fenolicos e os terpendides (Gurib-Fakim, 2006). Os
compostos fendlicos atraem polinizadores e da a coloracdo de flores, frutos e de algumas
sementes. Medicinalmente, os fendlicos apresentam acgdo antioxidante, anti-inflamatdria,
antitumoral, antimicrobiana e antiviral (Gurib-Fakim, 2006). Os terpendides, como 0s
monoterpenos e sesquiterpenos, presentes em Oleos volateis, protegem as plantas contra
herbivoros. Como exemplo, os derivados da citronela que possuem atividade repelente e
larvicida (Gurib-Fakim, 2006). Os alcaloides sdo conhecidos notadamente pelo seu alto
potencial antitumoral, como a vincristina e vimblastina (Gurib-Fakim, 2006).

Fisiologicamente, a produgdo dos metabdlitos secundarios pelas plantas depende de

fatores abioticos como luz, 4gua, solo, temperatura e de fatores enddgenos como a genetica da
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planta (Floss, 2008). Os compostos fenolicos, por exemplo, ocorrem em praticamente todos
0S vegetais, mas cada espécie pode produzir determinado tipo especifico. Os terpendides
também sdo de ampla ocorréncia, mas alguns destes ocorrem com maior frequéncia em certos
taxa (por exemplo: lactonas sesquiterpénicas na familia Asteraceae [Gurib-Fakim, 2006]).

As pesquisas de bioprospeccdo geralmente sdo de média e longa duracdo. Atrelada ao
isolamento, caracterizacdo, elucidacdo dos compostos, ensaios pré-clinicos e clinicos em
humanos estdo envolvidos neste processo. Testes in vitro, in vivo, toxicidade aguda, subaguda
e crbnica e carcinogenicidade (que geralmente utilizam cobaias e requer aprovacdo junto aos
conselhos de ética em pesquisa) sdo algumas das etapas da bioprospeccao.

A bioprospeccdo também ajuda a promover programas de conservacdo da
biodiversidade, pois tentam prevenir a extingdo de espécies raras, muitas ndo estudadas
anteriormente. Além disso, depois da identificacdo de tais metabdlitos com atividades
bioldgicas, sdo desenvolvidas em laboratorios sinteses de compostos bioativos, evitando a
extincdo da flora e acaba por promover o desenvolvimento da biotecnologia, com o
desenvolvimento de protocolos de bioensaios e de identificacdo e separacdo de bioativos
incluindo cultura in vitro (Gurib-Fakim, 2006; Albarello et al., 2013).

A bioprospeccdo também promove a inclusdo social, porque o0s conhecimentos
empiricos sdo valorizados, e as popula¢fes com suas culturas e tradi¢cGes sdo destacadas pela
ciéncia. A partir de um estudo etnoboténico e etnofarmacoldgico muitas espécies vegetais,
ainda desconhecidas para a ciéncia, forneceram véarias moléculas utilizadas pela medicinal
moderna (Albuquerque, 2005; Gurib-Fakim, 2006).

2.2 BIOPROSPECCAO DE INSETICIDAS DE ORIGEM VEGETAL

De acordo com a literatura, um produto natural para ser considerado inseticida, deve matar
0s insetos, mas a toxicidade de um produto natural ndo necessariamente a qualifica como
possuidora de atividade inseticida. E desejavel que os inseticidas sejam biodegradaveis, sem
efeitos cumulativos sobre alimentos e produtos armazenados, de facil obtencdo e manipulacéo
(Viegas Jr, 2003). Geralmente a maioria dos produtos naturais de origem vegetal atende estes
pré-requisitos.

A piretrina, por exemplo, foi descoberto em 1800, a partir do piretro (flores secas de
Chrysanthemum e Tanacetum); e alguns anos depois foram explorados em escala industrial.
Atualmente sdo sintetizados compostos derivados das piretrinas. No entanto, a piretrina

natural ainda é usada em paises em desenvolvimento, principalmente na Africa e Asia.



14

Atualmente, os inseticidas disponiveis para o publico em geral sdo piretroides, por apresentar
baixa toxicidade a mamiferos (Viegas Jr, 2003).

Estudos com extratos e 0leos essenciais do neem (Azadiracta indica L.) mostraram que
alguns insetos tém apresentado sensibilidade, como: inibicdo de seu crescimento, morte de
larvas durante a ecdise, alongamento da fase larval, viabilidade dos ovos, deformacgdes de
pupas e adultos, reducGes na longevidade, fecundidade e fertilidade dos adultos; e até a morte
dos insetos. A azadiractina, um diterpeno, é o principal principio ativo da espécie, com
potencial até de inibir o apetite de insetos, matando-o0, mas ndo é o Unico, pois mais de 100
compostos com mesma bioatividade foram isolados (Viegas Jr, 2003). O neem atualmente tem
sido usado como planta ornamental e seus frutos usados na alimentagao.

A éarvore de argan (Argania spinosa (L.) Skeels [Sapotaceae]) é encontrada no
Marrocos. De suas améndoas € extraido um 6leo usado pela populagéo local no tratamento de
doencas e na fabricacdo de cosméticos (conhecido mundialmente como 6leo de argan). Esta
arvore forma verdadeiras florestas; que mesmo sendo considerada pela UNESCO um
patrimonio natural (as florestas de argan) e como patriménio cultural imaterial da humanidade
(6leo de argan), encontra-se ameacada de extingdo devido ao corte das arvores para a
fabricacdo de carvédo e o uso como lenha por populagGes locais e ndmades beduinos. O 6leo
de argan € rico em compostos fendlicos de suma importancia, como o &cido vanilico, férulico
siringal e tirosol; em esterdis, como o escotenol e espinasterol, e tocoferois. O fruto é rico em
flavonoides, acidos fenolicos e derivados glicolisados; a polpa € rica em aminofendis, alguns
deles descritos pela primeira vez pela literatura, como: a arganimida A (&cido-4,40-di-
hidroxi-3,30-imino-di-benzoico) e argamindlicos A-C (Khallouki et a.l, 2017) (Figura 1).
Segundo Harhar et al. (2010), a presenca de canfora e 1,8-cineol no éleo essencial desta

espécie indica que a mesma pode ser usada como repelente de insetos.
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Figura 1. Compostos fenélicos presentes no 6leo de Argan. |- Acido gélico; I1. 3,4- Acido dihidroxibenzéico;
I11- Acido argaminolico C; 1V- Acido argaminolico A, V.- Acido argaminolico B; IX. 4,40- Acido dihydroxi-
3,30-imino-di-benzdico (Arganimida A). Fonte: Khallouki et al (2017).

Espécies de outras categorias de uso também tém sido investigadas quanto ao seu
potencial inseticida. O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.[Euphorbiaceae]), planta cujo 6leo
fixo das sementes é fonte de biodiesel, possui acdo inseticida e sobre a oviposicdo de S.
zeamais (Oliveira, Santana e Antigo, 2013). A citronela (plantas do género Cymbopogon
[Poaceae]) apresenta uma série de mono e sesquiterpenos, sendo o citral o composto
majoritario, presente nas folhas. Esta planta tem sido usada como repelente de mosquitos e
pernilongos em geral, além de ser usado como recreativo e medicinal (na forma de chd). O
6leo essencial de C. nardus e C.martinii apresentou elevada toxicidade frente a larvas Ls-L4
de A. aegypti, com CLsp114, 65mg/l para as duas espécies (Rios, Stachenko e Duque, 2017).

O tabaco (Nicotiana tabacum L.[Solanaceae]), planta rica em nicotina, alcalbide
majoritario da espécie e presente no cigarro; apresentou atividade inseticida dose-dependente
de acordo com o tempo de contato (de 2,5 min a 10 min) contra o besouro cascudinho
(Alphitobius diaperinus (Panzer) [Coleoptera: Tenebrionidae]). Esta praga geralmente ataca

aves, causando prejuizos para a avicultura (Jacomini et al., 2016).
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2.2 COMPOSTOS FENOLICOS

2.3.1 Flavonoides

Os flavonoides sd@o um dos grupos de metabdlitos secundarios mais amplamente
distribuidos no reino vegetal. J& foram descobertos mais de 9.000 flavonoides isolados de
produtos naturais. Estdo presentes em todas as plantas, desde 0s musgos até as angiospermas;
e atuam na protecdo contra a radiacdo UV, coloracao das flores, na interacdo entre espécies e
na defesa contra patdgenos e herbivoros. (Martens e Mithofer, 2005).

As principais classes de flavonoides séo: flavonais, flavonas, flavanonas, flavanonois,
flavolignanas, flavanois, isoflavonoides, antocianidinas, leucocianidinas, proantocianidinas,
neoflavonoides e chalconas. Como bioatividades, os flavonoides apresentam atividades
antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatéria e protetora do sistema cardiovascular. Além
disso, algumas pesquisas mostraram que os flavonoides podem apresentar atividade
antitumoral, principalmente no cancer de colon e de mama, por induzir a apoptose e reduzir a
angiogénese (Sun et al., 2016).

Alguns estudos mostraram o papel dos flavonoides no combate a inflamacdo. Os
flavonoides podem inibir o complexo enzimatico cicloxigenase (COX), que estimula as dores.
Acredita-se que este complexo possa estar relacionado com a esquizofrenia e alguns tipos de
cancer, como o de mama. No entanto, deve-se ter cuidado, pois alguns farmacos e flavonoides
usados para o combate a infeccdes também pode estar relacionado a doencas cardiacas e
derrames (Revankar et al., 2017). No entanto, Blunder et al. (2017) discordam desta
informacdo. Eles afirmam que os flavonoides diminuem o risco de doencas coronarianas,
podendo ajudar no tratamento da diabetes tipo dois, e podem estar atrelados a uma melhor
cognicdo em pacientes de idade avancada.

Os flavonoides também podem inibir outros mediadores de inflamacéo e eliminar do
organismo espécies reativas de oxigénio. Também esta relacionada ao combate a alguns tipos
de céancer, apresentando atividade antitumoral, possuindo propriedades diuréticas, anti-
hemorragica e acdo sobre a musculatura lisa (Blunder et al., 2017).

Com relacdo a identificacdo de flavonoides, Blunder et al. (2017) relatam que a
espectrometria de massas muitas vezes nao consegue identificar compostos desta classe
porque sofrem isomerizagdo muito rapidamente. Assim, eles sugerem o uso do HPLC-MS
mais a ressonancia magnética nuclear. Métodos de identificacdo de flavonoides e outros

compostos secundarios sdo importantes para a industria, principalmente no controle de
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gualidade. Muitos alimentos, tanto de origem natural como industrializados ou n&o,
apresentam flavonoides na sua composicao.

Como exemplo de bioprospeccdo, Sun et al. (2016) isolaram os flavonoides de caules
e raizes de Daphne giraldii Nitsche (Thymelaeaceae) e identificaram estes compostos por
espectrometria de massas por infravermelho e ressonancia magnética nuclear. Os flavonoides

apresentaram atividade citotdxica e baixa toxicidade (CLso variando de 4.26 até 20.82 uM).

2.3.1.1 Flavonas

As flavonas sdo outra classe de flavonoides de grande importancia (Figura 2). Segundo
Singh et al. (2014), as seguintes atividades bioldgicas sdo relatadas para as flavonas: anti-
inflamatdria, anti-estrogénica, antimicrobiana, antialérgica, antioxidante, antitumoral e
citotoxica. A maioria dos estudos sobre estes compostos aborda a relacdo entre as flavonas e
doencas relacionadas ao estresse oxidativo, como a aterosclerose, diabetes, cancro, doenga de
Alzheimer, etc. Flavonas de origem natural, como a naringenina, podem ser encontradas em

alimentos sem nenhum efeito colateral sobre a salide da populacgéo.
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O

Figura 2. Flavona. Fonte: Autor.

2.3.1.2 Isoflavonoides

Os isoflavonoides sdo também conhecidos como fitoestrégenos. Varios alimentos
contém isoflavonoides, como a soja; assim, estes metabdlitos sdo facilmente absorvidos pelo
organismo humano. Os isoflavonoides sé@o usados em formulagcbes de cosméticos e na
industria de alimentos, como um antioxidante e suplemento alimentar (Nemitz et al, 2016).

Alguns isoflavonoides sdo considerados xenoestrogenos e podem ou ndo interferir na
fertilidade humana porque alguns estudos relataram que estes compostos prejudicam a

eficiéncia de reproducdo e este efeito € estudado desde a década de 50 do século passado.
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Estes xenoestrogenos podem ser encontrados na soja, que vem ganhando espacgo na casa das
pessoas desde 0s anos 1940; no entanto, isso vem mudando com novos métodos de
processamento da soja, uso do melhoramento genético e o aprendizado de novos meios de

preparacdo de pratos com esta leguminosa (Fernandez-Lopez et al, 2016).
2.3.1.3 Quinonas

As quinonas sao muito importantes para a medicina, pois sdo usadas para o tratamento
de parasitoses e tumores. Geralmente, entra na composicdo de quimioterapicos para o
tratamento de céncer. Porém, no ambiente, elas podem ser um poluente extremamente tdxico,
pois sdo formadas por foto-oxidacdo de 4acidos aromaéticos policiclicos originados de
hidrocarbonetos ou emitidos pela combustdo de combustiveis fosseis, ricos em
hidrocarbonetos arométicos (Sousa et al., 2015) (Figura 3).

As quinonas isoprenoides, ao contrario das demais quinonas, fazem parte das
membranas plasmaticas de quase todos os seres vivos e sua funcdo esta relacionada ao

transporte de elétrons em complexos proteicos na membrana (Nowicka e Kruk, 2010).
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Figura 3. Exemplos de quinonas. Fonte: Autor.

2.3.1.4 Antocianinas

As antocianinas sdo conhecidas como pigmentos naturais bastante difundidos entre as

plantas, apresentando uma grande diversidade de cores, em praticamente todos 0s espectros
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visiveis, desde laranja até o vermelho, com matiz roxo e azul. Foi desafiador para a
comunidade cientifica isolar estes compostos, elucidar suas cadeias, detectar suas
propriedades biologicas e fisico-quimicas e estudar sua biossintese. Agora, seus beneficios
para a salde e sua utilizacdo pela inddstria quimica, farmacologica, de cosméticos e de
alimentos estdo sendo revelados (Fernandes et al., 2014).

As antocianinas sdo compostos fendlicos que se originam de derivados oxigenados
cation 2-fenilbenzopirilico (flavilium), que contém dois anéis benzoilicos (A e B) separados
por um anel heterociclico de seis membros que contém oxigénio. Nos Gltimos 30 anos foram
descobertas mais de 30 antocianinas, porém elas se subclassificam em seis apenas:
cianindinas, delfinidinas, malvidinas, pelargonidinas, peonidinas e petunidinas. As
antocianinas podem ser encontradas nos vactolos das células de quase todas as partes
vegetais e em quase todas as plantas, além de ser encontradas em alguns protistas
fotossintetizantes (Zhao et al., 2017).

As antocianinas, juntamente com o0s taninos, sao responsaveis pela cor e odor do vinho
tinto. O teor de antocianinas no suco de uva a ser fermentado pode demonstrar a qualidade do
vinho, bem como o seu sabor, podendo ser usado como indicador de qualidade para a
inddstria de vinhos, porque os taninos e antocianinas sdo liberadas na maceracdo das uvas
(Ortin et al., 2016).

As antocianinas podem estar ligadas a monossacarideos ou a dissacarideos, geralmente
glicose, galactose, arabinose ou galactose. Podem estar presentes na planta toda,
principalmente em frutos e flores. Nos frutos, geralmente as antocianinas séo glicosiladas. No
entanto, sdo moléculas bastante reativas e sensiveis a degradacdo ou a reacOes diversas.
Fatores fisico quimicos, como a presenca de oxigénio, temperatura, luz e enzimas podem
afetar a quimica das antocianinas, bem como a sua estabilidade e cor. Podem ser degradadas
através de varios processos durante a sua extracdo, processamento e armazenamento de
alimentos (Fernandes et al, 2014).

As antocianinas fazem parte da dieta humana e podem ser encontrados em Vvarios
alimentos como alguns cereais, raizes e frutos vermelhos como cerejas, morangos, ameixas,
amoras, framboesas, uvas e groselhas. Ainda sdo encontradas principalmente na pele, mas
também podem aparecer na carne. Normalmente, a quantidade de antocianinas aumenta
durante o amadurecimento e pode atingir até 2-4 g/kg de peso fresco em groselhas, enquanto
que no vinho tinto, pode alcancar 200 a 350 mg (Fernandes et al., 2014) (Figura 4).

Outras aplicacbes das antocianinas s8o medicinais e cosméticas. As antocianinas

apresentam atividades anti-inflamatdria, antioxidante, antimicrobiana, antitumoral, citotdxica
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e vasodilatador (Zhao et al., 2017). As antocianinas também apresentam atividade protetora
contra a isquemia. Outros beneficios das antocianinas sdo relacionados a doencgas do coracao
e degenerativos, desordens e cancro. As antocianinas isoladas de frutas vermelhas apresentam

atividade antioxidante 27 vezes maior (Arend et al., 2017).
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Figura 4. Estrutura quimica bésica de antocianinas. Fonte: Autor.
2.3.1.5 Cumarinas

As cumarinas sdo outra classe de compostos fendlicos derivadas do acido p-cumarico
e da 1,2-benzopirona (Souza et al., 2016) (Figura 5). Revanka et al. (2017) relatam que as
cumarinas sao derivadas da 2-benzopirona e que sdo uma importante classe de compostos
fenolicos oxigenados com heterociclos e encontrados de forma ampla na natureza e
empregados como remédio derivados de plantas herbaceas desde o inicio da antiguidade e
mais de 1300 cumarinas foram descritas até hoje.

O primeiro relato de isolamento de cumarinas ocorreu em 1820, quando Vogel isolou
cumarinas de sementes de cumaru. A partir de Vogel, outros estudos também isolaram
cumarinas. Por exemplo: em 1902, Tilden e Burrows isolaram precursores de citropeno,
também conhecido como 5,7- dimetoxicumarina, presente em Gleos essenciais de Citrus.

As cumarinas apresentam um amplo espectro de atividades bioldgicas, tais como:
antimicrobiana, antiviral, antiparasitaria, antitumoral, anti-inflamatorios, anti-hiperlipidémico
e anticolinesterase.  Alguns  farmacos como  varfarina,  acenocumarol e
fenilpropilidroxicumarina sdo derivados de cumarinas sintetizadas (Souza et al., 2016).

A atividade antitumoral das cumarinas é relatada por Bisi et al. (2017). Em sua reviséo,
eles relatam que as cumarinas inibem e combatem alguns tipos de tumor. A 7-hidroxicumarina
inibe a acdo de glicoproteinas importantes para a proliferacdo celular, mas podem alterar o
transporte ativo e as membranas de células tumorais. Outras bioatividades das cumarinas sdo

atividade anti HIV, antioxidante, inibidores de acetilcolina e DNA girase (Revanka et al.,
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2017).
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Figura 5. Cumarina (= 1,2 benzopirona). Fonte: Autor
2.4 TERPENOS

Os terpenos sdo um grupo bastante diverso de metabdlitos secundarios. Sdo 0s
principais constituintes dos 6leos essenciais de varias plantas com bioatividades. Foram
identificados mais de 25.000 terpenos, sendo o grupo de compostos secundarios com maior
quantidade de moléculas identificadas. Estudos tem sugerido que os terpenos proporcionam as
plantas uma vantagem evolutiva, com 0s seus odores e sabores caracteristicos, enquanto
outros terpenos sdo impalataveis e pungentes o suficiente para repelir insetos e herbivoros; e
outros atraem predadores do herbivoro (Oz et al., 2015).

Os terpenos atacam fungos parasitas, ajudam a planta a atrair abelhas para a
polinizacdo e para levar polen da planta para outras plantas. As plantas sintetizam
combinagbes de terpenos, proporcionando-lhes o seu cheiro Unico, ativando receptores
olfativos dos polinizadores ou gerando sabor por ativagdo (Oz et al., 2015).

Os terpenos na verdade sdo hidrocarbonetos saturados, na maior parte. Por isso
apresenta propriedades apolares e geralmente é extraido por hidrodestilacdo. Os terpenos sao
formados por unidades de isopreno, também conhecido por 2-metil - 1,4-butadieno (CsHg)
(Figura 6). A classificagdo dos terpenos segue essa conformagdo. As subclasses de terpenos
sd0: monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos e tetraterpenos; onde difere na
guantidade de unidades de isopreno; ou seja, com duas, trés, quatro, seis, e oito unidades do
isopreno, respectivamente (Oz et al., 2015).

Os Gleos essenciais sao formados pelo mono, sesqui, di e triterpenos. Geralmente os
tetraterpenos formam resinas e latex. As propriedades bactericidas, antivirais, fungicidas,
antiparasitarias, inseticidas, efeitos medicinais e propriedades sensoriais dos 6leos essenciais e
mais precisamente, dos terpenos é conhecida desde a idade média. Outras propriedades como:
anticancerigena, antiespasmodica, anti-hiperglicémica, antialérgica, anti-inflamatoria,
imunomoduladora e organolépticas tornam o0s Oleos essenciais e terpenos moléculas
interessantes e desejaveis para as industrias farmacéutica, sanitaria, cosmética e alimentar

(Schewe et al., 2011). Os efeitos medicinais dos 6leos essenciais e sua utilizacdo para a
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promoc¢do da saude bem-estar e relaxamento mental tém sido visados durante séculos. Os
6leos essenciais sdo utilizados para fins terapéuticos e culindrios como agentes aromatizantes
ou conservantes de alimentos.

O esqueleto terpénico é aciclico ou contém estruturas mono-, bi-, tri-, tetra- ou
pentaciclicas. No entanto, alguns termos referentes a terpenos podem causar confuséo na hora
de nomear a cadeia. Por exemplo: para diferenciar triterpenos de triterpenoides sao
frequentemente utilizados para descrever o mesmo terpeno com 3 unidades de isopreno (Cso),
no entanto diferenciar as duas expressdes é necessaria. Como o triterpeno é um termo coletivo
usado para terpenos de ocorréncia natural, a expressdo triterpenoides também abrange
compostos naturais degradados como, por exemplo, iononas; bem como substancias naturais e
derivados, tais como: alcoois terpénicos, aldeidos, cetonas, acidos carboxilicos, ésteres,
epoxis e produtos de hidrogenacdo. Como os triterpenos se apresentam com estruturas
complexas de compostos terpenoides, sdo geralmente referidos por seus nomes triviais em vez
da nomenclatura oficial da IUPAC (Mufller et al., 2011).

Atualmente, os terpenos usados como remédio tém sido sintetizados. A sintese
organica de compostos secundarios tem sido intensificada nos Gltimos anos devido ao perigo
de extincdo de espécies, dificuldades em isolamento (geralmente atrelada a misturas de
diterpenos e até mesmo a presenca de misturas racémicas de um mesmo diterpeno numa
mesma planta); baixa abundancia na natureza e falta de cultivo padronizado de plantas com
fins medicinais e auséncia de domesticacdo de espécies vegetais selvagens (Zerbe e
Bohlmann, 2015).

No entanto, Zerbe e Bohlmann (2015) apontaram o desenvolvimento de sistemas de
producdo alternativos de diterpenos, como a sintese total ou a semi-sintese. O ingenol,
exemplo citado pelos pesquisadores em sua revisao, € precursor do quimioterapico ingenol
mebutato; e culturas de células vegetais para a producdo de taxol (metabdlito secundario
naturalmente extraido de plantas da familia Taxaceae, divisdo Pinophyta, superdivisdo
Spermatophyta). Porém, essas duas técnicas nem sempre sdo aplicaveis para todos o0s
diterpenos. Outros caminhos, ndo somente para 0s terpenos, mas para todos 0s compostos
secundarios de plantas, é o sequenciamento genético de plantas que produzem determinados
tipos de metabdlitos, a biossintese a partir do uso da engenharia genética e gendmica, a
bioinformaética atrelada a engenharia metabdlica de microrganismos.

Os 06leos essenciais sdo uma importante ferramenta para o controle de pragas. Umas
das formas de repeléncia sdo os compostos volateis de plantas envolvidas em interagdes entre

plantas e pragas naturais. Estudos tem demonstrado que muitos insetos herbivoros usam
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compostos secundarios volateis de plantas para localizar plantas hospedeiras na postura de
ovos. Logo, muitas dessas substancias foram usadas para confundir os insetos durante a
localizagdo da planta hospedeira (efeito dissuasor), captura-los (efeito atrativo) ou afetar
negativamente seu desenvolvimento (efeito alelopatico ou toxico). No entanto, deve-se ter
cuidado na isomeria dptica: os enantiomeros da mesma droga podem ter efeitos diferentes em
insetos, dependendo da espécie. Por exemplo, (+) limoneno e pineno impedem a oviposi¢do
de alguns insetos, enquanto que o (-) limoneno e pineno a estimulam (Panzavolta et al., 2015).

A Dioatividade estudada dos Oleos essenciais tem sido mais bem visto nos
monoterpenos (Oz et al., 2015). Victorio et al. (2009) informaram que 0s 6leos essenciais
apresentam importante atividade antimicrobiana. Oleos essenciais também apresentam
beneficios também para a formulacao de antibioticos e farmacos de uso veterinario (Castro et
al., 2016).

Os métodos de extracdo de Oleos essenciais sdo a hidrodestilagdo, métodos
cromatograficos, fluido supercritico e prensagem. Porém tais técnicas precisam de muitas
guantidades de material botanico de boa qualidade e nem sempre isso é possivel. Outro
problema é que a concentracdo destes compostos em plantas varia de acordo com a
sazonalidade, a temperatura, ou fatores externos, como a herbivoria. Assim, Schewe et al.
(2011) citam como solucdo a este problema a sintese organica e técnicas empregadas de
engenharia genética, como a programacao de bactérias para a bioconversdo catalitica.

Com relacdo as técnicas de identificacdo de terpenos em o6leos essenciais, a técnica
mais empregada é a cromatografia gasosa acoplada ao espectrébmetro de massas. Porém,
segundo Brochini et al. (1999), essa técnica muitas vezes ndo detecta e ndo identifica com
precisdo porque a técnica pede bancos de dados que contenham os valores de tempo de
retencdo necessarios para confrontar com os dados obtidos nas corridas. As vezes esses dados
ndo estdo disponiveis ou nao existem.

Por exemplo, o0s sesquiterpenos ndo sdo identificados com eficiéncia por
cromatografia gasosa acoplada a espectrdmetro de massas (CG-EM) porque na analise as
substancias rearranjam facilmente e formam fragmentos com m/z (razdo massa carga) iguais.
O que difere neste caso séo as intensidades dos picos, quando ndo coeluem. Outro problema
relatado pelos autores € que existe muita variacao entre os espectros obtidos em instrumentos
diferentes, tornando complicada a interpretacdo dos dados. Portanto, eles recomendam que
facam uma cromatografia gasosa acoplada a ressonancia magnética nuclear de 13¢C ainda que
exista alguns fatores limitantes, como por exemplo, poucos dados de NMR na literatura sobre

sesquiterpenos.
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Como veremos 0s demais terpenos apresentam uma ampla gama de bioatividades e
uma composi¢do quimica diversa e importante para a farmacologia e também para os estudos

de polinizacdo e de interacdo planta-animal.
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Figura 6. Isopreno. Fonte: Autor.

2.3.1 Monoterpenos

Os monoterpenos sdo um dos constituintes dos 6leos essenciais. Sdo formados por
uma unidade de isopreno (Cs-Cyo) (Figura 7). Os monoterpenos tém sido utilizados na
medicina ha séculos, e mais recentemente, no processamento de alimentos, fragrancias de
perfumes e drogas medicinais. Devido a altas taxas de emissdo e reatividade, 0s
monoterpenos influenciam em processos quimicos da atmosfera mais baixa e participam
fortemente na oxidacdo, bem como na formacdo de componentes secundarios de aerossois
organicos (Stejfa et al., 2014).

Como principal bioatividade, os monoterpenos apresentam potencial anti-inflamatorio
e analgésico (Souza et al., 2014). Os monoterpenos também apresentam baixa toxicidade para
mamiferos, sdo biodegradaveis e altamente seguros (Zhang et al., 2016). Quarenta
monoterpenos foram aplicados por fumigacdo em populacdes de Drosphila meganolaster
(Familia Diptera). Foram ativos contra D. meganolaster o terpinoleno, 3-careno, eugenol,
timol, carvacrol, isoeugenol, citral, (x) -citronelal, cuminaldeido, (-) - verbenona, e (+) —
pulegona; sendo mais toxicos o (x) -citronelal e (+) - pulegona (aldeidos e cetonas), com Clsg
variando de 0,015 e 0,002 pl/l, respectivamente. Monoterpenos oxigenados apresentaram

maiores toxicidades do que monoterpenos hidrocarbonados.
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Figura 7. Exemplos de monoterpenos. Fonte: Autor.

2.4.2 Sesquiterpenos

Os sesquiterpenos sdo formados por trés unidades de isopreno (C;s). Apresentam uma
grande diversidade de formas de suas cadeias carbOnicas, mas a maioria sdo ciclicas. Sao
subdivididos em alguns grupos, onde quatro desses sdo encontrados em Cinnamosma
fragrans (Familia Canellaceae): os drimanos, lactonas sesquiterpénicas, lactamicos e
coloratanos (Quéro et al., 2016).

Os sesquiterpenos drimanos tem esse nome porque foi inicialmente descoberto em
materiais vegetais de Drimys winterri (Familia Canellaceae). O cinamodial, primeiro
sesquiterpeno drimano a ser isolado, foi descoberto pela primeira vez em 1967. Os drimanos
sdo abundantes em plantas da familia Canellaceae e apresentam um sabor picante (Quéro et
al., 2016).

As lactonas sesquiterpénicas sdo derivadas de sesquiterpenos que sofreram oxidacdo
no radical metil do grupo isopropil para o grupo lactona. Sdo usadas na medicina para o
tratamento do cancro e de doengas cardiovasculares e apresentam importantes atividades
bioldgicas. Ja& os sesquiterpenos lactdmicos sdo dificeis e raros de se encontrar na natureza e

ainda é tema de debate entre pesquisadores pois a presenca de um atomo de nitrogénio no anel
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heterociclico é muitas vezes usada para classificar estes compostos no grupo dos alcaloides e
ndo em terpenos.

Os sesquiterpenos coloratanos sdo semelhantes aos drimanos, porém o que diferem
entre si € um dos grupos metil na posicdo 4 deslocado para a posi¢do 3 enquanto deixa um
grupo metil fora do anel alifatico. Todos esses sesquiterpenos apresentam atividade inibitoria
de alfa glucosidase e pode ser uma chave para o tratamento da diabetes tipo dois. Também
apresentaram toxicidade frente ao adenocarcinoma humano e a Leishmania major (Quéro et
al., 2016) (Figura 7).

Figura 8. Sesquiterpenos Coloratanos. Fonte: Quer6 et al (2016).

2.4.3 Diterpenos

Os diterpenos séo formados por quatro unidades de isopreno (Cy). Alguns diterpenos
e seus derivados tem funcdo primaria, principalmente como precursor de fitohorménios, como
as giberelinas; e precursores de cadeias de moléculas essenciais para a respiragdo e
fotossintese, como os diterpenos precursores de cadeias fitol da clorofila, ocorrendo em todo

0 reino vegetal (Zerbe e Bohlmann, 2015).
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No geral, os diterpenos e seus derivados apresentam fungdes secundarias, variando
suas moléculas de planta a planta. Cada planta produz um ou determinados diterpenos.
Portanto, os diterpenos também sdo estudados em nivel de taxonomia vegetal e ajuda na
identificacdo taxondmica de plantas. Sua biossintese ou acumulo de diterpenos
especializados podem ser limitados a tipos celulares especificos, tecidos, ou 6rgaos, podendo
ser regulamentados em resposta a perturbagfes ecoldgicas. Alguns diterpenos conferem
resisténcia e combate a pragas ou agentes patogénicos. Estudos arqueoldgicos tém apontado
evidéncias da apreciacdo humana de diterpenos e derivados de plantas desde o neolitico, com
a utilizacdo de ambar (resina amarela fossilizada, rica em terpenos) em cerimonias e
fragréncias e que hoje sdo usados na confecgdo de joias. Extratos vegetais e 6leos essenciais
contendo diterpenos sdo usados por diversas comunidades e populacdes no mundo como
incenso cerimonial, medicamentos tradicionais, fragrancias, sabores e biomateriais; e que cuja
aplicacBes destes metabolitos na sociedade geram um comércio que fatura varios bilhdes de
dolares anualmente (Zerbe e Bohlmann, 2015).

Os diterpenos apresentam bioatividades variadas. O acido carnosoico e o carnosol,
isolados do alecrim (Rosmarinus officinalis L.), por exemplo, sdo usados como antioxidantes
naturais e aplicados na industria de processamento de alimentos para preservar carne bovina,
suina e de aves (Petiwala e Johnson, 2015). Alguns estudos tém apontado que estes
metabolitos do alecrim possuem propriedades protetores contra toxinas ambientais em
modelos animais experimentais de hepatotoxicidade, protecdo contra danos causados pela
radiacdo gama em camundongos e sua dose letal média em extratos de alecrim (DLsg) €
desconhecida, mas pode ser razoavelmente superior a 2000 mg/kg. Assim, em 2008, o Painel
da Autoridade Europeia para a alimentacdo aprovou o uso do carnosol e do acido carnoséico
como antioxidante e conservante em alimentos (Petiwala e Johnson, 2015).

O rosmanol, também isolado do alecrim, mas sendo um diterpeno com um fenol,
possui atividade anti-inflamatdria, antioxidante e antitumoral. O &cido carnosdico é altamente
antitumoral e citotoxico, assim como o carnosol (Petiwala e Johnson,2015).

Existe também os diterpenos clerodanicos, identificados em diferentes partes vegetais
de Casearia sylvestris Swartz (familia Salicaceae) e em plantas da familia. Carvalho et al.
(2009) isolaram estes diterpenos por cromatografia em camada delgada (CCD) e suas
estruturas foram identificadas por NMR (Ressonancia magneética nuclear) e CLAE
(Cromatografia liquida de alta eficiéncia). Foi encontrada em toda a planta, em maior
concentracdo nas folhas o rel-19S-acetoxi- 18R- butanoiloxi-18,19- epdxi -6S -hidroxi -2R-
(2-metilbutanoiloxi) -5S,8R, 9R, 10S -cleroda-3,13(16),14-trieno. A espécie & usada na
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medicina popular no Brasil para o tratamento de o tratamento de Ulceras, gastrites, picadas de
cobras, cicatrizante tdpico e antitérmico. Na literatura, a espécie apresenta atividades anti-
inflamatdria, anti-ulcerogénica, cicatrizante, citotoxica em linhagens de células tumorais,

antiofidica, tripanossomicida e apresenta baixa toxicidade.

2.4.3.1 Cembranos

Os diterpenos cembranos foram um grupo descoberto em 1962, onde dois grupos de
pesquisa estudavam compostos secundarios isolados de espécies de pinheiro. Outro grupo
estudava a isomeria de didis de metabolitos isolados de Nicotiana tabacum. Todos 0s grupos
isolaram diterpenos até ali ainda ndo descobertos. Estes compostos eram derivados do
hidrocarboneto hipotético duvano (Marshal, 1992). Os diterpenos cembranos podem ser
encontrados em plantas de tabaco, em corais moles (Marshal, 1992) e em plantas do género
Cleome e Tarenaya (Collins et al., 2004).

Os diterpenos cembranos apresentam como atividades biologicas: antiviral,
antimicrobiana, antiprotozoaria, neoplasica contra tumores de leucemia, inibidor e citotdxica
(Marshal, 1992). Collins et al. (2004), relataram que diterpenos cembranos isolados de
Cleome apresentam atividade contra o virus da AIDS e antitumoral.

Hou et al. (2013), isolaram diterpenos cembranos dos extratos de éter de petrdleo de
Euphorbia pekinensis Rupr (Euphorbiaceae) e testaram em linhagens de células humanas
cancerosas pelo método do MTT. Os resultados indicaram atividade citotdxica significativa.
Eles analisaram os diterpenos isolados por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) e suas estruturas foram elucidadas a partir da espectrometria por polarizacdo Optica,
espectrometria por infravermelho e ressonancia magnética nuclear. Foi identificado um novo
cembrano: o L-(1S) -15-hidroxi-18-carboxicembrano.

Foram isolados dos corais do filo Cnidaria, ordem Alcyonacea: Sarcophyton sp.,
Lobophytum sarcophytoides e Asterospicularia laurae diterpenos cembranos que foram
nomeados, apds elucidacdo de suas cadeias: (4Z,85*,9R*,12E,14E) -9-hidroxi-1-(prop-1-en-
2-il) -8,12-dimetiloxabiciclo[9.3.2]-hexadeca-4,12,14-trien-18-ona e (1E,3E,7R*,8R*,11E) -
1-(2-metoxipropan-2-il)  -4,8,12-trimetiloxabiciclo[12.1.0]-pentadeca-1,3,11-trieno.  Estas
moléculas podem ativar genes supressores de tumor em céncer de rim, por atrapalhar a sintese
da proteina VHL, juntamente com outros 151 compostos secundarios ja conhecidos (Grkovic
etal., 2011).

Foram isolados diterpenos cembranos do coral Sarcophyton trocheliophorum Marenzeller.
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Estes diterpenos apresentaram atividade inibitéria sobre a tirosina humana in vitro; além de
inibir a Fosfatase 1B (PTP1B) em cobaias, molécula chave para o tratamento da diabetes tipo
dois (Liang et al., 2013).

Outros diterpenos podem apresentar bioatividades. E o caso dos diterpenos
dolabelhanos, isolados de corais marinhos 13-ceto-1(R),11(S) -dolabella-3(E),7(E),12(18) -
trieno e p-araneoseno, que possuem alta atividade antiviral e baixa atividade citotoxica
(Vargas et al, 2014).

2.4.4 Triterpenos

Os triterpenos sdo terpenos com seis unidades de isopreno (Csg). Foram descobertos e
isolados mais de 30.000 triterpenos. Os triterpenos podem estar isolados ou ligados a
glicosideos. A maioria triterpenos ligados a glicosideos foram isolados de organismos
marinhos, como corais e poriferos. Porém, Muffler et al. (2011) informam que os triterpenos
podem ser encontrados em todo o reino vegetal, principalmente nas angiospermas, em
balsamos e resinas. Como exemplo de isolamento, temos esqualeno, também encontrado no
6leo de figado de peixes.

Ainda sobre o triterpeno esqualeno, este composto produzido por meio de
condensacdo cabeca-cauda de duas unidades Ci;s de farnesil-difosfato (precursor dos
sesquiterpenos), por meio de enzimas chamadas de ciclases, pois elas fazem reacGes de
ciclizacdo. Outros exemplos de triterpenos séo: o oleano, o ursano, o lupano e o eufano
(Muffler et al., 2011). Segundo Muffler et al. (2011), os triterpenos apresentam como
bioatividades: anti-inflamatoria, hepatoprotetora, analgésica, antimicética, antiviral,
imunomoduladora, além de apresentar efeitos tbnicos. Ja os triterpenoides apresentam

atividade citostatica e hemolitica.

2.5 FAMILIA CLEOMACEAE

Brassicaceae e Cleomeceae faziam parte de uma unica familia, contudo divergiram ha 38
milhdes de anos atrds. Comparando com o maméo (Carica papaya), que também fazia parte
juntamente com as Brassicales num mesmo grupo, mas divergiram entre 178 a 100 milhdes de
anos atras. Brassicaceae e Cleomaceae tém caracteristicas que compartilham entre si, tais
como: espécies herbaceas, o mesmo plano floral geral (quatro sépalas, quatro pétalas, seis

estames e dois carpelos fundidos) e frutos principalmente deiscentes, referidas como céapsulas.
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No entanto, os dois grupos apresentam diferencas entre si, como: localizacdo geogréfica
(Cleomaceae vive nos trépicos e subtropicos, incluindo desertos; enquanto Brassicaeae €
encontrado em regibes temperadas); simetria floral (Cleomaceae tem flores principalmente
monocromaticas e Brassicaceae tém principalmente flores dissimétricas); Cleomaceae
também apresentam maior variagdo no base floral com aumentos no nimero de estames e
dimorfismos de pétalas enquanto que as Brassicaceae exibem maior diversidade na
morfologia da fruta, poliploidia e na deiscéncia (Cheng et al., 2013).

A familia Cleomaceae possui mais de 200 espécies descritas. Algumas espécies sdo usadas
como ornamental e medicinal (Leal,2008). Segundo o sistema APG IV (Byng et al., 2016), a
familia Cleomaceae se encontra dentro do Clado Eurosideas Il, ordem Brassicales, mas a
classificacdo da familia, ainda ha uma discussdo. Inicialmente plantas desta familia foram
classificadas na familia Capparidaceae e na ordem Capparales, por Cronquist em 1981
(Jordheim et al., 2009). Posteriomente foi incluida na ordem Brassicales, familia Capparaceae
(Machado et al., 2006), sendo reclassificada na familia Brassicaceae em 1991 por Dorr e
Wollemweber (Jordheim et al., 2009; Silva., 2012).

Lorenzi e Matos (2008) analisaram o sistema taxondmico APG Il, onde a familia foi
incluida em um grupo novo: familia Cleomaceae. Segundo a Flora do Brasil 2020 (Reflora,
2017), Cleome spinosa € um sindnimo de Tarenaya spinosa (Jacg.) Raf., juntamente com
Cleome pubescens Sims e Cleome pungens Willd, estando também de acordo com o The Plant
List (2013).

2.5.1 Género Cleome

Segundo a literatura, ja foram isolados compostos secundarios de vinte e nove
espécies do género Cleome; dentre as quais 12 apresentam atividades bioldgicas. Para Cleome
africana, Tsichritzis et al. (1993) isolaram triterpenos damaranos de extratos de acetato de
etila de partes aéreas da espécie. Nagaya et al. (1997), isolaram dezoito triterpenos damaranos
do extrato etandlico de folhas de C. africana por cromatografia em camada delgada e
HPLC/MS. Os compostos isolados citados a seguir apresentaram atividade citotoxica frente a
linhagem P3gg (Leucemia induzida em camundongos), mas ndo informam os dados de inibicéo
do MTT. Os compostos identificados foram: 7-a-hidroxi-cabralealactona, 3- O-acetil- 12-fl-
acetoxi- 17-e-hidroxi-cabralea-hidroxilactona, 17-o-hidroxi-cabraleahidroxi-lactona, 12-fla-

acetoxicleocarpona, 2-fla-acetoxi-cleocarpanol e 3-O-acetil-12-fla-hidroxicleocarpanol; 12-
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fla-acetoxi-A I'2-dehidrocabralealactona, os demais compostos séo isomeros destes (Figura 9).

Figura 9. Triterpenos Damaranos isolados de Cleome africana. Fonte: Nagaya et al, 1997.

Para Cleome arabica, foi relatado um estudo fitoquimico no qual informa o isolamento de
um triterpeno damarano, o 1-deacetilbraquicarpon-22(23) -eno, a partir de extrato de acetato

de etila de sementes da espécie (Figura 10) (Ladhari et al., 2014).

Figura 10. Estrutura do 1-deacetilbraquicarpon-22(23) —eno. Fonte: Ladhari et al (2014).

Para Cleome amblyocarpa, Harraz et al. (1995) isolaram de extratos etandlicos 85% de
partes aéreas da espécie dois triterpenos damaranos: cleocarpanol e cabraleahidroxi —lactona.
Ja Sharaf et al. (1992) isolaram de extratos etandlicos de folhas e caules e fracbes: 5,7,4'-
trihidroxi-3-metoxiflavona (isocaempferidea), 5,7,4'-trihidroxi-3,3'-dimetoxiflavona, 5,7,4'-
trihidroxi-6,3'-dimetoxiflavona (jaceosidina), 5,4'-dihidroxi-3,6,7-trimetoxiflavona
(penduletina), 5,7,3',4"-tetrahidroxi-3,6-dimetoxiflavona (axilarina), 5,7,4'-trihidroxi-6,3',5"-
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trimetoxiflavona, 5,4'-dihidroxi-3,6,7,3'-tetrametoxiflavona (crisoplenetina), 5,3'-dihidroxi-
3,6,7,4' 5'-pentameoxiflavona, 5,4"-dihidroxi-3,6,7,8,3'-pentametoxiflavona e 5-hidroxi-
3,6,7,3',4' 5'-hexametoxiflavona.

Para Cleome brachicarpa, Ahmad e Alvi (1986), isolaram e identificaram por
HPLC/MS, a partir da goma de partes aéreas da espécie, a braquicarpona. No mesmo ano eles
isolaram o trinortriterpeno braquicarpona, mas ndo informaram as partes usadas da espécie.
Em 1987, eles isolaram a deacetoxicarpona, um triterpendide, mas ndo informaram as partes
usadas da espécie. Pelo mesmo processo de caracterizacdo, Ahmad et al. (1990), isolaram um
composto batizado de cleocarpona (Figura 11), que também foi encontrado em outras plantas
do género. A cleocarpona foi isolada a partir do extrato etan6lico de partes aéreas da espécie.

Figura 11. Estrutura da Cleocarpona. Fonte: Ahmad et al (1990)

Sharaf et al. (1992), também isolaram 0s seguintes compostos de extratos etandlicos
de folhas de C. brachicarpa e suas respectivas fracOes: 5,7,4'-trihidroxi-3-metoxiflavona
(isocaempferidea), 5,7,4'-trihidroxi-3,3'-dimetoxiflavona, 5,7,4'-trihidroxi-6,3'-
dimetoxiflavona (jaceosidina), 5,4'-dihidroxi-3,6,7-trimetoxiflavona (penduletina), 5,7,3',4"-
tetrahidroxi-3,6-dimetoxiflavona (axilarina), 5,7,4'-trihidroxi-6,3',5"-trimetoxiflavona, 5,4'-
dihidroxi-3,6,7,3'-tetrametoxiflavona (crisoplenetina), 5,3'-dihidroxi-3,6,7,4',5'-
pentamedxiflavona, 5,4"-dihidroxi-3,6,7,8,3'-pentametoxiflavona e 5-hidroxi-3,6,7,3',4'5'-
hexametoxiflavona.

Em Cleome chelidonii, hd apenas um estudo de composi¢cdo quimica com o
isolamento dos glucosinolatos a partir de calos estabilizados da espécie (Songsak e
Longwood, 2004). Sharaf et al. (1992) isolaram extratos etanolicos de folhas desta espécie, e
suas respectivas fragGes: 5,7,4'-trihdrdéxi-3-metoxiflavona (isocaempferida), 5,7,4'-trihidroxi-

3,3-dimetoxiflavona, 5,7,4'-trihidroxi-6,3'-dimetoxiflavona (jaceosidina), 5,4'-dihidroxi-3,6,7-
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trimetoxiflavona (penduletina), 5,7,3',4"-tetrahidroxi-3,6-dimetoxiflavona (axilarina), 5,7,4'-
trihidroxi-6,3',5"-trimetoxiflavona, 5,4'-dihidroxi-3,6,7,3-tetrametoxiflavona (crisoplenetina),
5,3'-dihidroxi-3,6,7,4',5'-pentameoxiflavona, 5,4"-dihidroxi-3,6,7,8,3'-pentametoxiflavona e
5-hidroxi-3,6,7,3',4',5'-hexametoxiflavona.

Foram isolados de 6leos fixos da semente de Cleome dolichostyla os seguintes acidos
graxos: estedrico, linoleico, palmitico, oleico e linolénico (Ahmad et al., 1984).

Para Cleome droserifolia, Sharaf et al. (1992), isolaram de extratos etanolicos de
folnas e da espécie, e suas respectivas fracdes: 5,7,4'-trihdroxi-3-metoxiflavona
(isocaempferidea), 5,7,4'-trihidroxi-3,3'-dimetoxiflavona, 5,7,4'-trihidroxi-6,3'-
dimetoxiflavona (jaceosidina), 5,4'-dihidroxi-3,6,7-trimetoxiflavona (penduletina), 5,7,3',4"-
tetrahidroxi-3,6-dimetoxiflavona (axilharina), 5,7,4'-trihidroxi-6,3',5"-trimetoxiflavona, 5,4'-
dihidroxi-3,6,7,3'-tetrametoxiflavona (crisoplenetina), 5,3'-dihidroxi-3,6,7,4',5'-
pentamedxiflavona, 5,4"-dihidroxi-3,6,7,8,3'-pentametoxiflavona e 5-hidroxi-3,6,7,3',4'5'-
hexametoxiflavona.

Em sua revisdo de literatura, EI Shenawi, Soliman e Abdel-Nabi (2006), informam que
os extratos metandlicos de C. droserifolia apresentam flavonoides. Abdel-Kader et al. (2009)
isolaram o flavonoide bucariol, teucladiol, daucosterol (b-sitosterol glucosideo),5,3-dihidroxi-
3,6,7,4,5? pentametoxiflavona, 5-hidroxi-3,6,7,3,4,5-hexametoxoflavona, luteolina e um
diterpeno dolabelano (1R,2R,3E,7E,11R,12S)-2-O-acetil-16-O-(3-hidroxi-3-metilglutaril)-
dolabella- 3,7-dien-2,16,18-triol). Motaal, Ezzel e Edziri (2011) identificaram e isolaram 3
terpenos e 5 flavonoides gliosilados, corroborando com o estudo anterior. EI-Askary (2005),
isolou um novo triterpeno acetil lactona, a drosericarpona e também o buchariol de extratos

hexanicos de partes aéreas da espécie.

Figura 12. Bucariol e tecladiol. Fonte: EI Askary (2005).

Para Cleome gynandra, Das et al. (1999), isolaram e identificaram por HPLC/MS a
partir de extratos éter de petroleo de partes aéreas o composto (20S,24S) -epoxi-19,25-

dihidroxi-dammaran-ona hemicetal, ou o cleoginol. Gao et al. (2011), isolaram das folhas da
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espécie e de sementes a enzima polifenol oxidase e identificaram por CCD.

Para as seguintes espécies: Cleome gigantea L., C. graveolens (Raf.) Schults, C.
integrifolia Torr. Et Grayy, C. macricarpa Raf., C. ornithopodioides L, C. pilosa Benth., C.
specisissima Depie, C. trachsperma (Torr. Et Gray) Paz Et. K. Hoffm., C. monophla, C. rosea
Vahll., Kjaer (1963), isolou os seguintes glicosideos glucocaparina e glucocleomina.

Para Cleome icosandra, foi relatado apenas um estudo com relacdo a composicéo
quimica: Mahato et al. (1979), identificaram a partir de extrato de éter de petréleo de partes
aéreas da espécie o diterpeno cleomeolida, também identificado em outras plantas do género.

Para Cleome monophilla, os dleos essenciais da espécie foram analisados por CG/MS.
Foram identificados os seguintes terpenos: 1-a-terpeneol, pentacosano, (a + 3) -humuleno,
fitol e 2-dodecanona (Ndungu et al., 2005).

Para Cleome serrulata, Nozolillo et al. (2010), identificaram antocianinas, derivados
de cumarinas, acido cinamico e flavonoides glicosilados de néctar, pétalas e sépalas da
espécie, por HPLC.

Para Cleome rutidosperma, Ojiako et al. (2007), identificaram no 6leo das sementes as
sequintes classes de compostos: alcaloides, acucares reduzidos e pentoses (em maior
concentracdo), taninos, glicosideos cardiotbnicos, esteroides, flavonoides e saponinas (em
menor concentracéo).

O primeiro estudo fitoquimico com a Cleome viscosa (Kumar e Kjaer, 1962), utilizou
cromatografia em papel para isolar os glicosideos de treze espécies de Cleome (incluindo T.
spinosa e C. viscosa). As fases mdveis empregadas foram butanol-etanol-4gua destilada
(4:1:4) e butanol-piridina-agua (6:4:3). Os cromatogramas foram pulverizados em nitrato de
prata amoniacal (AgNO (2 g) + NH (g)) dissolvidos em 5 ml de metanol e aquecido a 120 °C
durante 3-5 minutos. Apo6s a pulverizacdo, os cromatogramas foram mergulhados em acido
nitrico 1N e lavados. Os glicosideos apareceram em manchas azul-violeta em fundo amarelo.
Os compostos foram recromatografados com compostos de referéncia. A analise mostrou que
ha a presenca de glucocaparina em C. viscosa e glucocleomina em T. spinosa.

Chahuan et al. (1979), isolaram a caempferida 3-glucoronida de extrato etanolico de
raizes secas de C. viscosa. Depois da extragdo, por exaustdo, os extratos foram mantidos a
zero grau durante dois dias e diluido em agua e extraido com solventes polares. A fragdo
metanolica foi separada e sofreu hidrdlise e separacdes analiticas, sendo separado 150 mg do
composto, que foi identificado por HPLC/MS-RMN.

Burkf et al. (1980), identificaram o diterpeno cembrano cleomeolida, a partir da goma

(extraida via percolagdo a frio, com benzeno e posterior rotaevaporagdo). A goma foi
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submetida a cromatografia em camada delgada com placa de alumina e foi submetida a
posterior eluicdo com benzeno-acetato de etila. As fracGes subsequentes foram cristalizadas
em metanol. Depois foi submetida a HPLC/MS-RMN.

Srivastava e Srivastava (1980) isolaram uma glicoflavanona: a 7-3’-4’-trihidroxi-5-
metoxi-flavanona, por HPLC/MS. Extratos etanolicos de partes aéreas da espécie foram
fracionados por cromatografia em coluna liquida usando solventes organicos de diferentes
polaridades. Em outro estudo no mesmo ano, eles isolaram o glicosideo: Estigmasta-5,2,4(28)
-dieno-3-p-O-a-L-ramnosida e saponinas de extrato etandlico de partes aéreas; também em
outro estudo eles isolaram glicoflavanonas, identificada por HPLC/MS.

Ray et al. (1985) analisou a presenca de cumarinas em sementes de Cleome viscosa.
Eles identificaram cleosmiscosinas A, B e C. Kumar et al. (1987), seguiram 0 mesmo
caminho que o autor anterior, agora para identificar as cleomiscosinas B e D.

Jente et al. (1990), isolaram a cleomeolida, diterpenos cembrano presente também em
T. spinosa. Paquette et al. (1993), descobriram que a cleomeolida apresenta isomeria dptica e
conseguiram ndo somente sintetizar, mas identificar os enantidmeros por RMN.

Tandom et al. (2010), desenvolveram um método para isolar a cleomiscosinas A, B e
C, cumarinas presentes na espécie. Eles desengorduraram sementes, depois as mesmas
sofreram extracdo por rotaevaporacdo e trituragdo com metanol. Depois foi isolado um
precipitado e este precipitado foi submetido ao fracionamento com acetato de etila, tolueno e
metanol e posterior cristalizacdo das cumarinas citadas.

Janas e Biwas (2011), isolaram o 4cido 2-amino-9-(4-oxoazetidin-2-il) -nonandico de
fracOes de exudatos das raizes da espécie. As fragdes foram separadas por CCDP 20x20
revestido com silica gel. A fase movel era composta de acetona-metanol (95:5). A substancia
foi identificada por meio de HPLC/MS/HRMN.

Kaul (2015), em sua revisao de literatura, relatou que C. viscosa apresenta os seguintes
compostos, citando os estudos ja relatados: cofatores, proteinas lipideos, célcio ferro, acido
ascorbico, glucocapparina, Glucocleomina caempferida, 3-glucoronida, cumarinoligndides,
cleomiscoisnas, 4&cido lactananodico, estigmasta-5,2,4(28)-dieno-3-4-O-A-L-ramnosida,
saponinas, eridoil-5-ramnosida, 3’-4’-dihidroxi-5-metidxi-flavanona, 7-0-A-1-
ramnopiranosida, ergast-5-en-0-3-O-A-1 ramnopiranosida, 5’-4’-D-glucopiranosida, acidos
graxos, taxicol, aminoacidos, diterpenos biciclicos e macrociclicos, fenois, esteroides,
alcaloides, flavonoides, cumarinas, terpenoides, taninos, anto e leucocianidinas.

Além dos estudos quimicos, a literatura relata diferentes atividades biolédgicas para o

género Cleome. Para C. amblyocarpa, por exemplo, Edziri et al (2013) avaliaram a atividade
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genotoxica in vitro dos extratos metandlicos de partes aéreas da espécie. No teste preliminar
aparentou ndo haver toxicidade, mas no teste de absorcdo no vermelho neutro, apresentou
uma inibicdo dos tumores testados.

Para C. arabica, Bouriche et al. (2005), constataram que os extratos de folhas da
espécie apresentam atividade anti-inflamatdria inibindo enzimas envolvidas no processo
inflamatorio. Djeridane et al. (2010), avaliaram a acdo antioxidante de extratos metandlicos da
espécie. Os resultados mostraram uma Clso de 13,15 mg mL™.

El-shenawy, Soliman e Abdel-N Abi (2006), avaliaram a acdo do extrato etanolico de
folhas de C. droserifolia em ratos infectados por Schistosoma mansoni. Eles avaliaram
também parametros hepaticos e verificaram que o extrato tem agdo hepatoprotetora. Os
extratos também foram capazes de diminuir a viabilidade dos ovos deste verme.

A acdo hepatoprotetora de Cleome droserifolia foi confirmada pelos estudos de
Abdel-Kader, Algasoumi e Al-Taweel (2009). Eles informaram que a espécie é encontrada na
Arédbia Saudita. Motaal, Ezzat e Haddad (2011) avaliaram a agdo antihiperglicémica de
extratos etandlicos de partes aéreas da espécie. A espécie € usada por Beduinos e povos do
Deserto do Saara e Sinai para o tratamento de diabetes. Os resultados mostraram que 0S
extratos e suas fragcdes diminuem os niveis de glicose no sangue das cobaias e também atuam
sobre a glicose.

Para C. gynandra, que é conhecida como The African Spider Flower, pois é
encontrada na Africa e no Sudeste Asiatico, Narendhirakannan et al. (2007) avaliaram a
atividade anti-inflamatdria dos extratos etandlicos de partes aéreas da espécie em artrites
induzidas em cobaias. Na dose de 150 mg/kg corporal durante 30 dias. Os resultados
mostraram que os extratos inibiram a acdo de enzimas lipossomais envolvidas diretamente no
processo inflamatdrio. Eles também testaram os extratos etanolicos de partes aéreas de C.
chelidonii nas mesmas concentracdes e obtiveram o mesmo.

Bala et al. (2010), avaliaram a atividade antitumoral de extratos metandlicos de C.
gynandra em carcinomas induzidos em ratos. Os extratos atuaram sobre os tumores,
diminuindo sua densidade e anulando a metastase. Sridhar et al. (2014) avaliaram a atividade
antimicrobiana dos extratos em dez microrganismos e duas leveduras. Os extratos foram
ativos em Staphylococus aureus e Candida albicans, com CMI de 0,039 mg/mL.

Ndebia, Sewani-Rusike e Sisulu (2014), avaliaram a atividade antioxidante dos
extratos etandlicos de C. gynandra (pelo método do DPPH) e a reducdo da glicemia em ratos
ndo diabéticos induzidos. Os resultados mostraram que houve atividades significativas, mas

n&o informaram em qual dose e concentracgéo.
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Os oOleos essenciais de C. hirta apresentaram atividade repelente e inseticida por
fumigacdo frente ao fitéfago Sitophilus zeamais (Ndungu, Chhabra e Lwande, 1999). Os
Oleos essenciais da espécie sdo compostos de Cedrol (2,3%), fitol (8,9), pulegona (8,7%), n-
octacosano (1,2%) e terpinen-4-ol (1,1%).

Os 6leos essenciais de C. monophilla também apresentaram atividade inseticida por
fumigacdo e repelente. Os constituintes quimicos dos 6leos essenciais sdo: 1-a-terpeneol
(10%), pentacosana (9%), (a + 3) -humuleno (8%), fitol (5%) e 2-dodecanona (4%) (Ndungu,
Chhabra e Lwande, 1999).

Mubhaidat et al. (2015), avaliaram a atividade antimicrobiana dos dleos essenciais de
C. droserifolia e C. trinervia. Os principais constituintes dos 6leos essenciais foram: (E)-
3,7,11-trimetil-1,6,10-decatrieno (11.8%), carotol (10,1%), oJ-cadineno (8,9%), S-eudesmol
(7,0%) e benzil isotiocianato (5,9%) (para C. droserifolia); 1,5-hexandien-3-ol (28.3%),
santeno (20,0%), 3-metil-2-metilenebutanitrila (14.9%) e 3,5-dimetil-1,2,4-tritiolano (7,0%),
sesquiterpenos (86,6%) e monoterpenos (31,1%) (para C. trinervia). Ambas as espécies
apresentaram alta atividade antimicrobiana, com CIM variando 150 a 550 pg/mL.

Bose et al. (2007) avaliaram os extratos metanolicos de partes aéreas de C.
rutidosperma nas atividades antipirética, anti-inflamatoria e analgésica, em indugdes em
cobaias. Os resultados mostraram que 0s extratos, bem como as suas fragdes apresentaram
tais atividades nas doses de 200 a 400 mg/kg de peso corporal.

Extratos metandlicos de partes aéreas de C. ramosissima reduziram significativamente
a glicemia e colesterois totais em cobaias, em valores de 40 a 90% (Ezzat et al., 2014).

C. rosea, espécie com inflorescéncia de cor rosa, € encontrada no Brasil
principalmente em ambientes de restinga. Para esta espécie, Simdes et al. (2006) avaliaram a
atividade citotdxica, pelo método do sal de tetrazolium (MTT) e antioxidante pelo método do
cloreto de estanho (SNCI,), de extratos metanolicos de partes aéreas da espécie obtendo
bioatividade significativa.

Em outro estudo, avaliaram a atividade antiviral de extratos metandlicos de C. rosea
frente a cepas de herpes simples. Os extratos inibiram a capacidade de o virus penetrar na
membrana celular em valores de 68 a 90%. Em 2011, eles realizaram um estudo de
micropropagacao, utilizando antocianinas isoladas de partes aéreas da espécie como meio de
cultura.

Para Cleome viscosa, Devi, Boominathan e Mondal (2002) avaliaram a ac¢do dos
extratos metandlicos de todas as partes vegetais sobre a diarreia induzida em camundongos.

Os extratos reduziram a motilidade gastrointestinal e inibiram a diarreia. Segundo eles, a



38

espécie é usada na medicina tradicional indiana e bengali para febres (suco da planta diluido
com &gua e administrado oralmente em pequena quantidade), verminoses (sementes),
cicatrizacao de feridas e ulceras, sob a forma de emplastro (folhas). Na medicina Ayuverdica,
a espécie é usada para febre, inflamac6es, doencas do figado, bronquite, convulsdes infantis e
diarreia. Em outro estudo, mas no ano seguinte, eles avaliaram a atividade antipirética dos
extratos metandlicos de todas as partes da planta. Os extratos reduziram a temperatura
corporal das cobaias nas seguintes doses: 200 a 400 mg/kg de peso corporal; os efeitos s6
foram constatados 5 h depois da administracdo. Comparando-se com o paracetamol (150
mg/kg corporal), os extratos demonstraram uma relagao dose-dependente.

Willians et al. (2003) avaliaram a atividade antimicrobiana, inseticida por contato,
nematicida e antifungica das folhas e caules de C. viscosa. Eles analisaram micrografias das
folhas e verificaram que as mesmas apresentam tricomas na sua superficie, rica em secrecéo.
Os extratos apresentaram as seguintes concentragdes inibitorias minimas (CMI): 5.0 pg/spot e
1.0 pg/spot, respectivamente, frente as bactérias: Bacillus subtilis (Gram-positiva) e
Pseudomonas fluorescens (Gram-negativa). Ndo houve atividade antifingica, mas apresentou
atividade inseticida por contato frente ao fitofago Cylas formicarius elegantulus, um
coledptera, comparando-se com piretroides. Houve também alta atividade nematicida frente
ao verme Meloidogyne incognita, com porcentagem de Abott 72,609.

Os resultados da atividade antifungica testada pelos autores anteriores divergem dos
estudos de Sudakar et al. (2006). Os extratos metandlicos de folhas de C. viscosa
apresentaram inibicdo moderada frente a Aspergilus niger, Candida albicans e Rhizopus
oligosporus. No entanto, Bose et al. (2011) verificaram que o0s extratos metanolicos
apresentaram atividade antimicrobiana frente aos seguintes microrganismos: Staphylococcus
saprophyticus, Shigella sonnie, Salmonella typhi, Vibrio cholera, Streptococcus epidermidis,
Shigella flexneri e Staphylococcus aureus com halos de inibicdo variando de 10,76 a 16,34
mm.

Bose et al. (2011), ainda verificaram a toxicidade dos extratos de C. viscosa frente a
Artemia salina, com CLsg de 28,18 pg/mL e CLgy de 112 pg/mL. Também verificaram a acédo
antinociceptiva dos mesmos em ferimentos orais induzidos em cobaias induzido por acido
acetico, com doses de 250 e 500 mg/kg de peso corporal (p < 0 .001), comparando-se 0s
valores com o diclofenaco sodico, droga padréo, que apresenta valor até 25 mg/kg de peso
corporal (p <0.001).

Gupta e Dixit (2009), em um ensaio de toxicidade aguda de extratos etanolicos de

partes aéreas de C. viscosa verificaram que a espécie ndo somente € atoxica, como apresentou
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atividade hepatoprotetora.

Sakthivadivel et al. (2014) avaliaram a atividade larvicida dos extratos cloroférmico,
acetato de etila, éter de petroleo, acetdnico e aquoso de partes aéreas de C. viscosa frente a
larvas L3 do mosquito Culex quinquefasciatus. Com os valores de Clsy 52,62 e 43,16 mg/L,
respectivamente, para extratos de éter de petrdleo; e 328,64 e 280,58; 493,44 e 298,76; 509,27
e 434,40 mg/L apos 24 e 48 h respectivamente, para 0os demais extratos, a espécie apresentou
boa atividade larvicida significativa. Segundo Sarooup e Kaul (2015), C. viscosa apresenta as
sequintes atividades bioldgicas: anti-helmintica, analgesica, antipirética, antidiarreica,

hepatoprotetora, antimicrobiana, antifungica, inseticida, nematicida e alelopética.

2.5.2 Género Tarenaya

O género Tarenaya difere de Cleome nas seguintes caracteristicas: tamanho da planta,
pubescéncia, cor da flor e textura da casca de sementes. No entanto, a presenca tipica de
aculeos, bracteas e as caracteristicas dos discos e das sementes unem suas espécies. Em
Tarenaya, 0s discos sdo obsoletos ou disformes, se cdnicos, sdo quase sempre pouco
desenvolvidos. A fenda da semente madura é coberta na sua maior parte por uma membrana
fina e fraqil, ligeiramente encolhida; a cavidade fissurada entre as duas garras é esférica,
obovoide ou oblonga. O género também tem como caracteristicas: pétalas unilaterais e eretas
na flor aberta e com pele estreita. O nUmero de cromossomos varia entre n = 20 a n = 40.
Quanto a distribuicdo geogréfica, este género pode ser encontrado em planicies e montanhas
da America do Norte e do Sul, e no Oeste da india (lltis e Cochrane, 2017).

Tarenaya, assim como o género Cleome, na verdade, estdo mais intimamente ligados a
um braco irmao para a familia Brassicaceae, do que para a familia Cleomaceae, embora sejam
classificados nessa familia. Ambos estdo dentro subgénero Neocleome (Bhide et al., 2014).

Segundo lltis e Cochrane (2007), T. spinosa e T. hassleriana sdo as espécies mais
conhecidas. Outras espécies sdo: T. longipes (encontrado no México e Guianas), T.
costaricences (encontrado na América Central continental) e T. parviflora (Encontrada na
Amazo6nia, Guianas, Venezuela e noroeste do Peru, facilmente confundida com a espécie
Cleome trachycarpa Klotzsch). Para este estudo abordaremos as duas primeiras especies,
sendo a segunda nosso objeto de estudo.

2.5.2.1 Tarenaya hassleriana



40

Esta espécie se confunde com T. spinosa, porém tem flores brancas e rosadas. Outra
diferenca entre as duas espécies é que T. hassleriana apresenta as pontas das pétalas e
capsulas glabras e as pétalas sdo de rosa palido ou profundo ou roxo ou raramente branco em
variedades cultivadas na Argentina. T. hassleriana é cultivada em jardins da América do Sul e
é conhecida por planta flor de aranha (spider flower plant) (Jordheim et al., 2010) . Quanto a
distribuicdo geografica, pode ser encontrada na Jordania, America do Sul, Estados Unidos,
Bangladesh, Austrélia, estado americano do Havai, partes da Africa e Asia (lltis e Cochrane,
2014).

Em T. hassleriana, foram identificados cinco antocianinas (3-(20-0-(60-0-0-cafeoil--
glucopiranosil)-60-0-(E-p-cumaroil)-A-glucopiranosida)-cianidina  3-5-4-glucopiranosida; 3-
(20-0-(60-0-0-E-sinapoil-p-glucopiranosil)-60-0-(E-p-cumaroil)-S-glucopiranosida)5-4-
glucopiranosida; 3-(20-0-(60-0-0-feroil--glucopiranosil)-60-0-(E-p-cumaroil)-4-
glucopiranosida)-5-4-glucopiranosida; pelargonidina (3-(20-0-(60-0-0-E-sinapoil-
glucopiranosil)-60-0-(E-p-cumaroil)-A-glucopiranosida)-5-4-glucopiranosida e pelargonidina
3-(20-0-(60-0-0-E-p-cumaroil-g-glucopiranosil)-60-0-(E-p-cumaroil)-S-glucopiranosida)-5-4-
glucopiranosida) (Jordheim et al., 2010).

2.5.2.2 Tarenaya spinosa (Jacq.) Raf.

Tarenaya spinosa, objeto do presente estudo, € conhecida como mussambé,
mussambé-branco, mussambé-miudo, mussambé de espinho ou sete-marias (Lorenzi, 2008;
Albarello et al., 2013). Tem como sinonimias: Cleome spinosa Jacg. Cleome pubescens Sims
e Cleome pungens Wild (Lorenzi, 2008). E uma planta perene, ereta, subarbustiva, de 1,0 a
1,5 m de altura, com aculeos, pouco ramificada, com ramos e peciolo novos revestidos por
pelos glandulares, nativa da América Tropical. Propaga-se apenas por sementes. No Brasil, €
uma planta tipica de terrenos Umidos e arenosos, principalmente das regides Norte e Nordeste
e do Pantanal Mato-grossense. E ocasionalmente cultivada como ornamental e usada na
medicina caseira (Lorenzi, 2008). Por terem seus nomes sinonimizados (Flora Brasiliensis,
2016), as informagdes literarias sobre C. spinosa também sédo validas para Tarenaya spinosa.
Assim, abaixo serdo descritos alguns estudos quimicos e de bioatividade com Cleome

spinosa.
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Figura 13. Tarenaya spinosa (Jacg.) Raf. Fonte:Autor.

O dleo essencial de folhas, flores e frutos, extraidos por hidrodestilacdo, apresentaram
atividade antimicrobiana significativa frente a Candida albicans e Streptococus pyogenes,
comparando-se 0s resultados com os antibi6ticos gentamicina e ampicilina. No entanto, ndo
foi citado as concentragdes inibitdrias minimas e nem os halos de inibicdo (Mc neil, 2004).

Silva et al. (2015), analisaram a atividade antimicrobiana de diferentes extratos de
raizes e folhas do mussambé frente a 12 microrganismos. Dentre os extratos testados, o
extrato cloroformio e acetato de etila de folhas foram ativos em CIM menores que 1 mg/Ml e
sugerem que os compostos fendlicos da espécie apresentam metabdlitos secundarios
responsaveis por esta bioatividade, que precisa ser melhor investigada.

A atividade anti-inflamatéria dos extratos metanolicos de folhas e raizes da espécie foi
avaliada por Silva (2012), nas concentragdes de 100 mg/kg, 150 mg/kg e 200 mg/kg, pelo
método de indugdo da peritonite por carragenina. Em todas as concentragfes testadas, 0s
extratos apresentaram bioatividade. Albarello et al. (2013), analisaram a atividade anti-
inflamatoria pelo método de edema induzido de pata de rato por carragenana de extratos
metandlicos de caule e folhas de plantas de mussambé ocorrentes em areas naturais e plantas
micropropagadas. Tanto os extratos metandlicos de caules e folhas de &reas naturais como 0s
micropropagados, na concentracdo de 10 mg/kg, inibiram o edema e atuaram contra a
inflamacdo. Os autores ainda avaliaram a atividade antinociceptiva (ativo na dose de 50
mg/kQg) e a toxicidade frente a Artemia salina, que ndo apresentou toxicidade.


javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);

42

Com relacdo a atividade neuroprotetora e antiviral, h&a apenas uma citacdo feita por
Collins et al. (2004), onde eles relatam que os diterpenos da espécie apresentam estas
bioatividades, que foram verificadas em outras espécies.

O extrato hidroalcoolico das raizes da espécie apresentou atividade anti-helmintica
frente ao nematoide Haemonchus contortus (Andrade et al., 2014). A atividade antioxidante
dos extratos hidroalcdolicos (em microemulsdes) pelo método do DPPH foi verificada por
Leal et al. (2007); no entanto eles ndo informaram as partes usadas. Houve inibicdo da
atividade do DPPH (Cls) entre 225 e 248 ug/ml.

Com relag8o a prospecgdo quimica, foram relatados cinco estudos com 0s compostos
isolados da espécie. Ahmed et al. (1972) isolaram e caracterizaram os glucosinolatos da
espécie e de plantas que permaneceram no género Cleome.

Collins et al. (2004) identificaram por espectrometria de massas cinco diterpenos
cembranos, identificados como cleosprendis 1,2,3,4 e 5 e um flavonoide (5-hidroxi-3,7,8,4¢-
tetrametoxiflavona) (Figura 14). A estrutura destes compostos foi elucidada por ressonancia

magnética nuclear (RMN **C).

Figura 14. Cinco diterpenos cembranos (1 a 5) e um flavonoide (6) isolado de Tarenaya spinosa. Fonte: Collins
et al (2004).

2.6 ATIVIDADE INSETICIDA
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2.6.1 Sitophilus zeamais e Atividade inseticida

Um dos grandes desafios da agricultura passa justamente pelo controle de pragas.
Como atrelar o combate a fitéfagos na agricultura com menos agressdo ao meio ambiente e
sem prejuizos para a salde da populacdo? A bioprospeccéo entra como aliada ao controle de
pragas, e varios estudos foram conduzido nessa direcao.

Correa e Salgado (2011) relataram que o crescimento populacional no planeta levou a
um aumento na produgdo de alimentos, a expansédo de lavouras e uma diminui¢cdo na
populagdo rural, atrelada a um aumento na populacdo urbana e uma mecanizacdo da
agricultura. Com isso, o grande desafio é aumentar a produtividade para alimentar uma
populacdo mundial tdo grande. Um precgo pago € a destrui¢do dos ecossistemas, e implantacéo
de grandes monoculturas com aplicagdo de fertilizantes e defensivos agricolas, que gera um
altissimo impacto ambiental, com polui¢do do solo, ar e &gua; perda de habitat, um aumento
na desigualdade social no campo; além de problemas de satde nas populagdes rurais e alta
incidéncia de cancer nas populacdes urbanas.

No Brasil, desde a chegada de colonizadores até hoje, muitas espécies vegetais e
animais foram introduzidas (Viegas Jr, 2003), inclusive as pragas de algumas culturas,
provocando imensos prejuizos e queda na produtividade. Os insetos endémicos eram
controlados naturalmente por meio de predadores, porém, com a destrui¢do dos ecossistemas,
a urbanizacéo e a expanséo da agricultura, foram alterados os ciclos de vida dos insetos, bem
como o comportamento desses animais; e suas populagdes multiplicaram-se demasiadamente,
por ocasido de desequilibrio ambiental (Viegas Jr, 2003; Correa e Salgado, 2011). Outro
problema é a transformacdo de um inseto praga de uma cultura em outra cultura totalmente
diferente. Correa e Salgado (2011) e NoOrnberg et al. (2013), analisaram a predacdo de
Sitophilus zeamais (inseto praga do milho e outros grdos) em macieira, pereira, ameixa e
marmelo, provocando prejuizos imensos e queda na produtividade

Para combater as diferentes pragas, 0s inseticidas quimicos sdo até hoje
implementados. A fungdo dos inseticidas é atrair para matar direta ou indiretamente as pragas
(Viegas Jr, 2003). A descoberta de novos inseticidas, isolamento, sintese, avaliagdo, efeitos
tOXicos nos seres vivos e 0S impactos ambientais que tais compostos provocam sdo objetos de
estudos e tem levado a elaboracdo de publicagbes que tem enriquecido a ciéncia de

informagdes pertinentes ndo somente a comunidade académica em si, mas a toda populagao
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em geral.

Segundo Viegas Jr (2003), o uso de inseticidas nas lavouras tem custado anualmente
cifras da ordem de bilhGes de ddlares. Até a década de quarenta, usava-se inseticidas naturais,
organicos (derivados de plantas na sua maioria) e inorganicos (arseniatos de calcio e chumbo
(verde Paris, extremamente toxico e poluente), cupratos (calda bordalesa), enxofre em po,
varios sulfatos, cal, fluorsilicato de bario, aminosselenossulfito de potassio (criolite) e 6leos
minerais); mas ap0s a segunda guerra mundial, entraram o0s biocidas (organoclorados)
sintetizados industrialmente e relativamente mais baratos.

Os biocidas sintéticos foram implementados gradativamente; porém, os impactos
ambientais provocados por estes compostos, bem como seus efeitos na salde humana e nas
cadeias troficas até hoje sdo preocupantes. Em 1969, com a publicagdo do livro: “The silent
spring” (primavera silenciosa), os pesquisadores comecaram a entender os processos de
interacdo planta-inseto e os efeitos dos biocidas quimicos na natureza. Além disso, comegou-
se a redespertar o0 interesse nos inseticidas naturais, os quais foram postos de lado, mas sdo
biodregadaveis e/ou biorremediaveis (que podem ser transformados ou metabolizados por
microrganismos); principalmente os metabdlitos secundarios de plantas com atividade
inseticida ou repelente.

Os estudos de Viegas Jr (2003) estdo de acordo com Coitinho et al. (2006), onde
relataram que o controle da espécie Sithophilus zeamais se d& por meio de uso de inseticidas
fumigantes, que também provocam intoxicacfes graves aos aplicadores e quem manipula-os.
Eles ainda relataram a selecéo de individuos resistentes e a presenca de residuos toxicos nos
gréos.

Outro problema relatado por Viegas Jr (2003), sdo 0s mecanismos de selecdo natural
de herbivoros resistentes, apresentados por Correa e Salgado (2011) e Aguirre-Obando e et al.
(2015, 2016). O uso de mais de 200 mil toneladas de inseticidas nas lavouras tem causado
problemas de resisténcia, pois muitas espécies-chave tém-se tornado resistentes a estas
substancias, enquanto que espécies secundarias estdo correndo risco de extincdo dos seus
predadores naturais, devido a acdo toxica dos produtos utilizados (Viegas Jr, 2003). Assim, a
bioprospec¢do entra como aliada na pesquisa de controle de pragas, oferecendo maior
seguranca, seletividade, biodegradabilidade, viabilidade econdmica e aplicabilidade em
programas integrados de controle de insetos e baixos impactos ambientais e na saude humana
(Viegas Jr, 2003; Coitinho et al., 2006; Correa e Salgado, 2011; Aguirre-Obando et al. (2013-
16).

Né&o bastasse, ainda existe o problema da durabilidade do inseticida, inclusive em altas
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temperaturas e umidade. Esses dois fatores podem fazer com que o grédo libere enzimas
hidroliticas, que deteriora 0 biocida. Com a utilizacdo de técnicas de aeracdo e secagem
(dryaeration) de grdos, os inseticidas perdem a capacidade biocida e os grdos ficam
vulneraveis a acéo de pragas (Silveira et al., 2009).

A bioprospeccdo de metabdlitos secundarios em plantas é uma aliada na busca por
novos biocidas. Como exemplo de bioprospeccdo, temos a busca de inseticidas botanicos
(Correa e Salgado, 2011), que sdo compostos resultantes do metabolismo secundario das
plantas onde compde a defesa dos vegetais contra herbivoros (incluindo insetos). Muitos
inseticidas sintetizados foram isolados de plantas medicinais. A acdo destes compostos sobre
0s insetos ndo somente repele, mas mata os insetos por contato direto ou contato pelas
traquéias. O eugenol, citado por Correa e Salgado (2011), € um monoterpeno com atividade
inseticida e repelente.

Entendendo como ocorre a herbivoria de insetos ajuda a melhorar e aumentar a nossa
compreensdo da evolucdo de metabolitos defensivos encontradas em plantas hospedeiras e
seu papel nas interac6es planta-herbivoro. As plantas sédo ricas nestes metabolitos. Outro fator
é gue os mecanismos de defesa da planta sdo induzidos a partir de um ataque de herbivoros.
Além disso, a variagdo na taxa de crescimento de diferentes espécies vegetais frente a um
inseto polifago, poderia ser atribuida a composicdo quimica das suas plantas hospedeiras
(Riach et al., 2015).

Dentre os compostos estudados hoje para o controle de pragas de insetos nas lavouras,
estdo as piretrinas e piretrdides (tbxicos aos insetos e menos tdxico para o ser humano),
alcaloides (como a nicotina, mas que apresenta 0 agravante de provocar dependéncia e
alucinacges, sendo de uso controlado e observando as regras de seguranca) 0s terpenoides
(mono, sesqui e diterpenos) e os compostos fenolicos (Viegas Jr, 2003).

O gorgulho do milho, segundo Copatti et al. (2013), é uma praga primaria das mais
importantes no Brasil. No mundo é quarta mais importante (Lara e Bergvingson, 2013). Ataca
grdos armazenados como trigo, arroz, milho e sorgo, provocando danos significativos ja que
estes perfuram os graos sadios para sua alimentacéo e oviposicdo possibilitando a instalacédo
de patdgenos e pragas secundarias (Pauliquervis e Farveiro, 2015). Além dos grdos, o
gorgulho do milho pode atacar alguns alimentos industrializados a base de trigo, como o
macarrdo (Fazolin et al., 2010). Esta praga ainda apresenta como caracteristicas: nimero
elevado de hospedeiros, elevado potencial bidtico, capacidade de penetragdo na massa de
gréos e infestacdo cruzada (Lima-Mendonga et al., 2010). As perdas com a acdo deste

coleoptero podem ultrapassar mais de 30%, sendo cerca de 10% nos ataques diretos (Antunes
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etal., 2011).

Véasquez-Castro et al. (2009) apontam que o gorgulho prefere o milho, enquanto que
outra especie do mesmo género, S. oryzae, prefere atacar o arroz. A infestacdo ocorre no
periodo pré-colheita; e os fatores que levam a infestacdo do milho pela espécie sdo:
proximidade e fonte de infestacdo, grau de cobertura da casca e variedade do gréo
armazenado. O pico de atividade de voo em S. zeamais ocorre entre 15:00h e 17:00h, e é
influenciado por condi¢cdes ambientais, especialmente a temperatura.

Segundo Coitinho et al. (2011), S. zeamais efetua a postura no interior dos graos, onde
também as larvas e pupas se desenvolvem. As perdas ocorrem antes, durante e apés a colheita,
no transporte, industrializacdo e armazenamento dos graos; que sdo influenciadas por diversos
fatores, como: a precéria estrutura das unidades armazenadoras, 0 alto teor de umidade,
impureza dos graos e a presenca de pragas. S0 necessarios apenas 180 adultos/kg em trigo
armazenado para causar 1,5% de gréos danificados, umedecer os grdos em 0,13% e reduzir o
peso hectolitro em 0,4 kg/hL e provocar uma perda de matéria seca em 0,7%.

O gorgulho pode provocar a morte do embrido do milho, a perda e a diminui¢do na
germinacdo de sementes viaveis, contetidos de dleo, proteinas e amido. Além disso, provoca a
entrada de infeccGes secundarias bacterianas e flngicas e outras pragas secundarias (Cruzat et
al., 2009). Assim, os valores nutricionais e de mercado dos gréos atacados caem
significativamente. Um exemplo disso € a racdo feita com grdos de milho que sofreram
ataques de insetos, onde sua utilizacdo pode diminuir o ganho de peso médio diario do
animal, o consumo médio diario, a conversao alimentar dos animais e a razdo proteica liquida,
sendo inviavel a producdo e a comercializagdo (Antunes et al, 2011).

Antunes et al. (2011) avaliaram as perdas de grdos de milho armazenados e
contaminados com o gorgulho. Eles perceberam que, quanto maior o tempo de
armazenamento, maior o contato dos graos maiores com a praga € maior os prejuizos.

Assim, o gorgulho do milho é um bom modelo de atividade inseticida, por ter também
um alto potencial bidtico (Souza et al., 2008). Algumas populacdes da espécie apresentam
selecdo de individuos resistentes a inseticidas organofosforados e piretroides (Vasquez-Castro
et al., 2009; Fazolin et al., 2010). Pimentel et al. (2008) e Rivera et al. (2014), citaram a
ocorréncia de individuos resistentes a fosfina e a trinta e dois inseticidas, como: carbaril,
cloropirofosfometilocipermetrila, DDT, deltametrina, gama-HCH, malatido e permetrina
(Riveira et al, 2014). Outros produtos quimicos tém sido estudados, como o0 o0zénio (Rozado
et al, 2008).

Geralmente, s@o testados Gleos essenciais contra S. zeamais, Coitinho et al. (2010),
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num primeiro estudo, avaliaram a toxicidade do eugenol e 6leos essenciais de Piper
hispidinervum (Piperaceae) Eugenia uniflora (Myrtaceae), Cinnamomum zeylanicum
(Lauraceae), P. marginatum (Piperaceae) Schinus terebinthifolius (Anarcadiaceae), Melaleuca
leucadendron (Myrtaceae) e dos frutos verdes de S. terebinthifolius. As razdes de toxicidade
(RT) variaram entre 1,3 e 98,8, respectivamente. Na fumigacdo nos adultos, as concentragdes
letais dos oleos variaram de 0,53 a 94,7 uL/L de ar, obedecendo a seguinte ordem decrescente
de toxicidade: P. hispidinervum > P. aduncum > S. terebinthifolius > frutos verdes de S.
terebinthifolius > P. marginatum > eugenol. Os 6leos essenciais de Laurelia sempervirens
mostraram-se toxicos para o gorgulho do milho, com 5, 50, 75, 100, 125, 150, e 175
microgramas de 6leo essencial fumigado e sementes fumigadas mostraram-se sem toxicidade.
Os efeitos do 6leo duram 15 dias (Torres et al., 2014).

O po6 das folhas e partes aéreas desidratadas do boldo (Peumus boldus Molina
[Monimiaceae]) apresentou alta atividade inseticida contra o gorgulho e 80% das sementes de
milho e trigo armazenadas duraram mais de 150 dias, mesmo com a presenca do S. zeamais.
Cinquenta por cento das sementes reservadas para o plantio tratadas com o po desidratado
germinaram. A mortalidade dos insetos foi maior que 60% (Rivera et al., 2014). Os 0leos
essenciais da espécie apresentaram mortalidade de 100% sobre S. zeamais (Herrera-Rodriguez
et al, 2015).

O p6 da tepa (Laureliopsis philippiana (Looser) Shodde [Atherospermataceae])
também apresentou mortalidade acima de 94% e ndo atrapalhou a germinacdo de sementes de
milho (Ortiz et al., 2012). Os p6s de 81 espécies de Asteraceae também matam individuos de
S. zeamais (Juarez- Flores et al., 2010). A atividade inseticida é realizada pelos métodos de
fumigacdo, contato ou alimentacdo. A forma do material varia, pode ser na forma de 6leo
essencial ou extrato e suas respectivas fracdes (Aguilar et al, 2014).

Os exemplos dados acima remetem a dois tipos de atividade inseticida: por fumigacédo
e por contato. Ainda ha um teste de atividade inseticida, que foi melhor descrito por Xie et al.
(1996). Utiliza-se placas de Petri com discos de farinha de trigo onde sdo embebidos os
extratos ou os discos de farinha sdo feitos com um veiculo (um solvente que dissolva bem os
extratos. Em caso de uma substancia apolar, esta deve ser dissolvida em ciclohexano ou
etanol, que sdo menos toxicos). Para cada placa, sdo adicionados dez ou vinte insetos-testes,
previamente pesados e deixados sem se alimentar por 24 h antes do teste. As placas também
sdo previamente pesadas. O teste pode variar entre 7 a 14 dias. No fim, os insetos sdo
novamente pesados. Para esta pesagem acontecer, devem ser isolados em tubos de plastico

com tampa rosqueada. As placas também sdo pesadas. A contagem de insetos vivos e mortos
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deve ser feita. A partir dai alguns parametros sdo avaliados estatisticamente, usando ANOVA
e Teste de Tukey, a depender se as amostras seguem uma distribui¢do normal.

As quantidades de alimento ingerido sdo determinadas como a diferenca entre o peso
do prato contendo os discos no dia 0 e no dia 7, usando os dados obtidos nos ensaios
descritos. Com base nas IDAs, as amostras com o extrato sdo classificadas como tendo pré-
promovidos: ndo dissuasdo na alimentacdo (IDA < 20%), a dissuasdo fraca na alimentagéo
(50% > IDA 20%), a dissuasdo na alimentacdo moderada (70%> IDA 50%), ou forte
dissuasdao na alimentacdo (IDA 70%) (Liu et al.,, 2007). Outro parametro usado é a
mortalidade (%), que consiste em: Mortos/(Vivos +Mortos) * 100.

Napoledo et al. (2013) analisaram os efeitos de extratos isolados e lectinas isoladas das
folhas de aroeira do sertdo (Schinus terembifolius) sobre a alimentacdo, mortalidade e
deterréncia frente ao S. zeamais. Além disso, eles analisaram as proteinas digestivas do inseto
e verificaram que os extratos apresentam alta atividade deterrente (quando o animal come o0s
discos com o extrato, mas o extrato interfere na alimentacdo de tal forma que o alimento nédo
ajuda no desenvolvimento e nem no crescimento; e isso € verificado a partir de taxas de
consumo e crescimento relativo iguais ou abaixo de zero). A CLso (72,4 mg/g), demonstrou
toxicidade significativa, ocasionado pela deterréncia, nas maiores concentraces (150-200
mg/g). A atividade deterrente equivale a atividade repelente.

Estes resultados foram confirmados em um estudo de Camarotti et al. (2018), onde
eles verificaram que a toxicidade dos extratos e lectinas isoladas das folhas da espécie, bem
como a acdo deterrente estdo relacionadas aos taninos hidrolisaveis e flavonoides, que foram
isolados de enzimas digestivas presentes no estdmago dos insetos mortos. A toxicidade
aumentou de acordo com o tempo (os bioensaios duram sete dias, podendo ser ampliado para
15 e/ou 32 dias, para visualizacdo dos efeitos em rela¢do ao tempo de exposicao).

Essa metodologia pode ser aplicada a produtos quimicos ou biocidas que atuardo
diretamente em graos armazenados, silos ou em gréos que estdo sendo transportados, pois sao
aplicados inseticidas nestes locais antes do armazenamento e transporte. Esta metodologia
pode tanto ser usada para extratos, produtos quimicos liquidos ou dleos essenciais, embora

que seja mais aplicada a técnica de fumigagéo para este.

2.6.1 Plantas da familia Cleomaceae com atividade inseticida

Os estudos a seguir mostram que a familia Cleomaceae possui especies de potencial
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inseticida e que podem ser usados em programas de controle bioldgico de pragas.

Nyalala e Grout (2007) avaliaram a acdo biocida e repelentes de plantas de C.
gynandra frente ao acaro vermelhos aranha (Tetranychus urticae Koch). Os resultados
mostraram que as plantas sdo mais eficientes na repeléncia de acordo com o aumento da
densidade das plantas. Eles avaliaram num plantio consorciado com rosas, ja que esta praga
ataca as roseiras.

Os 0leos essenciais de C. hirta foram analisados por Ndungu, Chhabra e Lwande,
(1999), os quais identificaram os seguintes compostos: (+)-cedrol (2,3%), fitol (8,9), pulegona
(8,7%), n-octacosano (1,2%) e terpinen-4-ol (1,1%). O 6leo essencial e os compostos: fitol,
cedrol, n-octacosano, pulegona e N,N-dietil-m-toluamida (DEET) (composto de referéncia),
nas foram usados para os testes de atividade repelente em adultos de S.zeamais e R.
appendiculatus, usando a mesma metodologia que o estudo anterior. Os 6leos essenciais € 0
cedrol tiveram valores acima do composto de referéncia, apresentando atividade repelente
significativa, sendo o cedrol reponsavel pela repeléncia.

Ndungu et al. (1995) analisaram o Oleo essencial de partes aéreas, extraido via
hidrodestilacdo, de C. monophilla, por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
Massas (GC-MS) e foram identificados os compostos: 1-a-terpineol (10%), pentacosano
(9%), (a + 3)-humuleno (8%), fitol (5%) e 2-dodecanona (4%), além de outros compostos,
com menos de 1%. Tanto o 6leo essencial quanto os compostos foram usados para os testes de
atividade repelente adultos de S. zeamais e Rhipicephalus appendiculatus. O éleo essencial e
todos os constituintes foram testados, assim como N,N-dietil-m-toluamida (DEET), como
composto de referéncia. Os resultados foram expressos em pl: 0,1, 0,01, 0,001 e 0,0001. Foi
verificado que a 3-undecanona, a- tepineol, (+) cedrol, carvacrol, 2-undecanona e o 6leo
essencial da espécie apresentaram valores acima do composto de referéncia (> 52,2 * 0,3).
Assim, os autores concluem que o 6leo essencial possui atividade repelente e os compostos
anteriormente citados reponsaveis pela repeléncia.

Willians et al. (2003), avaliaram a atividade inseticida por contato do extrato hexanico
de folhas de C. viscosa, frente ao coledptero Cylas formicarius elegantulus (Summer)
(Coleoptera: Curculionidae). O extrato hexanico foi administrado com piperonil butoxico
(PBO) ou acetona, no volume de 2-6 pl. Os resultados mostraram que o extrato administrado
com PBO apresentaram maior mortalidade (DLsg entre 0 e 90 pg/inseto) em relagdo ao extrato
administrado com acetona (DLso entre 0 e 60 pg/inseto).

Para T. hassleriana Lazzeri; Leoni; Mancini (2004) avaliaram a acdo fungitoxica do

extrato aquoso de partes aéreas de T. hassleriana e plantas da familia Brassicaceae, cultivadas
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sob cultivo padronizado, desidratadas e peletizadas. Com 100% de toxicidade frente aos
fungos Phytium e Rizoctonia, a espécie se destacou entre plantas de Brassicaceae. Eles citam
o0 potencial inseticida através de fumigacdo possivelmente devido aos seus glicosinolatos, nos
quais eles identificaram por HPLC isocianato, glicocaparina e glicocleomina.

Para T. spinosa, foram analisados os seguintes estudos:

Melo et al. (2015), verificaram a acdo do p6 seco de folhas de Cleome spinosa e de
nove outras espécies vegetais ocorrentes na Caatinga paraibana sobre a oviposicao reproducao
de Callosobruchus maculatus (Fabr., 1775) (Coleoptera: Bruchidae) em sementes plantulas
emergentes de feijdo caupi. Os resultados mostraram que a espécie, juntamente com o
juazeiro (Ziziphus joazeiro) reduziu a emergéncia de adultos da espécie (70%), bem como a
proporcao entre individuos machos e fémeas, sendo indicado como um bioinseticida.

O dleo essencial de folhas, flores e frutos, extraidos por hidrodestilacdo, apresentaram
atividade antimicrobiana significativa frente a Candida albicans e Streptococus pyogenes,
comparando-se os resultados com os antibioticos gentamicina e ampicilina. (Mc neil, 2010).
N&o houve atividade antioxidante dos 6leos essenciais da espécie, mas apresentou atividade
inseticida moderada frente ao inseto Cylas formicarius elegantulus. Os autores néo

informaram a metodologia e as concentragdes, bem como a CLs,
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3 POTENCIAL INSETICIDA, TOXICIDADE PRELIMINAR E PROSPECCAO
FITOQUIMICA DE TARENAYA SPINOSA (JACQ.) RAF. (CLEOMACEAE)
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Journal of Stored Products Research — Original research paper

Potencial inseticida, toxicidade preliminar e prospeccdo fitoquimica de Tarenaya

spinosa (Jacq.) Raf. (Cleomaceae)

Resumo

O presente estudo investigou a toxicidade dos extratos hexanicos e metanolicos
de Tarenaya spinosa frente ao fitofago Sitophilus zeamais e a nauplios de Artemia
salina. Houve mortalidade significativa nos dois modelos usados, mas apenas para 0S
extratos metandlicos. Individuos de S. zeamais consumiram o alimento impregnado
com os extratos, mas isso ndo é traduzido em ganho de biomassa; as taxas de consumo e
crescimento relativo, bem como o indice de deterréncia foram menores que 1 ou
negativos, indicando que o0s insetos pouco se desenvolveram nos sete dias de
experimento. Para A. salina, os extratos metanolicos apresentaram CLsy menores que
100 pg/ml, indicando toxicidade significativa. Os extratos metanolicos da espécie
apresentaram atividade inseticida cujo mecanismo de acdo foi por toxicidade dose-
dependente. Analises fitoquimica revelaram a presenca de acidos graxos, flavonoides,
fenilpropanoides e terpenos nos extratos. Os flavonoides glicosilados e o0s
fenilpropanoides devem ser testados isoladamente para confirmacao se séo os principais
responsaveis pela bioatividade encontrada. O mussambé apresenta um potencial
preliminar como inseticida que poderd ser usado em controle biol6gico, no entanto,
estudos de toxicidade aguda devem ser feitos para garantir a seguranga no uso e
aplicacdo.
Palavras-chave:  Bioprospeccdo, Cleome, herbivoros, metabdlitos

secundarios, pestes agricolas.



54

1. Introducéo

Um dos grandes desafios da agricultura passa pelo controle de pragas. O
gorgulho-do-milho (Sithophilus zeamais Mots., Coleoptera: Curculionidae), por
exemplo, € uma praga priméria das mais importantes no Brasil, e no mundo, é quarta
mais importante (Copatti et al., 2013). S. zeamais ataca grdos armazenados como milho,
trigo, arroz e sorgo, provocando danos significativos, ja que perfuram os gréos sadios
para sua alimentagdo e oviposicdo possibilitando a instalacdo de patégenos e pragas
secundarias como o fungo Fusarium verticillioides (Sacc.) Niremberg (Pauliquervis &
Farveiro, 2015; Zunino et al., 2015). Além dos gréaos, o gorgulho-do-milho pode atacar
alguns alimentos industrializados a base de trigo, como o macarrdo (Fazolin et al.,
2010). As perdas com a acdo deste coledptero podem ultrapassar mais de 30%, sendo
cerca de 10% nos ataques diretos (Antunes et al., 2011).

O controle populacional de S. zeamais é baseado em inseticidas sintéticos. Além
da ineficiéncia de alguns inseticidas e os problemas associados ao uso continuo desses
compostos a saude humana, algumas populacdes de S. zeamais estdo se tornando
resistentes aos organofosforados e piretroides (Vasquez et al., 2009; Fazolin et al.,
2010). Foi relatada a ocorréncia de individuos resistentes a fosfina (hidreto de fésforo) e
a 32 inseticidas, como por exemplo, carbaril, cloropirofosfometilocipermetrila, DDT,
deltametrina, gama-HCH, malatido e permetrina (Pimentel et al., 2008). Assim, 0
gorgulho do milho é um bom modelo para estudar a atividade biolégica de diferentes
produtos, naturais ou sintéticos (Cruzat et al., 2009).

A bioprospeccdo de metabdlitos secundarios a partir de plantas entra como
aliada ao controle de pragas. As acOes destes compostos sobre 0s insetos vao da

repeléncia a mortalidade (Fazolin et al., 2011). Ainda que muitas familias boténicas
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foram estudadas quanto ao seu potencial inseticida, poucos produtos, com excecdo da
piretrinas e 6leos a base de neem sdo usados comercialmente. Recentemente, alguns
estudos tém utilizados metabolitos secundarios como 0leos vegetais (Flores-Davila et
al., 2017; Oliveira et al., 2017) e extratos de diversas plantas no controle de S. zeamais
(Napoledo et al., 2013; Han et al., 2017). Ainda que em pequena escala, 0s resultados
destes e inumeros outros estudos tém mostrado algum sucesso no uso de produtos
naturais no controle de pragas agricolas.

Cleomaceae Bercht. & J. Presl é uma familia de plantas de porte herbaceo a
arbustivo com distribuicdo pantropical, mais frequentemente encontrada nas regifes
tropicais e subtropicais do neotropico. E formada por 18 géneros e aproximadamente
200 espécies (Patchell et al., 2014). No Brasil, a familia estd representada por nove
géneros e 32 espécies, sendo 15 delas endémicas (Soares Neto & Silva., 2020).
Tarenaya Rafinesque (1838: 111) é um género de Cleomaceae do Novo Mundo,
segregado de Cleome (lltis & Cochrane, 2007). Até a presente data, as informacdes
sobre a quimica e bioatividade do género Tarenaya sdo ausentes na literatura
consultada. Segundo o The Plant List (2013), Tarenaya spinosa (Jacg.) Raf. é sinbnimo
de Cleome spinosa Jacq. Deste modo, as publicacdes baseadas em Cleome spinosa Jacq
serdo admitidas como sendo validas para T. spinosa.

No Brasil, Tarenaya spinosa (Jacg.) Raf. (= Cleome spinosa Jacq.) é conhecida
popularmente como mussambé e encontrada espontaneamente em terrenos Umidos e
arenosos, principalmente das regides Norte e Nordeste e no Pantanal Mato-grossense. E
ocasionalmente cultivada como ornamental e usada na medicina caseira. Segundo a
literatura, a espécie apresenta as seguintes atividades bioldgicas: antimicrobiana (Neil et
al., 2004; Silva et al., 2016); anti-inflamatoria (Albarello et al., 2013; Silva et al., 2016),

antiviral e neuroprotetora (Neil et al., 2004), anti-helmintica (Andrade et al., 2014).
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Quimicamente foram identificados na espécie glicosinolatos, terpenos, flavonoides, sais
de amdnia quaternarios, leucocianidinas e saponinas (Ahmed et al., 1972; Collins et al.,
2004; Leal et al., 2008; Silva et al., 2016).

O potencial inseticida de C. spinosa ou seus efeitos na biologia de insetos foram
investigadas contra Pieris rapae L. (Lepidoptera: Pieridae) e Callosobruchus maculatus
Fabr. (Coleoptera: Bruchidae) ( Melo et al., 2015; Riach et al., 2015), mas ainda ndo em
S. zeamais. A presenca de numerosas classes de metabdlitos na espécie e 0s poucos
trabalhos sobre seu potencial inseticida é uma das principais razdes deste estudo.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de extratos brutos de partes aéreas
de T. spinosa contra o fitéfago S. zeamais. A toxicidade dos extratos frente a Artemia

salina também ¢ relatada.

2. Materiais e Métodos

2.1 Coleta e processamento do material botanico

Individuos adultos de T. spinosa foram coletados em agosto e setembro de 2016
na regido metropolitana da cidade do Recife (bairros da Véarzea e Bultrins), estado de
Pernambuco, Nordeste do Brasil. As amostras foram herborizadas e depositadas no
Herbario Dardano de Andrade Lima, do Instituto Pernambucano de Agronomia (IPA),

sob os numeros 91449 (FIB N° 65/2016) e 91433 (FIB N°84/2016), respectivamente.

2.2 Obtencdo dos extratos
Caules (1,5 kg), folhas (1,260 kg) e flores (238 g) de T. spinosa foram
desidratados por cinco dias em estufa de secagem com circulacdo de ar a 50 °C. Apds

secagem, cada orgdo, separadamente, foi triturado e submetido a extracdo com hexano
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por 72 h. Os extratos hexanicos foram filtrados e os residuos de cada extracdo foram
submetidos a uma nova extracdo com metanol por 72 h. Os extratos foram mantidos a 5

°C até os bioensaios e estudos fitoquimicos.

2.3 Insetos

Individuos adultos de S. zeamais provenientes de col6nias mantidas no
Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco, foram mantidas a
28 °C em recipientes de vidro (capacidade, 1 L) selados com tecido fino de tipo TNT
para haver arejamento. A dieta consistiu em grdos de milho (100 g por recipiente),
selecionados de acordo com a integridade dos grdos, condi¢cfes sanitarias, tamanho e
auséncia de contaminagdo com outros insetos. Insetos que estavam acondicionados até 2
meses foram utilizadas nos ensaios.

Para o bioensaio, foram utilizados os procedimentos adotados por Napoledo et
al. (2013), sendo adaptados para este estudo. A suspensdo foi preparada para cada
ensaio, utilizando 2,0 g de farinha de trigo autoclavada (Rosa Branca, Olinda, 2016,
2017) agitado em 5 ml de uma solucdo contendo a amostra diluida em etanol (para
dissolver os extratos) e agua destilada estéril. Aliquotas (100, 200, 400, 600, 800 pL) da
suspensdo foram medidas utilizando uma micropipeta, cujas ponteiras usadas foram
cortadas na extremidade estreita para produzir um didmetro interno de 2 mm. Cinco
aliquotas de 200 mL foram colocadas numa placa de Petri com peso conhecido para
formar discos de farinhas. As placas foram deixadas numa estufa durante a noite a 56 °C
para secar. Em seguida, cada prato foi pesado novamente, e a massa dos discos de
farinha foram determinadas pela diferenga entre o peso do prato contendo os discos e 0
peso do recipiente vazio. Em cada placa todos os discos continham a mesma

concentracdo da amostra.
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Vinte individuos de S. zeamais adultos foram transferidos para um recipiente de
plastico vazio com o peso previamente conhecido. O peso dos insetos foi entdo
registado como a diferenca entre o peso de vaso contendo insetos e 0 peso de vaso
vazio. Finalmente, os insetos foram transferidos para as placas contendo os discos de
farinha, com as amostras. Cada ensaio foi realizado em quadruplicado, e as
concentragOes de ensaio de amostras em farinhas discos variaram de 25 a 150 mg. No
controle, utilizou- se apenas etanol e 4gua destilada estéril. Os ensaios foram mantidos a
28 °C na escuriddo durante 7 dias. Ap0s este periodo, a taxa de mortalidade e dos pesos
dos discos (a diferenca entre 0 peso do prato contendo discos quebrados apds 7 dias e 0
peso do recipiente vazio previamente determinado) e os insetos foram registrados.

Para os bionsaios com S. zeamais, foram analisados 0s seguintes parametros: A
biomassa adquirida (BA) em miligramas que consiste em: BA= (PIF-PPI) /1000 (Eq.1);
onde: PIF- Peso dos insetos no sétimo dia e PPI - Peso dos insetos no primeiro dia; e 0
resultado dessa diferenca dividida por mil. A massa ingerida (MI) em miligramas que
consiste em: (PPI-PPF) /1000, onde PPI é o peso das placas com os discos no primeiro
dia e PPF é o0 peso das placas no sétimo dia (Eq.2). A Taxa de consumo relativo
(TCONSR) em porcentagem, consistem em: TCONSR= MI/ (PIl * 1000) (Eq.3); a Taxa
de crescimento relativo (TCRESCR), que consiste em: TCRESCR = BA/ (PIl * 1000 *
7) (Eg4); a Taxa de eficiéncia de conversdo do alimento ingerido (ECAI), que consiste
em: ECAI = (BI/ PIl * 100), expresso em porcentagem (Eg.5) (Xie et al., 1996). O
indice de deterréncia alimentar de alimentar (IDA) consiste em: IDA (%) = (100* (MI-
MICT)) / MICT, onde: MI- Médias das massas ingeridas em cada tratamento, e MICT-
Média das massas ingeridas no grupo controle (Eg.6). As quantidades de alimento
ingerido foram determinadas como a diferenca entre o peso do prato contendo os discos

no dia 0 e no dia 7, usando os dados obtidos nos ensaios descritos. Com base nas IDAS,
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as amostras foram classificadas como tendo pre-promovidos: ndo dissuasdo na
alimentagdo (IDA < 20%), a dissuasdo fraca na alimentacdo (50% > IDA 20%), a
dissuasdo na alimentacdo moderada (70% > IDA 50%), ou forte dissuasdo na
alimentacdo (IDA 70%) (Liu et al., 2007). Outro parametro usado foi: a mortalidade
(%), que consiste em: Mortos/(Vivos + Mortos) * 100. Estes resultados serdo expressos
nas figuras 1 e 2. A partir da mortalidade foi calculado a CL50, para os extratos que
apresentaram as maiores taxas de mortalidade, usando a analise de probitos, com as

concentracgdes testadas, usando os programas Statplus 5.8 e Graphpad Prism 7.0.

2.4. Toxicidade baseada em Artemia salina

O protocolo usado foi adaptado a partir dos procedimentos adotados por Meyer
et al. (1982). Ovos de Artemia salina foram colocados para eclodir em agua do mar e
luz artificial em uma bandeja 24 a 48 horas antes dos ensaios. Foram separados 2 ml de
cada extrato para os testes. Para os controles foram usados os extratos nas seguintes
concentragdes: etanol e agua destilada 2000 pg/ml (proporcéo de 1:1), metanol e agua
destilada 2000 pg/ml (1:1), hexano, etanol e &dgua destilada 3000 pg/ml (1:1:1) e um
controle negativo, contendo dgua do mar.

Os controles foram feitos em triplicata para confirmar se a toxicidade do extrato
foi devido aos compostos nele dispostos ou foi devido ao solvente. Os testes foram
feitos em triplicata. Para cada réplica da triplicata foram usados 9 ml de 4gua do mar. Os
extratos metanodlicos foram dissolvidos em 1000 ul de 4gua destilada.

Os extratos hexanico (2 mg cada) foram dissolvidos em 2 gotas de Tween 80
cada e depois misturados a agua destilada (2000 pl, devido baixa polaridade). Dos
extratos dissolvidos e do controle, foram isoladas as seguintes aliquotas, em pg/ml:

1000, 500, 100, 50, respectivamente. De cada aliquota, foi retirado 10 ul e adicionado
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aos tubos de ensaio com os nauplios de A. salina. Em cada tubo foi colocado 10
nauplios. Para cada extrato e controle foram usados 12 tubos de ensaio, sendo 3 para
cada concentracdo (1000, 500, 100, 50 pg/ml). As amostras foram colocadas em luz
artificial durante 24 horas.

Para os resultados dos bioensaios com A. salina, foi analisado apenas a
mortalidade. A diferenca apresentada foram as concentragdes de extratos, bem como o0s
controles positivos (metanol e dgua destilada (2ml), hexano, etanol e agua destilada (6
ml) (2:2:2), etanol e &gua destilada (2 ml). Destes, foram reservadas as seguintes
concentragdes de cada: 1000, 500,100,50 pg/ml, respectivamente. De cada concentragao
de extrato ou controle, exceto o negativo (que consistiu apenas em 9 ml de agua do mar)
foi retirado uma aliquota de 10 ul com uma micropipeta e injetado nos tubos com as
artemias. Essas concentracBes foram usadas na analise de probitos, utilizando os

programas Statplus 5.8 e Graphpad Prism 7.0.

2.5. Analise fitoquimica

2.5.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Os extratos hexanicos e metanolicos brutos foram averiguados quanto a presenca
de metabdlitos secundarios por meio de cromatografia em camada delgada (TLC,
Merck, Damstadt, Alemanha). Os detalhes das classes pesquisadas, fases mdveis

usadas, reveladores e padrdes estdo na Figura 1.

2.5.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)
O extrato hexanico seco (1 g) foi solubilizado em hexano (6 ml), agitados em

vortex e centrifugados (2.000 rpm por 10 min). O sobrenadante foi coletado, evaporado



61

e submetido a reacdo com N,O-Bis(trimetilsililtrifluoroacetamida (BSTFA) e piridina
(1:1) a 70 °C por 30 min. 1,0 pl da amostra, previamente filtrada com filtro Millipore
0,45 um, foi analisada por cromatografia gasosa (CG-FID) (Shimadzu 2010 Plus, Japéo)
com auto injetor (Shimadzu AOC20I). Foi utilizada uma coluna Zebron ZB-5HT
(difenil 5% e dimetilpolisiloxano, 30 m x 0,25 mm x 0,25 um) e gas de arraste de
arraste hélio com fluxo de 1 cm®. O cromatégrafo foi operado inicialmente a 150 °C por
3 minutos, aumentando a temperatura em 10 °C/min até 280 °C, permanecendo nesta
temperatura por 34 min; posteriormente a temperatura subiu mais 10 °C/min até 300 °C,
permanecendo nesta por 10 min. O detector FID foi ajustado a 310 °C e usada uma
razdo Split de 1:50.

Os espectros de massas foram obtidos em cromatografo gasoso com
espectrometria de massas (GC/MS QP5050 Shimadzu). Foi utilizada uma coluna capilar
de silica DB-5 (difenil 5% e dimetilpolisiloxano 95%, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). A
programacédo da temperatura foi idéntica a descrita acima. O espectrometro de massas
foi operado por ionizacdo eletrénica (EI) a 70 eV. Os picos foram identificados por
compara¢do com dados disponiveis de biblioteca Wiley229 (Wiley, New York) e

NIST11 (NIST/EPA/NIH).

2.5.3 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (UPLC-MS)

Seguindo 0 mesmo procedimento, os extratos metanolicos (1 g) foram
dissolvidos em 6 ml de etanol e agitados em vortex por 1 min. Foi adicionado 2 ml de
HCI 3% e aquecido em banho maria por 1 h min a 100 °C. Apés hidrolise, o extrato fio
particionado com acetato de etila e esta fragdo analisada por UPLC. Foi utilizado um
cromatografo liquido de ultra performance (UPLC) Acquity H-Class (Waters) e uma

coluna BEH 2,1 x 100 mm e tamanho de particula de 1,7 um. As fases moveis utilizadas
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consistiram de solugédo aquosa contendo 2% de MeOH, 5 mM de formiato de amonio e
0,1% de &cido formico (eluente A) e solucdo metandlica contendo 0,1% de &cido
formico (eluente B), que foram bombeadas a uma vazédo de 0,3 ml/min. A eluicdo foi
realizada em modo gradiente e a condicdo inicial (98% A/ 2% B) foi mantida por 0,25
minutos. A proporgdo de B foi aumentando linearmente para 99% em 8,5 minutos, se
mantendo em 99% de B por um minuto, seguida da imediata diminui¢éo para 2% de B,
onde foi mantida até 11 minutos. Dez microlitros de amostra foram injetados. A
temperatura da coluna foi mantida a 40 °C e o auto injetor a 10 °C. O sistema UPLC foi
acoplado a um espectrometro de massa single quadrupolo SQ Detector 2 (Waters). A
voltagem do capilar foi de 3,5 KV, a voltagem do cone 30 V, a temperatura de
dessolvatacdo foi de 450 °C, com fluxo de gas da fonte de 650 I/h. A aquisicdo dos
dados foi feita em modo fullscan, buscando massas entre 100 e 1000 Da, em ionizacao
negativa. A aquisicdo dos cromatogramas e espectros de massas foi feita através do

software MassLynx™ (Waters).

3. Resultados

3.1. Atividade inseticida

Os extratos hexanicos ndo apresentaram atividade deterrente nem inseticida em
nenhuma das concentracdes utilizadas. Para os extratos metandlicos, a taxa de
crescimento relativo dos insetos foi negativa, demonstrando que estes, pouco se
desenvolveram durante os sete dias de experimento. Os extratos metanélicos também nao
demonstraram atividade deterrente, pois 0s resultados para este parametro foram
negativos. Os extratos de caule e folha foram 0s mais ativos contra 0s insetos, mas so a

partir da concentracdo de 150 mg/g (Figura 1). Os valores de Clso para os extratos
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metanolicos foram 1,96 mg/g/dia, 1,33 mg/g/dia, 2,97 mg/g/dia, para o caule, folha e flor,
respectivamente. Os valores de Clso para o controle (etanol) foi de 39,21 mg/g/dia.

Os resultados dos experimentos de ingestdo de massa pelos insetos séo mostrados
na Figura 2. Em geral, houve uma baixa ingestdo da farinha de trigo misturada com os
extratos do caule e flor para todas as concentracfes. Para a mistura com o extrato de folha,
observou-se uma alta ingestdo nas concentragdes de 150 e 200 mg/g, sendo este consumo
semelhante ao do grupo controle (Figura 2). A biomassa adquirida pelos insetos decresceu
de acordo com o aumento da concentragdo dos extratos (Figura 3). Os insetos que se
alimentaram da farinha tratada com o extrato de folhas adquiriram mais biomassa na
concentragdo de 25 mg/g.

Na eficiéncia de conversdo do alimento ingerido, 0s insetos que se alimentaram
com o extrato metanolico de folhas tiveram os maiores valores de conversao, sendo estes,
dose-dependente (Figura 4). O extrato de flores resultou num valor de ECAI préximo de

zero, ndo havendo converséo do alimento ingerido.

3.2 Toxicidade preliminar

Com relacdo aos bioensaios de toxicidade preliminar usando os nauplios de
Artemia salina, nenhum dos extratos hexanicos testados apresentou toxicidade. Os
extratos metandlicos de flores foram potencialmente toxicos aos nauplios, seguidos dos
extratos de caule e folhas (Figura 5). A Cls, para estes extratos foi 94,66 pg/ml, 70,49

pug/ml e 72,44 pg/ml, respectivamente.

3.3. Analise Fitoquimica
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Os testes cromatograficos em camada delgada foram positivos para
fenilpropanoides, flavonoides e terpenos em todos os extratos (Tabela 2, Figuras 6 a 8),
sendo negativo para as demais classes de substancias ensaiadas. O extrato hexanico
derivado com BSTFA analisado por cromatografia gasosa revelou a presenca de fitol e
acidos graxos cujo perfil variou de acordo com o extrato analisado (Figura 9). Em todos
os extratos hexénicos foram identificados os acidos palmitico, linoleico, linolénico e
estearico.

A fracdo acetato de etila analisada cromatografia liquida e espectrometria de
massas mostrou a ocorréncia de seis flavonoides, a maioria deles derivados de flavonas
(Tabela 3, Figura 10). Todos os extratos possuem isocampferida (Figuras 10 e 11) e
campferol, enquanto que luteolina s6 foi confirmada nos extratos da folha (Figuras 10 e
12) e flor. A presenca de jaceosidina s6 foi confirmada no extrato da flor de T. spinosa
(Figuras 10 e 13). As estruturas das moléculas de jaceosidina, luteolina e Campferol séo

mostradas na Figura 14.

4. Discussao

Os resultados obtidos mostram que a composicdo dos extratos hexanicos nédo
apresentaram atividade inseticida nem deterrente e esta auséncia pose ser devida a
composicdes destes extratos marcadamente por terpenos e &cidos graxos comuns. O
extrato metandlico das folhas de T. spinosa foi atrativo aos insetos, mas ocasionou a
diminui da biomassa adquirida pelos mesmos, influindo nas taxas de crescimento relativo
negativo. Estes extratos apresentaram maiores percentuais de eficiéncia de conversao e

mortalidade. O extrato de flores, por outro lado, foi 0 mais ignorado pelos insetos, com
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isso 0s insetos adquiriram menor biomassa, influindo nos resultados da eficiéncia de
conversdo. Ainda assim, estes extratos apresentaram menor mortalidade.

Uma maior massa ingerida ndo necessariamente estara diretamente relacionada
com uma maior biomassa adquirida. Isso porgque o0s insetos podem ingerir os alimentos
tratados com os extratos, mas ainda assim eliminar mais o alimento por excre¢do do que
converter em biomassa. Lira et al., 2015, demonstraram em seu estudo que S. zeamais
consumiram alimentos tratados com 6leo essencial de flores de Alpinia purpurata, sem,
no entanto, haver aumento da biomassa adquirida.

Outro ponto observado em nosso estudo foi que 0s insetos tratados com os extratos
nas maiores concentragdes tiveram as maiores taxas de mortalidades e tanto a massa
ingerida quanto a mortalidade apresentaram relacdo dose-dependente, sugerindo que,
guanto maior a concentragcdo, maior € o consumo do alimento e os efeitos letais no
organismo do gorgulho. Para os extratos de caules e flores, que apresentaram menores
valores de massa ingerida e biomassa adquirida, podem ou ndo apresentar compostos
impalataveis ou de dificil digestdo, fazendo com que o inseto ignore mais o alimento e
consuma menos, por isso a mortalidade foi menor para estes extratos. Nossos achados
estdo de acordo com os estudos de Napoledo et al. (2013), onde as concentracdes de 100 e
150 mg/g de extratos de folhas e lectinas isoladas de Myracrodruon urundeuva
apresentaram as maiores taxas de mortalidade, sendo esta também, dose-dependente.

Menores percentuais de eficiéncia de conversdo, mas, ainda assim, acima de zero
indicam auséncia de deterréncia alimentar. Assim a deterréncia alimentar precisa que a
eficiéncia de conversdo esteja com valores menores que zero (negativos), 0 que nao
ocorreu no presente estudo. Deterréncia alimentar foi constatada nos estudos com 6leos
essenciais de A. purpurata (Lira et al., 2015) e outro estudo com lectinas e extrato de

folhas de Myracrodruon urundeuva (Napoledo et al., 2013).
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Uma maior mortalidade no extrato de folhas pode indicar maior quantidade de
compostos secundarios com acdo inseticida do que os extratos de caule e folhas, até o
limiar de 150 mg/g, onde houve uma inversdo, na qual o extrato de folhas teve uma
mortalidade menor que a de caule. Também pode indicar uma circulagdo maior destes
compostos entre o caule e a folha da espécie, j& que as folhas ficam mais expostas a a¢do
de herbivoros do que o caule. Uma baixa mortalidade no extrato de flores ndo isenta a
presenca destes compostos, ja que a flor também pode sofrer com a herbivoria.

Em um estudo com a espécie e outras espécies vegetais da Caatinga, o0 p6 seco das
folhas e caules inibiram o crescimento e reprodugdo da ninfa da praga do feijdo-caupi,
sendo indicada como atividade repelente e inseticida (Melo et al., 2014). Na familia
Cleomaceae, a espécie Cleome viscosa apresenta atividade inseticida e repelente por
fumigacdo (Ndungu et al., 2005).

Um produto natural para ser considerado inseticida, deve matar os insetos, mas a
toxicidade de um produto natural ndo necessariamente a qualifica como possuidora de
atividade inseticida. E desejavel que os inseticidas sejam biodegradaveis, sem efeitos
cumulativos sobre alimentos, ambiente e produtos armazenados, e de facil obtencdo e
manipulacdo (Viegas Jr, 2003). Geralmente a maioria dos produtos naturais de origem
vegetal atende estes pré-requisitos por ter todas estas propriedades e também por quebrar
a selecdo de individuos resistentes. Assim, recursos vegetais podem ser Uteis no controle
bioldgico de pragas, diminuindo custos de producao.

Para T. spinosa, a presenca de terpenos e flavonoides ligados a aclcares (Figura 8)
corrobora com a literatura (Ahmed et al 1972; Collins et al, 2004; Leal et al, 2008; Silva
et al 2016). A presenca de compostos secundarios glicosilados em toda a planta, segundo
estes estudos, pode ser um indicativo de que a planta os produza para ter uma protecéo

contra herbivoros durante todo o ano.
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As folhas apresentam uma maior concentracdo de metabolitos secundarios polares
do que apolares, levando a um maior rendimento dos extratos, corroborado com Albarello
et al. (2013) e Silva et al. (2015). Com relacdo aos terpenos da espécie, Collins et al
(2004) identificaram compostos secundarios apolares em partes aéreas da espécie e dentre
estes compostos houve uma predominancia de diterpenos cembranos, com atividade
citotoxica, nos quais ja foram identificados em outras espécies. Ndo foram detectados
saponinas, taninos e alcaloides, nem mesmo havendo indicios destes compostos em
plantas da familia.

A presenca de jaceosidina (Figura 14A), isocampferida, 5,7,4'-trihidroxi-3,3'-
dimetoxiflavona, 5,4'-dihidroxi-3,6,7,3'-tetrametoxiflavona, 5,7,4'-trihidroxi-3,3'-
dimetoxiflavona e crisoplenetina (Tabela 3) na familia Cleomaceae foi demonstrada
experimentalmente por Sharaf et al. (1992), onde isolaram tais compostos das fracfes de
extratos etanodlicos de folhas de Cleome chelidonii. Além destes, outros flavonoides
também foram isolados. Com relacdo aos acidos graxos encontrados no extrato hexanico e
na fracdo hexanica do extrato metanolico, a presenca de acidos graxos € comum em
sementes das plantas da familia. Em sementes de Cleome dolichostyla, foram isolados de
Oleos fixos da os seguintes acidos graxos: estearico, linoleico, palmitico, oleico e
linolénico (Ahmad et al., 1984).

A presenca de luteolina (Figura 14B) na fracdo acetato de etila dos extratos
metanolicos de folhas pode também apresentar um espectro de bioatividades, ja que este
flavonoide tem atividade antitumoral e antiviral. Estudos com a luteolina demonstraram
que esta molécula pode inibir a replicagdo do virus da dengue (Peng et al., 2017). O
campferol (Figura 14C), também tem atividade antitumoral e antiviral, mas é citotdxico,
mutagénico e genotdxico, a depender da concentracdo (Devi et al., 2015). A baixa

mortalidade na atividade inseticida e a alta mortalidade na toxicidade dos nauplios de
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Artemia promovida pelo extrato metandlico de flores pode ou ndo ter relagdo com a
presenca de tracos destas duas moléculas nos extratos.

Com relacgéo a toxicidade usando A. salina como modelo, valores de CLs igual ou
superior a 500 ug/mL sdo indicativos de baixa toxicidade, toxicidade de 500 a 100 ug/mL
sdo indicativos de toxicidade moderada e resultados menor que 100 ug/mL sdo indicativos
de alta toxicidade (Mesquita et al., 2015). Em estudos com metandlico de folhas de
plantas do género Ferdinandusa (Familia Rubiaceae), foi indicada alta toxicidade sobre A.
salina, enquanto que os extratos apolares apresentaram uma atividade moderada. Os
extratos hexanicos de T. spinosa, por serem apolares, também ndo mostraram toxicidade
sobre A. salina, corroborando como estudos prévios. Para a espécie, um estudo de
toxicidade em artemias com extratos de folhas em microcapsulas revelou uma CLsy entre
224 e 248 pg/mL, sendo moderadamente toxica. No entanto, ainda é preciso estimar a
dose letal humana e a dose efetiva, bem como a toxicidade da planta.

Plantas da familia Cleomaceae (incluindo a espécie estudada) pode ser um bom
indicativo de plantas com potencialidades de uso em controle biologico de pragas de
produtos armazenados, bem como apresenta um espectro de compostos bioativos, com
potencial uso inseticida e medicinal. O Brasil depende muito de inseticidas importados e
isto tem agravado as perturbacfes sobre 0s biomas, mas o controle bioldgico é ideal para

minimizar ou tentar anular tais efeitos no meio ambiente (Melo et al., 2014).

5. Conclusotes

Extratos metanolicos do mussambé apresentam atividade inseticida e esta atividade

pode estar mais relacionada de flavonoides. Estudos complementares podem indicar que a

especie pode ser usada em programas de controle biologico de pragas, tanto no campo,
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guanto em produtos armazenados, assim, como pode ser ativo em outras pragas; no
entanto, a toxicidade aguda e subaguda deve ser investigada para se ter uma maior

seguranca no uso de compostos isolados da espécie.
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Tabela 1. Metabdlitos secundarios, reveladores, padrdes e fases moveis usadas no perfil

fitoquimico de Tarenaya spinosa. Fonte: Wagner e Bladt (1996).

Classe Fase movel Revelador Padrédo
Butilbrometo de
Alcaloides Reacdo de precipitacédo Dragendorff escolpolamina
(Buscopan®©)
. . Tolueno: éter etilico KOH 109%  /\¢ido p- cumarico,
Fenilpropanoides i extrato
(1:1viv) em etanol P
cloroférmico de
Justicia pectoralis
(chamba)
Flavonoides Acetato de etila:acido NP-PEG .
S férmico:acido acético Quercetina
(glicosideos) o (NEU)
glacial: agua
(100:11:11:26 viv)
Flavonoides Acetato de etila:acido
(agliconas) férmico:acido acético NP-PEG Quercetina
g glacial: agua (NEU)
(100:11:11:1 viv)
. Teste de Extrato aquoso de
Saponinas - « o
formacéo de casca de Zizipus
espuma joazeiro (jud)
Taninos Cloroférmio:metanol:agua FeCls Acido tanico
(67:30:3 v/v)
Extrato
Terpenos Tolueno:acetato Anisaldeido ?\I/lc;rgsrhm;gfu?ﬁ
P de etila (93:7) sulfdrico P
suaveolens
(alfavaca)
Triteroenos Tolueno:cloroférmio:etanol  Anisaldeido Lupeol
P (40:40:10 viv) sulfarico P
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Figura 1. Efeito dos extratos metanolicos de Tarenaya spinosa na taxa de mortalidade de
Sitophilus zeamais. Letras mailsculas iguais indicam que ndo diferengas significativas entre
0s extratos numa mesma concentracdo e letras minudsculas iguais indicam que ndo diferencas
entre as concentracfes (Tukey, P < 0,05). Os controles ndo influenciaram no resultado

(mortalidade igual a zero).
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Figura 2. Efeito dos extratos metandlicos de Tarenaya spinosa na ingestdo de massa de
Sitophilus zeamais. Letras mailsculas iguais indicam que ndo diferengas significativas entre
0s extratos numa mesma concentracdo e letras mindsculas iguais indicam que ndo diferencas
entre as concentracdes (Tukey, P < 0,05). Massa ingerida pelo grupo controle foi acima de 80

mg/g/dia.
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Figura 3. Efeito dos extratos metandlicos de Tarenaya spinosa na biomassa adquirida por
Sitophilus zeamais. Letras mailsculas iguais indicam que ndo diferencas significativas entre
0s extratos numa mesma concentragdo e letras mindsculas iguais indicam que ndo diferencas
entre as concentracdes (Tukey, P < 0,05). Biomassa ingerida pelo grupo controle foi acima de
80 mg/g/dia.
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Figura 4. Eficiéncia de conversao do alimento ingerido. Letras maidsculas iguais indicam que
ndo diferencas significativas entre os extratos numa mesma concentracao e letras minusculas
iguais indicam que ndo diferengas entre as concentracfes (Tukey, P < 0,05). Biomassa
ingerida pelo grupo controle foi acima de 80 mg/g/dia.
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Figura 5. Efeito dos extratos metandlicos de Tarenaya spinosa na taxa de mortalidade de
Artemia salina. Letras maiusculas iguais indicam que ndo diferencas significativas entre os
extratos numa mesma concentracdo e letras mindsculas iguais indicam que nao diferencas

entre as concentracOes (Tukey, P < 0,05). Mortalidade do grupo controle igual a zero.

Tabela 2. Perfil fitoquimico dos extratos hexanico e metandlico de Tarenaya spinosa.

Extrato hexanico Extrato metanodlico

Classe Subclasse Cau Fol Flo Cau Fol Flo
Alcaloides - - - - - - -
Flavonoides - - - + + +

Fendlicos
Fenilpropanoides + + + + + +
Saponinas - - - - - - -
Taninos - - - - - - .
Mono + + + + + +
Sesqui + + + + + +
Terpenoides

Di + + + + + +

Tri . - -

Cau = caule, Fol = folha, Flo = flor, + = positivo, - = negativo



Figura 6. Cromatograma do extrato hexanico de Tarenaya spinosa para deteccdo de
terpenos. 1 = caule, 2 = folha, 3 = flor, P = extrato cloroférmico de Mesosphaerum

suaveolens (alfavaca de cabloco). Fase mdvel e revelador conforme Tabela 1.

Figura 7. Cromatograma do extrato hexanico de Tarenaya spinosa para deteccao de
fenilpropanoides. 1 = caule, 2 = folha, 3 = flor, Pc = p-cumarico, Pj = extrato
cloroférmico de Justicia pectoralis (chamba). Fase movel e revelador conforme

Tabela 1.
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Figura 8. Cromatograma do extrato metandlico de Tarenaya spinosa para deteccao

de flavonoides glicosilados (1) e agliconas (2). 1 = caule, 2 = folha, 3 = flor, Ae B

= quercetina. Fase movel e revelador conforme Tabela 1.
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Figura 9. Cromatograma em fase gasosa do extrato hexanico derivado (BSTFA) de Tarenaya
spinosa. A= caule, B = folha, C = flor, 1= &cido laurico, 2 = 4cido palmitico, 3 = fitol, 4 =
acido linoleico, 5 = &cido linolénico, 6 = acido estearico.



Tabela 3. Compostos fenolicos identificados por HPLC-MS na fragdo acetato de etila do

extrato metandlico de Tarenaya spinosa.

Extrato/Tempo de

retencdo (min)

Dados moleculares

Composto -

Formula Massa
Caule Folha Flor molecular monoisotopica
5,7,4'-trihidroxi-3-metoxiflavona
(isocampferida) 740 7,40 7,40 Ci6H1406 302.07
5,7,4'-trihidroxi-3,3'-dimetoxiflavona 7,42 7,42 - C16H1406 302.07
3',4' 5,7-tetrahidroxiflavona
(Iuteolina) - 794 7,94 C15H1005 286.04
campferol 851 851 851 CisH1006 286.23
4°5,7-trihidroxi-3'-6- - - 8,68 Cy7H1407 330.29
dimethoxiflavona (jaceosidina)
5,4'-dihidroxi-3,6,7,3'-

tetrametoxiflavona - 9,14 9,13 Cy9H480g 374.74

- = ndo detectado
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Figura 10. Cromatogramas (HPLC) da fracéo acetato do extrato metandlico do caule (A),

folha (B) e flor (C) de Tarenaya spinosa.
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Figura 11. Cromatograma (HPLC) da isocampferida identificada na fragéo acetato do extrato
metanolico do caule de Tarenaya spinosa.
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Figura 12. Cromatograma (HPLC) da luteolina identificada na fragdo acetato do extrato
metanolico da folha de Tarenaya spinosa.
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Figura 13. Cromatograma (HPLC) da jaceosidina identificada na fracdo acetato do extrato
metandlico da flor de Tarenaya spinosa.

Figura 14. Estruturas quimicas da jaceosidina (A); luteolina (B) e campferol (C). Fonte das
imagens: Pubchem (2018).
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4 CONCLUSOES

Com este estudo nos podemos concluir que:

a) O mussambé tem potencialidade de ser usado no controle bioldgico de pragas,
como foi mostrado no teste de atividade inseticida, mas outros protocolos (agéo

repelente, por exemplo), devem ser utilizados para avaliar sua real bioatividade;

b) Os terpenos da espécie ndo apresentaram bioatividade inseticida, mas podem estar

relacionados a atracéo dos alimentos fornecidos.

c) Os compostos apolares ndo apresentaram toxicidade possivelmente devido a

composicao em acidos graxos;

d) A toxicidade dos compostos polares pode ser atribuida aos fenilpropanoides e/ou
ou flavonoides, e esses compostos devem ser melhor investigados de forma

isoladas.
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