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RESUMO

DINIZ, Juliana Aparecida, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, janeiro de
2014. Siparuna guianensis Aublet como nova fonte de a-Bisabolol para o
controle de Rhipicephalus microplus. Orientador: Antdnio Jacinto Demuner.
Coorientadores: Célia Regina Alvares Maltha e Luiz Claudio de Almeida
Barbosa.

Os dados apresentados referem-se a analise quimica sazonal do dleo
essencial das folhas de Siparuna guianensis coletadas em diferentes cidades
situados na mesorregido da Zona da Mata, do estado de Minas Gerias (Séo
Miguel do Anta, Tocantins, Porto Firme e Vigosa). Objetivou-se a identificacdo
de a-bisabolol dentre os constituintes volateis dessa espécie e a avaliagdo da
atividade carrapaticida dos 6leos essenciais. O a-bisabolol foi identificado
somente em dleos volateis extraidos das plantas coletadas em S&o Miguel do
Anta e Tocantins, atingindo concentra¢des de 86,0% e 66,4% respectivamente.
O dleo essencial das plantas coletadas em Porto Firme teve como constituintes
majoritarios biciclogermacreno e curzereno (33%) que foram conjuntamente
quantificados. No oleo essencial das plantas de Vigosa, identificou-se
germacreno D (33%) como constituinte majoritario durante todo o periodo de
analise. O a-bisabolol foi isolado e caracterizado por espectrometria de
massas, ressonancia magnética nuclear e rotagao especifica, comprovando
que o composto isolado é o (-)-a-bisabolol. A atividade carrapaticida do dleo
essencial de S. guianensis foi avaliada contra Rhipicephalus microplus. Os
Oleos essenciais obtido pelas plantas que possuem a-bisabolol em sua
composi¢cao se mostraram mais ativos contra larvas e fémeas de R. microplus.
Na concentracdo de 60 mg mL™ os dleos essenciais das populacdes de Sao
Miguel do Anta e Tocantins apresentaram percentual de controle de 87,8% e
77,4%, respectivamente. Conclui-se que a espécie S. guianensis apresenta
variagao na composi¢cao quimica e no teor do 6leo essencial dependendo do
local de coleta, e que as populagdes de S. guianensis coletadas em Tocantins

e Sao Miguel do Anta representam fontes alternativas de a-bisabolol.
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ABSTRACT

DINIZ, Juliana Aparecida, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, January,
2014. Siparuna guianensis Aublet as new source of a-bisabolol for control
of Rhipicephalus microplus Adviser: Antonio Jacinto Demuner. Co-Advisers:
Célia Regina Alvares Maltha e Luiz Claudio de Almeida Barbosa.

The data presented are seasonal chemical analysis of the essential oil
from the leaves of Siparuna guianensis collected in different municipalities in
Zona da Mata region, Minas Gerais state (Sao Miguel do Anta, Tocantins, Porto
Firme, Vicosa). Aimed to the identification of a-bisabolol from the volatile
constituents of this species. We evaluated the activity of volatile oils from ticks.
The a-bisabolol was identified only in oils volatiles collected in Sdo Miguel do
Anta and Tocantins, reaching concentrations of 86.0% and 66.4% respectively.
Essential oils from plants collected in Porto Firme had as major constituents
bicyclogermacrene and curzerene (33%) along quantified. Essential oil plants
Vigosa, identified germacrene D (33%) as major constituent throughout the
analysis period. The a-bisabolol was isolated and characterized by mass
spectrometry, NMR and specific rotation of polarized light, indicating that the
isolated compound is the (-)-a-bisabolol. The acaricide activity of the essential
oil of S. guianensis was evaluated against Rhipicephalus microplus. The
essential oils obtained by plants that have a-bisabolol in its composition were
more active against larvae and females of R. microplus. At the concentration of
60 mg mL™ essential oils populations of Sdo Miguel do Anta and Tocantins
control showed 87.8% and 77.4%, respectively. It is concluded that the species
S. guianensis shows variation in chemical composition and essential oil content
depending on the collection site, and that populations of Siparuna guianensis
collected in Tocantins and Sdo Miguel do Anta represent alternative sources of

a-bisabolol.



1. INTRODUGAO GERAL

Oleos essenciais sdo produtos naturais de plantas, pois possuem varias
propriedades biologicas. O termo “biolégico” compreende todas as atividades
que estas misturas de compostos volateis exercem sobre os seres humanos,
animais, fungos, bactérias e outras plantas (BASER e BUCHBAUER, 2010).

Na natureza, os Oleos essenciais desempenham papéis ecologicos
importantes na protecdo das plantas, por atuarem como antibacterianos,
antivirais, antifungicos, inseticidas e também contra herbivoros. Devido a essas
propriedades, desde a Idade Média os 6leos essenciais tém sido amplamente
utilizados em produtos sanitarios e em formulagdes cosméticas e veterinarias,
bem como, nas industrias farmacéuticas, agricolas e alimenticias (BAKALLI et
al., 2008).

Atualmente, o uso dos O6leos essenciais em diversas areas esta se
difundindo cada vez mais como alternativa aos produtos sintéticos. Dentre
inumeros exemplos promissores, pode ser destacada a utilizagcao de o6leos
essenciais e seus constituintes para o controle de ectoparasitas de animais
domésticos. CLEMENTE et al. (2010) demonstraram a atividade acaricida dos
Oleos essenciais extraidos de eucalipto (Corymbia citriodora (Hook.) K. D. Hill &
L. A. S. Johnson) e citronela (Cymbopogon nardus (L.) Rendle) contra os
carrapatos Amblyomma cajennense e Anocentor nitens. SENRA et al. (2013)
demonstraram que carvacrol, cinamaldeido, frans-anetol e linalol apresentaram
atividade contra Rhipicephalus microplus e Dermacentor nitens. Timol e mentol
também apresentaram atividade contra R. microplus (NOVELINO et al., 2007).

O acaro R. microplus, conhecido como carrapato do boi, € uma das
principais espécies de ectoparasitas que prejudica a produtividade do gado
leiteiro no Brasil (NOVELINO et al., 2007). O controle deste ectoparasita é feito
principalmente pelo uso de acaricidas sintéticos. Todavia, 0 uso incorreto e
indiscriminado destes produtos tem causado sérios problemas de resisténcia
dos carrapatos, bem como riscos de contaminacdo do homem, do ambiente,

dos animais e, consequentemente, de alimentos como a carne e o leite



(CLEMENTE et al., 2010). Portanto, a busca por novos principios ativos para o
controle de ectoparasitas é altamente desejavel.

Neste contexto, a flora brasileira representa uma fonte promissora para a
busca de substdncias ativas e a avaliacdo do potencial de aplicacao
agroquimica. Entre as plantas aromaticas brasileiras, se encontra a espécie
Siparuna guianensis Aublet., que possui uma vasta indicacdo etnoboténica e
etnofarmacolodgica, e tem sido apontada como uma das espécies prioritarias de
conservacao para a regido do cerrado brasileiro (VIEIRA e ALVES, 2003).
Estudos do 6leo essencial desta espécie tém identificado uma variedade de
compostos volateis, incluindo monoterpenos e sesquiterpenos (ZOGHBI et al.,
1998; VALENTINI et al., 2010b; CASTELANI et al., 2006). Além disso, ha relato
da alta atividade antimicrobiana do éleo essencial de S. guianensis e a
possibilidade de obtencéo de a-bisabolol a partir do leo essencial desta planta
coletada no estado de Minas Gerais (MONTANARI, 2010).

O a-bisabolol € um alcool sesquiterpénico com grande aplicagao
industrial em setores de higiene, cosméticos e farmacéuticos. Sua aplicagcéo se
deve a suas propriedades anti-inflamatéria e antinoceptiva (LEITE et al., 2011),
antiespasmddica, sedativa, antialérgica e vermifuga (SOUZA et al., 2008). As
principais fontes de a-bisabolol sdo a Camomila (Matricaria chamomilla L.
(AMARAL et al., 2008) e a Candeia (Eremanthus erythropappus (DC)
MacLeish) (SOUSA et al., 2008). Portanto, a identificagdo de espécies
alternativas para a obtencado de a-bisabolol € extremamente interessante do
ponto de vista econémico.

N&o foram encontrados relatos na literatura sobre a atividade acaricida
do dleo essencial de S. guianensis e do a-bisabolol. Assim, o presente trabalho
tem como objetivos a analise sazonal de a-bisabolol no éleo essencial de
Siparuna guianensis coletada em quatro localidades do estado de Minas
Gerias, bem como o estudo da atividade acaricida do 6leo essencial contra o

carrapato R. microplus.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Importancia dos 6leos essenciais

O valor medicinal dos Oleos essenciais € reconhecido desde a
antiguidade, quando o homem ja utilizava esses produtos naturais em varias
aplicagbes terapéuticas. Registros apontam diferentes usos dos Oleos
essenciais em diferentes usos na Mesopotamia, China, india, Pérsia e Egito
Antigo (DJILANI e DICKO, 2012).

Oleos essenciais tém sido largamente utilizados devido as suas
propriedades antibacteriana, antifungica e inseticida (TRAJANO et al., 2009;
LIMA et al., 2006; FAZOLIN et al., 2007). Atualmente, aproximadamente 3000
Oleos essenciais sao conhecidos, 300 dos quais sao comercialmente
importantes, especialmente para as industrias farmacéuticas, agronémicas,
alimenticias, industrias de higiene, cosméticos e perfumes (BAKKALI et al.,
2008).

SCHWAB et al., (2008) descrevem que o comércio internacional de éleo
essencial apresenta um aumento médio de 10% ao ano e as industrias de
aromas e fragrancias representam um mercado de US $ 18 bilhdes por ano.
Grande parte dos compostos utilizados como fragrancia e aromas séao
extraidos diretamente dos 6leos essenciais ou sintetizados a partir deles.

O Brasil ocupa lugar de destaque mundial na producdo de Oleos
essenciais, ao lado da india, China e Indonésia. Esta posicao do Brasil esta
relacionada a producédo de oOleos essenciais de citricos, que sao subprodutos
da industria de sucos (BIZZO et al., 2009). A Tabela 1 apresenta alguns dos

principais Oleos essenciais de importancia no mercado mundial.



Tabela 1- Principais 6leos essenciais no mercado mundial

OLEO ESSENCIAL

ESPECIE

Laranja

Menta japonesa
Eucalipto (tipo cineol)

Citronela
Hortela-pimenta
Limao

Eucalipto (tipo citronela)
Cravo-da-india
Cedro

Lima destilada
Spearmint
Lavandim
Sassafras
Canfora
Coentro
Grapefruit

Patchouli

Citrus sinensis (L.) Osbeck

Mentha arvensis L. f. piperascens Malinv. Ex Holmes
Eucalyptus globulus Labill., E. polybractea R.T. Baker e
Eucalyptus spp.

Cymbopogon winterianus Jowitt e C. nardus (L.) Rendle
Mentha x piperita L.

Citrus limon (L.) N.L. Burm.

Corymbia citriodora (Hook). K.D. Hill & L.A.S. Johnson
Syzygium aromaticum (L.) Merr. E L. M. Perry
Juniperus virginiana L. e J. ashe Buchholz

Citrus aurantifolia (Christm. & Panz.) Swingle

Mentha spicata L.

Lavandula intermedia Emeric ex Loisel

Cinnamomum micranthum (Hayata) Hayata
Cinnamomum camphora (L.) J. Presl.

Coriandrum sativum L.

Citrus paradisi Macfady

Pogostemon cablin (Blanco) Benth.

Fonte: Adaptado de BIZZO, et al. (2009) em 20/01/2014

2.1.1. Local de producao e composi¢cao quimica dos 6leos essenciais

As plantas produtoras de Oleos essenciais secretam e acumulam
compostos volateis em estruturas anatdmicas especializadas internas ou
externas (BASER e BUCHBAUER, 2010). As estruturas secretoras externas
sdao representadas pelos tricomas glandulares. Essas estruturas estao
presentes em varios 6rgaos dos vegetais. Esses tricomas estdo envolvidos na
secrecao de diversas substancias, porém os terpenos sdo os compostos mais
comuns e mais encontrados nessas estruturas. Os ductos e as cavidades
secretoras consistem as estruturas secretoras internas para armazenamento

de dleos essenciais nas plantas.



Oleos essenciais sdo geralmente constituidos por misturas muito
complexas compostas, as vezes, por mais de uma centena de componentes
quimicos em diferentes concentragdes. Porém, alguns oleos essenciais podem
ser caracterizados pela presenca de um ou dois componentes majoritarios, que
Ihes conferem os sabores e odores caracteristicos (BAKKALI et al., 2008).

Apesar de possuirem carater lipofilico, o6leos essenciais diferem
quimicamente dos Oleos fixos, que s&o constituidos principalmente por
triacilglicerideos. Dentre as principais classes de substancias que constituem
0s Oleos essenciais destacam-se os terpenos e os fenilpropandides (OOTANI
et al., 2013). Os terpenos formam classes estrutural e funcionalmente
diferentes. Sdo produzidos a partir de varias combinac¢des de unidades base de
cinco carbonos (C5). Na figura 1 estdo representados exemplos de terpenos

que constituem os 6leos essenciais de algumas plantas.

Monoterpenos

T
SRS u
; / = P
~ \
‘.// \\/.-/

/ BTN ~LN

! \ \
Cimeno Sabineno a-Pineno B-Pineno

J\ //J\“::\ P //l\\\ /OH Q\:\ i

Citronelol Geraniol Carvacrol Timol

Sesquiterpenos

P

HO e A\\//’J\

Farmnesol Cariofileno

Figura 1- Alguns terpenos que constituem os 6leos essenciais.



A composicédo quimica dos Oleos essenciais € determinada por fatores
genéticos, porém outros fatores podem acarretar alteragdes significativas na
producdao dos metabdlitos secundarios. A mesma espécie de planta pode
produzir 6leos essenciais com composicdo quimica diferente dependendo da
variagdo de condigbes ambientais durante seu crescimento (WORWOOD,
1990). De fato, os metabdlitos secundarios representam uma interface quimica
entre as plantas e o ambiente. Diferentes estimulos ambientais podem
redirecionar as rotas metabolicas, ocasionando a biossintese de diferentes
compostos. Dentre estes fatores, podem-se ressaltar a temperatura, a
disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, nutrientes, poluicdo atmosférica,
altitude, indugado por estimulos mecéanicos ou ataque de patégenos. Também
podem ser caracterizados como fatores que influenciam na producdo de
metabdlitos secundarios o ritmo circadiano, desenvolvimento da planta e a
sazonalidade (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

2.1.2. Processos de extragao de dleo essencial e analise quimica

Os oleos essenciais produzidos e armazenados nas estruturas
secretoras podem ser extraidos por meio de pressdo, calor ou solventes
lipofilicos de varias partes da planta como folhas, frutos, raizes, madeira,
casca, etc. Uma das técnicas mais amplamente utilizadas na extragao de dleo
essencial é a destilagdo por arraste de vapor. Nesta técnica, a agua no estado
de vapor arrasta os constituintes volateis do material vegetal, que sao
condensados e coletados (MORAIS e FILHO, 2007).

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas tem sido
a técnica mais comumente utilizada para a analise qualitativa dos constituintes
Oleos essenciais. Os constituintes sao separados por cromatografia gasosa e
identificados por meio da comparagao com a literatura, com bancos de dados
dos espectros de massas e indices de retencdo relativos a uma série de

alcanos lineares conhecidos.



2.2. Familia Siparunaceae

Em seu habitat, a familia Siparunaceae é reconhecida pelas mesmas
caracteristicas vegetativas da familia Monimiaceae. Devido a algumas
diferencas filogénicas entre Siparuna Aubl e Glossocalyx Benth, esses dois
géneros classificados por Cronquist (1988) e por Kubitzki (1993) como
pertencentes a familia Monimiaceae foram segregados recentemente e
atualmente pertencem a familia Siparunaceae (SILVA e SILVA, 2008).

A familia Siparunaceae entdo consiste em dois géneros. Glossocalyx é
nativo da Africa Ocidental, com 70 espécies distribuidas desde o México e o
Caribe, até o Paraguai e Argentina. Siparuna conta com 72 espécies que
ocorre desde o México ao norte da América do Sul até a Bolivia e Paraguai
(RENNER et al., 1997). Apesar de o género Siparuna ainda ser reconhecida
por muitos taxonomistas como pertencente a familia Monimiaceae e citada sob
essa classificagcdo em inumeros artigos, o sistema APG Il (Grupo para a
Filogenia das Angiospermas), de 2003, segregou os géneros Siparuna Aublet e
Glossocalyx Benth., reconhecendo-os como sendo da familia Siparunaceae.

No Brasil, ocorrem cerca de 40 espécies de Siparuna, sendo mais
comuns na regidao Central e Sudeste, porém sua grande maioria provém da
regiao Amazénica. Esse género compreende a grande maioria das espécies
como arbustos e arvoretas. No entanto, existem 15 espécies de ocorréncia na
regiao Amazonica que sao arvores de 20 a 40 metros de altura, com diametros
dos troncos maiores que 120 cm (RENNER & HAUSNER, 2005).

Siparunaceae apresenta odor citrico desagradavel ou fétido em toda
planta devido a grande quantidade de 6leo essencial. As folhas na maior parte
das espécies se apresentam simples, elipticas, verticiladas ou opostas, de
margens inteiras a denteadas ou serreadas sem estipulas; peciolo de
comprimento variavel; ramos cilindricos com nds achatados. Algumas espécies
sdao completamente glabras enquanto outras apresentam varios tipos de
indumento nas folhas ou nos ramos (SILVA e SILVA, 2008).



2.2.1. Siparuna guianensis

Uma espécie pertencente a familia Siparunaceae de grande importancia
é Siparuna guianensis Aublet E uma planta aromatica, nativa em quase todo
Brasil com maior frequéncia na regido Amazédnica e apontada por alguns
pesquisadores como espécie prioritdria de conservagdo para a regido do
cerrado. Possui as sinonimias Citriosma camporum Tul.; Citriosma discolor
Poepp. & Endl.; Citriosma guianensis (Aubl.) Tul.; Citriosma guianensis var.
divergentifolia Pohl ex Tul.; Citriosma guianensis var.nuda Tul.; Siparuna
archeri A. C. Smith; Siparuna camporum (Tul.) A.DC.; Siparuna arianeae M. V.
L.Pereira; Siparuna cavalcantei Jangoux; Siparuna discolor (Poepp. & Endl.)
A.DC.; Siparuna duckeana Jangoux; Siparuna foetida Barb.Rodr.; Siparuna
guianensis var. glabrescens A.DC.; Siparuna guianensis var. longifolia A.DC.;
Siparuna guianensis var. nitens Kuntze; Siparuna itacaiunensis Jangoux;
Siparuna panamensis A.DC. e Siparuna savanicola Jangoux (VALENTINI et al.,
2010 a).

As folhas de S. guianensis sdo simples, membranaceas, de margens
lisas, opostas, peciolos de 0,5 a 1,5 cm de comprimento. Possuem de 10 a 33
cm de comprimento por 4 a 16 cm de largura, séo alongadas a elipticas ou
lanceoladas. Em algumas areas pesquisadas o tamanho das folhas foi maior
na area sombreada, com tamanho médio de 8,1 cm de largura e 23,8 cm de
comprimento, do que na area com maior incidéncia solar, cujo tamanho médio
foi de 5,7 cm de largura e 14,9 cm de comprimento (VALENTINI et al.,2009).

O fruto de Siparuna guianensis € multiplo cupuliforme, redondo, 0,68-
1,32 cm de comprimento por 0,67-1,37 cm de diametro, cupula receptacular
siconiforme, abre-se irregularmente formando camaras com frutiolos drupdides
elipsoides, papilosos, recobertos por excrescéncia carnosa branca, 4,2-5,8 mm
comprimento por 3,6-4,5 mm didmetro (APPROBATO e GODOQY, 2006). Sao
de cor verde quando jovens e vinho quando maduros, que se abrem expondo o
interior roseo-avermelhado com as sementes.

Na figura 2 podem ser observadas as folhas e frutos de S. guianensis.
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Figura 2- Detalhes das caracteristicas vegetativas e frutos de S. guianensis (Foto por
Coelho M.F.B, VALENTINI et al. 2010a).

2.2.1.1. Constituicao quimica e etnofarmacologia da planta

De acordo com VALENTINI et al. (2009) a etnobotanica da Siparuna
guianensis (Siparunaceae) compreende as interagbes estabelecidas pelas
populagdes tradicionais com esta espécie, ao longo das diversas regides em
que ocorre, refletindo o conhecimento local acumulado.

Em estudo no sul de Minas Gerais, RODRIGUES e CARVALHO (2001)
relatam que a planta é conhecida como negramina e ¢€ utilizada pelos
moradores da regido como decocto ou infuso com atividade anti-inflamatéria,
carminativa, estimulante, em tratamento de gripes, resfriados e reumatismo. No
cerrado do estado, a espécie é conhecida como folha-santa (HERRMANN et
al.,1998) e também pode ser identificada como marinheiro (SOUZA et al.,
2007). No estudo realizado em Luminarias- MG, RODRIGUES et al. (2002)
relatam que a planta além de ser usada como planta medicinal também é
utilizada para banho de descarrego. Em Goias, S. guianensis é utilizada como
analgésico, no tratamento de reumatismo e artrite (SOUZA e FELFILI, 2006).
No Mato Grosso, negramina €& considerada arbustiva (GUARIM NETO e
MORAIS, 2003) e como espécie tipica do Cerrado (AMOROZO, 2002).

MILLIKEN e ALBERT (2006) citam S. guianensis como planta medicinal
utilizada pelos indios Yanomani no Amazonas. As folhas esmagadas e inaladas
sdo usadas no tratamento de uma série de doengas, incluindo congestéao,
resfriados, tontura e nauseas. Os indios Wayapi, também tomam o decocto das

folhas e da casca do caule para o tratamento de gripe e febre, administrando-o
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oralmente em pequenas quantidades, mas principalmente na forma de banhos
(VALENTINI, 2010b apud LORENZI & MATOS, 2002).

No Para a espécie S. guianensis € conhecida vulgarmente como capitiu
e como catingoso, e suas folhas sdo empregadas para o tratamento de gripe,
reumatismo e inflamagdes (ALVINO et al., 2005; MARTINS FILHO, 2006). No
Parana a planta é conhecida pelos nomes de capitiu, limao-bravo e
cicatrizante-das-guianas e suas folhas tém atividade anti-inflamatoria,
caminativa, estimulante, para gripes e reumatismo (FURTADO, 2006). No
Distrito Federal S. guianensis € conhecida por limdo-bravo (VIANI e
RODRIGUES, 2007), negramina e erva-santa (PEREIRA e SILVA, 2008). Em
S&o Paulo é conhecida por amescla-de-cheiro (RODRIGUES, 1999) e mata-
cachorro (CIELO FILHO e SANTIN, 2002).

Estudos ja realizados com S. guianensis mostram que ha diferengca em
seus constituintes e no rendimento do 6leo essencial dependendo do local e
periodo de coleta o que leva a um maior interesse na analise sazonal dessa
planta. Em estudo com o 6leo essencial de S. guianensis obtido a partir das
folhas coletadas no Bosque Paulo Siqueira no municipio de Cuiaba — MT de
setembro/2007 a abril/2008, VALENTINI et al. (2010a) concluiram que em
todas as amostras analisadas a siparunona se apresentou como o componente
majoritario. Os constituintes que foram identificados em praticamente todas as
amostras mensais (siparunona, ledol e espatulenol) tiveram menor
concentracdo nos meses chuvosos. Obteve-se rendimento do 6leo essencial na
faixa de 0,1-0,6%. Observou-se que a maior quantidade da composigéo volatil
da S. guianensis ocorreu nos periodos reprodutivos, quando a planta estava
emitindo botdes florais, flores e frutos.

Na Zona da Mata de Minas Gerais, a ocorréncia de variabilidade de
producao de 6leos essenciais de S. guianensis, visando 0 manejo sustentavel
da espécie foi estudada por meio da producéo de 6leo essencial em fungao das
partes vegetais (folhas e galhos) e da época de colheita (primavera, verao,
outono e inverno) (CASTELLANI et al., 2006). Os resultados mostraram que
houve diferenga significativa entre as partes vegetais analisadas, sendo que,

nas folhas, ocorreu sempre maior produgao de 6leos essenciais.
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2.3. a-Bisabolol

O a-bisabolol também conhecido como levomenol é um alcool
sesquiterpénico monociclico insaturado que foi isolado pela primeira vez em
1951 das flores de Matricaria chamomilla. Esse composto de grande
apreciagdo da industria farmacéutica e cosmética se apresenta como quatro
estereoisdémeros (KAMATOU e VILJOEN, 2010) (Figura 3).

(-)-a- bisabolol (-)-epi-a-bisabolol (+)-a-bisabolol (+)-epi-a-bisabolol

Figura 3-Isbmeros do a-bisabolol.

Dentre as formas isoméricas que podem ser identificadas em diversas
plantas, atribui-se ao (-)-a-bisabolol as diversas propriedades bioldgicas
apresentadas por esse sesquiterpeno. CAVALIERI et al. (2011) demonstram
atividade de (-)-a-bisabolol contra apoptose. Também ja foi relatada atividade
anti-inflamatéria (VILA et al., 2010), anticancerigena (KAMATOU e VILJOEN,
2010), bactericida; anti-micdtica; cicatrizante e anti-séptica (ANDRADE, 2009).

O bisabolol € um composto lipofilico que apresenta suave aroma doce.
Atualmente a Camomila (Matricaria chamomilla) e a Candeia (Eremanthus
erythropappus) sao as principais fontes de a-bisabolol. Outras plantas possuem
esse alcool sesquiterpénico em sua composicdo. HEDIN et al. (1971)
extrairam esse composto (0-6%) do algodao (Gossypium hirsutum L.). VILA e
colaboradores (2010) identificaram esse composto em Plinia cerrocampanensis
coletada no Panama e concluiram que a planta pode ser considerada uma
nova fonte de a-bisabolol apés o mesmo ser identificado em 42,8%. Outra
planta que apresentou boa concentragdo (48,2+15,6%) de a-bisabolol é a
Lychnophora ericoides Less conhecida como arnica (MELO et al., 2009). HECK
e colaboradores (2012) constataram a presenca desse alcool em dleo de

Copaiba (Copaifera langsdorffi Desf.).
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2.4. Rhipicephalus microplus

O carrapato Rhipicephalus microplus é a unica espécie do subgénero
Boophilus que ocorre no Brasil. S&o carrapatos da familia Ixodidae, conhecida
como familia dos carrapatos duros. Pertencem a ordem Parasitiformes da
classe Arachnida e da subordem Metastigmata ou Ixodides. (CAMPQOS et al.,
2012)

R. microplus, conhecido popularmente como carrapato do boi € o
principal parasito hematdéfago de bovinos e provoca sérios prejuizos
econdémicos a pecuaria, evidenciados pela redugcdo da produtividade,
debilidade, anemia, perda de peso, lesées que afetam a qualidade do couro e
predispdem a infec¢des ou infestagdes secundarias, agravando-se ainda pela
transmissao de agentes patogénicos, como anaplasma e babesia, podendo
levar a morte.

Devido a tais prejuizos na pecuaria, € necessaria atengao especial ao
controle desse parasita no rebanho. Em propriedades que criam ragas bovinas
de origem européia a atencado deve ser redobrada. Considerando-se que cada
fémea do carrapato dos bovinos ingere durante sua fase parasitaria de 0,5 mL
a 1,0 mL de sangue e determina uma perda média estimada em 1,0 g de peso
vivo/carrapato e 8,9 mL de leite, torna-se facil entender como ocorrem as
perdas produtivas determinadas por altas infestagdes nos rebanhos. A perda
de peso, diminuicdo de producédo de leite, enfraquecimento generalizado,
desenvolvimento insatisfatério dos animais jovens dentre outros sintomas ditos
anteriormente se devem ao alto consumo de sangue e a inoculagdo de
substancias toxicas aos bovinos realizados pelas fémeas do carrapato.

O prejuizo econémico ocasionado pela infestagdo de carrapatos ao
rebanho se da pelo custo no tratamento dos bovinos e sem duvida pela perca
da producgao (BRITO et al., 2010).

Do ponto de vista econémico, Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(Canestrini 1887) é o carrapato mais importante da regiao Neotropical e um dos
mais importantes do mundo. No Brasil, com base em estimativas atualizadas,
as perdas econdémicas causadas por esse parasita chegam a dois bilhdes de
dolares por ano (GRISI et al., 2002) (MONTEIRO et al., 2010).
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Os prejuizos determinados pelo parasitismo por Rhipicephalus
microplus (Canestrini, 1887) a pecuaria bovina brasileira sdo classificados em
dois grupos principais. No primeiro grupo se enquadram os danos decorrentes
da acédo direta, caracterizados por espoliagdo sanglinea e suas
consequéncias, como anemia, irritacdo, quedas no peso e na producdo dos
animais, predisposicédo a instalagdo de miiases e desvalorizagdo dos couros.
Em um segundo grupo estd compreendido os transtornos ocasionados pela
acao indireta, constituidos, essencialmente, pela transmissdo de agentes
causadores de doengas, como a Tristeza Parasitaria Bovina (TPB) e pelos
gastos com a aquisicdo de medicamentos e de mao-de-obra especializada
para o tratamento dos animais, além das perdas com os bovinos que vao a
Obito, quando ndo adequadamente tratados. Na tentativa de evitar que a
situacdo chegue a tal ponto, o0s carrapaticidas sao utilizados
indiscriminadamente, levando ao aumento dos gastos e a selegédo e
proliferacdo de populagcdes de carrapatos resistentes as bases quimicas
disponiveis, além da poluicdo ambiental e da elevada quantidade de residuos
nos produtos derivados dos animais tratados. A receita proveniente da
comercializacdo de tais produtos normalmente nao €& suficiente para
compensar os gastos, levando muitos produtores a procura por outra atividade.
(FURLONG et al., 2003).

A dependéncia de poucas bases quimicas carrapaticidas disponiveis
no mercado, aliada a sua ma utilizagdo, levou a dispersdo generalizada da
resisténcia nas populagbes de carrapato, chegando-se ao ponto em que a
maioria dos produtos comerciais ndo apresenta a eficacia esperada ou
necessaria ao controle parasitario. Dessa forma, € notério o crescimento de
pesquisas que buscam detectar novas substancias ativas sobre esse parasita,
sejam elas oriundas de plantas, fungos ou outros organismos (CHAGAS et al.
2012).

Os mais recentes grupos quimicos carrapaticidas disponiveis no
mercado sao: fenilpirazol e as spinosinas (pertencente ao grupo das lactonas
macrociclicas). Porém ainda s&o de usos corrente carrapaticidas que tém como
principio ativo piretréides, organofosforados e amidinas, os quais permanecem
no mercado por causa do baixo custo relativo destas bases e por ainda

propiciarem o controle em algumas populagdes do carrapato do boi. A
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resisténcia a diversos acaricidas que se desenvolveu em isolados do carrapato
Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1887) se tornou um dos principais
problemas da bovinocultura brasileira. (CHAGAS et al., 2002).

Além da contaminacdo ambiental e dos residuos nos produtos animais
e seus derivados, a utilizacdo dos carrapaticidas organossintéticos tém
favorecido o desenvolvimento da resisténcia dos carrapatos a estes produtos.
O controle convencional de parasitas baseado na utilizagcdo de carrapaticidas,
ha anos vem demonstrando sua ineficacia como estratégia de controle em
longo prazo, através de recorrentes relatos de populagdes de ectoparasitas
resistentes as formulacdes comerciais disponiveis. No Brasil, a resisténcia das
populagbdes de carrapatos aos carrapaticidas € generalizada. Ha relatos de
resisténcia de populacdes deste ectoparasito a maior parte dos pesticidas
sintéticos usados no Brasil. Em alguns casos, R. microplus apresenta
resisténcia antes de entrar em contato com determinado produto. Isso ocorre
porque ja existiam alguns individuos naturalmente resistentes, ou entdo, como
€ mais comum, o uso frequente do produto causou alteragées (mutagdes) em
alguns individuos da populacdo tornando-os menos suscetivel. E o chamado
estabelecimento do alelo resistente. A continuidade do uso desse produto faz
aumentar o numero de individuos com essa caracteristica de resisténcia. Isso
ocorre, uma vez que morre a maioria dos individuos sensiveis e os resistentes
acasalam entre si, produzindo descendentes cada vez mais resistentes e em
maior numero na populagédo. (CAMPOS et al., 2012).

As propriedades inseticidas e acaricidas de extratos de plantas tém
sido estudadas desde a década de 50, mas o uso como carrapaticida se
encontram nas praticas etnbotanicas de muitos povos tradicionais. O
entusiasmo inicial por essas substancias surgiram com a divulgacdo de
quimicos acaricidas, com o surgimento da resisténcia quimicas dos carrapatos
e como interesse em um método barato eficaz. (KISS et al., 2012).

Plantas com atividade acaricida e inseticida tém sido utilizadas
tradicionalmente devido a seu efeito repelente, sdo especialmente uteis na
prevencao de ataques de ninfas, que séo importantes ligagcoes epidemioldgicas
em transmissdo de doencas e é também a fase mais resistente a acéo
biopesticida. Um repelente -normalmente um volatil- € um produto quimico que

faz com que o parasita faga seu movimento orientado para longe da fonte de
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estimulo, uma vez que carrapatos usam odores dos hospedeiros em questao
essas substancias volateis podem mascarar ou cobrir esses odores e perturbar
a atividade do carrapato a procura do hospedeiro (JAENSON et al., 2005).

Principais vantagens de acaricidas botanicos sdo representadas
geralmente por baixo custo de produgédo, reducdo da probabilidade de
resisténcia que ocorre em carrapatos e por sua imagem e agao ecologica mais
aceitavel (KISS et al., 2012).

Séao realizados testes de campo em grande escala juntamente com
estudos de seguranga para estabelecer a dosagem adequada, identificar
compostos mais eficazes, desenvolver formulagdes convenientes e conhecer a
relagédo do efeito sobre os outros organismos que poderao ser atingidos.

O uso da fitoterapia no campo das ciéncias veterinarias tem sido um
processo incremental. No entanto, € preciso enfatizar que as investigagdes
sobre o0 uso de extratos vegetais para controle de carrapatos, especialmente R.
microplus, tornaram-se intenso na ultima década, tanto no Brasil quanto em
outros paises. Mesmo que um grande numero de investigagdes comprove a
atividade acaricida de alguns extratos de plantas em laboratério, o estudo com
0 hospedeiro é necessario com o objetivo de validar esta estratégia de controle
(BORGES et al., 2011).

Neste contexto, o estudo da atividade acaricida do 6leo essencial de
Siparuna guianensis contra R. microplus se mostrou interessante, devido as

diferentes propriedades da planta ja relatadas na literatura.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Coleta das plantas e obtengcao das amostras

Para a extracdo do 6leo essencial, foram utilizadas as folhas de S.
guianensis. As plantas utilizadas nesse trabalho foram coletadas em quatro
populagdes na Zona da Mata no estado de Minas Gerais: Tocantins, Sdo
Miguel do Anta, Porto Firme e Vigosa. Foram realizadas seis coletas bimensais
durante o periodo de fevereiro e dezembro de 2012.
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Tocantins

VIGOSA SAO MIGUEL TA OCANTINS PORT FIRME
LATITUDE 204514 S 20°4226" 21*10'30"S 20°40°24" S
LONGITUDE | 42°52°54" W 42°43'08™ W 43°0104" W 43°0504™W
ALTITUDE 649 m 760m 363m 595m

Figura 4- Mapa e localizagao geografica dos pontos de coleta. (Fonte: www.
geografos.com.br, acessado dia 29/03/2014 as 20:32 h)

As folhas foram selecionadas e separadas em amostras de
aproximadamente 100 g. As extragdes foram realizadas em triplicata. Exsicatas

foram herborizadas e incorporadas ao acervo do Herbario VIC do
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Departamento de Biologia Vegetal (DBV) da Universidade Federal de Vigosa
com os seguintes numeros de registros: Tocantins VIC 35401; Sdo Miguel do
Anta VIC 35402; Porto Firme VIC 35492 e Vicosa VIC 36630.

4.2. Extragcao e Determinacgao do teor do éleo essencial

Cada amostra foi pulverizada e submetida a hidrodestilagdo em aparelho
tipo Clevenger por 3 horas. Os Oleos obtidos, juntamente com o hidrolato,
foram recolhidos e extraidos com pentano (3 x 20 mL) em funil de separagéao.
As fases orgénicas foram secadas com sulfato de magnésio anidro e o solvente
removido sob baixa pressao, a 40 °C, em evaporador rotativo. Os 6leos foram
acondicionados em frascos de vidro, sob atmosfera de nitrogénio, e mantidos
sob refrigeragcéo a temperatura de aproximadamente -4 °C, até o momento das
analises quimicas e ensaios de atividade bioldgica.

Para a determinacdo da matéria seca, trés aliquotas de
aproximadamente 2 g de folhas de cada amostra passaram por secagem em
estufa a 103 + 2 °C até massa constante (ASAE, 2000). A massa de cada 6leo
foi mensurada em balanca analitica e os rendimentos expressos em relacéo a

massa de matéria seca do vegetal.

4.3. Analise qualitativa dos constituintes dos 6leos essenciais.

Para a identificacdo dos constituintes dos oleos essenciais de S.
guianensis, foi utilizado um cromatografo a gas (Shimadzu GC-17A, Japéo)
equipado com coluna de silica fundida RTX-5 (30 m x 0,25 mm, espessura do
filme de 0,25 um) e acoplado a um espectrdmetro de massas (Shimadzu
GCMS-QP5050A, Japéo). O gas de arraste utilizado foi o hélio com fluxo de 1,8
mL min™". A temperatura do injetor foi de 220 °C, sendo a temperatura inicial da
coluna 40 °C mantida por 2 minutos, seguido de aquecimento a 3 °C min™ até
300 °C, permanecendo isotermicamente por 15 min. O volume de inje¢ao da
amostra foi de 1,0 uL (10 mg mL™" em CH.Cl,) com razdo de split 1:10, a

pressao da coluna foi de 100 kPa e a temperatura da interface 240 °C. Com
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relacao ao espectrdbmetro de massas, o processo de ionizagao foi por impacto
de elétrons (70 eV) e a amplitude de varredura foi de 30 a 600 Da.

As identificagcdes dos componentes foram realizadas pela comparacgao
de seus tempos de retencédo, relativos a série de alcanos (Cg — Cy7), e pela
comparacgao dos espectros de massas com o banco de dados da biblioteca
Wiley (Wiley 330.000) ou com a literatura (ADAMS, 2007).

4.4. Analise quantitativa dos constituintes dos 6leos essenciais

Para a quantificacdo dos constituintes dos 6leos essenciais de S.
guianensis foi utilizado um cromatografo a gas (Shimadzu GC-17 A, Japéao)
equipado com detector de ionizagdo em chama (DIC) e coluna capilar de silica
fundida SPB-5 (30 m x 0,25 mm, espessura do filme de 0,25 um, Supelco). O
gas de arraste utilizado foi nitrogénio com fluxo de 1,8 mg mL™". A temperatura
do injetor foi de 220 °C, a temperatura do detector 240 °C e a temperatura
inicial da coluna 40 °C mantida por 4 minutos, seguido de aquecimento a 3 °C
min™' até 300 °C, permanecendo isotermicamente por 15 min. O volume de
injecdo da amostra foi de 1,0 mL (10 mg mL™" em CH.Cl,) com razdo de split
1:10 e a pressao da coluna foi de 115 kPa.

As analises foram realizadas em triplicatas e a concentracdo de cada
constituinte foi calculada pela porcentagem da area do pico correspondente em

relacao a area total de todos os picos do cromatograma.
4.5. Purificagao e caracterizagao do a-bisabolol

Para a purificagdo do a-bisabolol, utilizou-se uma coluna cromatografica
(36 cm x 18 mm) empacotada com silica em gel. Foram pesados 0,5ge 0,2 g
de O6leo essencial das plantas de Tocantins e Sado Miguel do Anta
respectivamente, e aplicados no topo da coluna. A eluicdo ocorreu em
gradiente de hexano:éter dietilico, com as seguintes propor¢des: 10:0, 10:0,
9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5 v/v.
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As fragbes coletadas (10 mL) em tubo de ensaio foram avaliadas por
cromatografia de camada delgada, tendo como eluente hexano e éter dietilico
na propor¢ao de 7:3 v/v e o acido fosfomolibdico como revelador.

A confirmagdo estrutural foi feita por meio das técnicas de
espectrometria de massas, RMN de 'H, *C, DEPT 135, HETCOR e COSY. Os
experimentos de RMN foram realizados em espectrémetro Varian Mercury 300
(Bo = 7,05 T), operando a 300 MHz para 'H e a 75 MHz para *C. O
espectrémetro é equipado com sondas de 5 mm para detecg¢ao direta. Utilizou-
se cloroférmio deuterado como solvente, e os espectros foram referenciados
pelo sinal do CHCIs (o = 7,27). As constantes de acoplamento escalar (J)
foram expressas em Hertz (Hz).

As rotagdes especificas [ap] foram obtidas em um polarimetro (Nova
Optical Systems — 1412), com 589,44 nm, em tubo de comprimento de 2,0 dm,

a temperatura ambiente. Para obteng¢ao dos dados foi utilizada a equacgéo 1:

_ R
dXxc

Em que R é a rotagdo observada, d o caminho é6tico (dm) e C concentracéo da
amostra (g mL™)

ap

4.6. Avaliacao da atividade carrapaticida

4.6.1. Obtencao dos carrapatos

Para avaliar a atividade carrapaticida dos Oleos essenciais de S.
guianensis, foram utilizadas aproximadamente 26.000 larvas de R. microplus.
Os carrapatos utilizados foram obtidos a partir de infestagdes artificiais em
bezerros mantidos no Campo Experimental José Henrique Bruschi (CEJHB),
da Embrapa Gado de Leite, localizado no municipio de Coronel Pacheco,
Minas Gerais, Brasil (registro CEUA-EGL 11/2013). O teste de pacote de larvas
foi aplicado as larvas nao ingurgitadas e para fémeas ingurgitadas foi utilizado

o teste de imersao.
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4.6.2. Teste de pacote de larvas

Para a realizacao do teste, foram utilizadas larvas com idade entre 15 a
21 dias apos eclosédo, sendo empregado o método proposto por Stone e
Haydock (1962), adaptado por Monteiro e colaboradores (2012). Nesta
metodologia, aproximadamente 100 larvas foram colocadas no centro de papel
de filtro (6x6 cm) e em seguida foram dobradas ao meio com as extremidades
seladas com clipes. Cada oleo essencial utilizado para o teste foi
primeiramente dissolvido em agua e Tween. Na figura 5 estdo representadas

as etapas de realizacao do teste.

Figura 5- a- Pacotes utilizados para a realizacdo do teste.
Para cada concentragéo de 6leo essencial testado
foram utilizados dez pacotes preenchidos com
larvas de R. microplus. b- Larvas de R. microplus
sendo colocadas no papel c- Pacote ja preenchido
com as larvas e ja vedado com clipes d- Pacote
com larvas sendo umedecidos com a solugao
contendo o oleo essencial.

Posteriormente, cada um dos lados dos pacotes foram umedecidos
uniformemente com 90 uL das solugdes de 6leos essenciais nas concentragdes

de 2,5; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 mg mL™". Um grupo controle foi formado em que as
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larvas foram tratadas com Tween 80 (20,0 mg mL™"). Para cada concentracéo
testada foram realizadas dez repeticoes.

Todos os grupos experimentais foram mantidos em camara climatizada
(27 £ 1° C e UR > 80 = 10%). A mortalidade foi avaliada 24 horas apods a
aplicacdo das amostras testadas através da contagem das larvas vivas e
mortas. Fez-se uma injegdo de ar sobre os parasitas para observar a
mobilidade das larvas vivas. O critério para a avaliacdo da mortalidade foi a
incapacidade de locomocéo das larvas sobre o papel de filtro. A mortalidade

(M) foi expressa em percentagem calculada de acordo com a equagao:

L
M=-2x%x100
Ly

Em que L, € o total de larvas mortas e L; € o total de larvas utilizadas no teste.

4.6.3. Teste de imersao de fémeas

Esse teste foi realizado com fémeas recém-desprendidas de bezerros
artificialmente infestados, sendo o método empregado proposto por Drummond
et al. (1973). Para realizacao do teste, fémeas ingurgitadas foram divididas em
grupos contendo dez fémeas, com pesos homogéneos (p> 0,05). Cada dleo

essencial utilizado para o teste foi primeiramente dissolvido em agua e Tween.

Figura 6- Fémeas ingurgitadas de R. microplus.

Em seguida, cada grupo foi imerso durante 5 minutos nas concentragdes

testadas de 6leo (10, 20, 40 e 60) mg mL™". No grupo controle, os carrapatos
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foram imersos em Tween 80 (20 mg mL™") e 4gua. Apds a imersdo, cada fémea
foi pesada e mantida individualmente em placas de Petri (6x6 cm), para
monitorar a oviposicdo (cada carrapato foi considerado uma unidade
experimental). Os grupos foram mantidos numa camara climatizada (27 £+ 1°C e
UR> 80 £ 10%) e os ovos foram coletados diariamente até a morte da ultima
fémea. Os ovos coletados de cada fémea foram colocados em seringa com o
corte na extremidade distal e vedado com algodao hidroéfilo, mantidos sob as
mesmas condigcdes de temperatura e umidade descrita anteriormente. Foram
avaliados o peso da fémea antes da oviposi¢cédo, o peso da massa de ovos e a
percentagem de ecloséo.

O indice de producdo de ovos (EPI%) foi obtido de acordo com a

equacgao proposta por Bennett (1974).

M,
EPI = —2 % 100
Py

Em que, M, é a massa dos ovos e Pr é o peso da fémea antes da oviposicao.
O percentual de controle dos tratamentos, por meio de inibicio de prole,
foi obtido de acordo com o método proposto por Drummond et al. (1973).

Primeiramente, foi calculado o indice de reprodugao estimada (ER).

M,

ER = —
Py
Em que, M, é a massa dos ovos e Ps € o peso da fémea antes da oviposigao.

Em seguida, foi calculado o percentual de controle (PC).

- ERgc_ERgr
~ ERge

%X 100
Em que, ERsc e ERsrsao o indice de reproducao estimada do grupo controle e
do grupo tratado, respectivamente.

Na figura 7 estao representadas as etapas de realizacdo do teste de

imersao de fémeas ingurgitadas de R. microplus.
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Figuras 7- a-Fémeas individualmente colocadas em Placas de Petri b- Imerséao
das fémeas na solugdo testada c- Fémeas apdés mergulho da
solugao d- Fémeas enxugadas em papel toalha e- Determinagcéo do
peso de cada fémea apos imersao f-Acondicionamento das fémeas

em Placas de Petri.

4.6.4. Analise estatistica

Analises de varidncia e do teste de Tukey foram utilizadas para

comparar os valores médios dos tratamentos. O software utilizado foi o Biostat

5.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Teor dos 6leos essenciais extraidos em diferentes periodos de coleta

Ao longo do periodo de anélise, os teores médios de 6leo essencial nas
folhas de S. guianensis, em relagdo a massa seca, foram de 1,5+1,1% para a
populacdo coletada em Porto Firme (PF), 4,6£1,2% para Tocantins (TO),
3,60,7% para Sdo Miguel do Anta (SM) e 2,2+1,0% para Vigosa (VI) (Figura
8). Os valores se apresentaram superiores aos teores de 6leo essencial de
populagdes de S. guianensis da regido amazobnica (ZOGHBI et al., 1998), nas
quais os autores encontraram 0,2% de rendimento para o 6leo essencial de
plantas coletadas em Moju (PA), 0,1% para plantas coletadas em Rio Branco

(AC) e 0,3% para plantas coletadas em Belém (PA).

6,0 -

4,0 -

3,0

Rendimento (%) em relagdo MS

1,0 -

0,0 n T
PF TO SM W

Figura 8 - Média dos rendimentos de 6leo essencial (%) das
plantas coletadas em Porto Firme, Tocantins, Sao
Miguel do Anta e Vigosa.

Na figura 8 estdo representados os rendimentos dos 6leos essenciais
das quatro populagbes ao longo do periodo de coleta. Observa-se que os
teores de 6leo essencial variaram dependendo da época de coleta para todas
as populagbes amostradas. Os maiores teores foram observados para as

plantas provenientes de Tocantins, atingindo valor maximo de 6,6£0,1% no
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Rendimento (%) em relagao
a MS

més de junho. O valor minimo de rendimento de 6leo essencial das plantas
desta populagao foi observado no més de agosto (3,5+0,1%).

Para o oleo essencial das folhas de S. guianensis coletadas em Séao
Miguel do Anta, o maior valor de rendimento foi obtido no més de dezembro
(5£1,5%), enquanto que o menor valor observado foi no més de abril
(3,0+1,3%).

As plantas coletadas na populagdo de Porto Firme apresentaram maior
teor de dleo essencial no més de junho (3,0+1,4%) e menor teor no més de
fevereiro (0,810,7%).

O maior teor de d6leo essencial observado para as plantas provenientes
de Vicosa foi observado no més de dezembro (3,4+1,3%) e o menor teor no

més de agosto (1,0+0,1%).

- 'Vigosa

= Porto Firme

& S3o Miguel do Anta

Tocantins

Fevereiro Abril Junho Agosto Outubro Dezembro

Figura 9- Teor de 6leo essencial (%) das folhas de S. guianensis coletadas
bimensalmente na microrregiao de Vigosa.

A variagdo no teor de d6leo essencial nas folhas de S. guianensis em
relacdo a época de coleta também foi observada para plantas coletadas na
cidade de Cuiaba, Mato Grosso, no periodo de novembro de 2007 a outubro de
2008 (VALENTINI et al., 2010b). Os autores observaram maior teor de dleo
essencial no més de julho (0,61% em relagdo a massa de folhas frescas) e

menores teores nos meses de fevereiro e margo de 2008 (0,1%).
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5.2. Composigao quimica do 6leo essencial

A tabela 2 apresenta os principais constituintes identificados nos o6leos
essenciais extraidos das folhas de S. guianensis coletadas nas cidades de
Tocantins, Sdo Miguel do Anta, Porto Firme e Vigosa, Minas Gerias, Brasil, no
periodo de fevereiro a dezembro de 2012.

Dentre as principais classes de substancias observadas nos 6leos
essenciais, os hidrocarbonetos monoterpénicos variaram de 9,7 a 26,6% para
as plantas coletadas na cidade de Tocantins; de 0,6 a 1,1% para as plantas
coletadas em Sao Miguel do Anta; de 4,6 a 15,6% para as plantas coletadas
em Porto Firme; e nao foram encontrados nos 6leos extraidos das plantas
provenientes de Vigosa. Os monoterpenos oxigenados foram representados
apenas pela presencga de baixas concentragdes da substancia p-cimen-8-ol no
Oleo essencial das plantas coletadas em Tocantins.

De modo geral, os dleos essenciais das plantas de todas as quatro
populagdes se caracterizaram pela predomindncia de compostos
sesquiterpénicos. Os hidrocarbonetos sesquiterpénicos variaram de 4,8 a
24,8% no Oleo extraido das plantas de Tocantins; de 4,1 a 11,3% para as
plantas de Sdo Miguel do Anta; de 26,4% a 71,3% para as plantas de Porto
Firme; e de 57,0% a 89,6% para as plantas de Vigosa. Os sesquiterpenos
oxigenados variaram de 52,4 a 68,4% para as plantas de Tocantins; de 69,4 a
87,4% para as plantas de Sdo Miguel do Anta; de 3,4 a 45,2% para plantas de
Porto Firme; e de 2,5 a 30,6% para as plantas de Vigosa.

O alto teor de sesquiterpenos oxigenados apresentado pelas plantas
coletadas em Tocantins e Sdo Miguel do Anta se deve as altas concentragdes
de a-bisabolol (1), que foi o constituinte majoritario nos 6leos essenciais dessas
plantas durante todo o periodo de analise. Todavia, esse composto nao foi
observado nos odleos das plantas coletadas em Porto Firme e Vigosa. Na
populacdo de Tocantins, o a-bisabolol variou de 45,2 a 66,4%, seguido pelo
monoterpeno a-terpinoleno (6,6 a 23,5%), confirmando resultados ja obtidos
para plantas desta localidade (MONTANARI, 2010). Para as plantas de Séao
Miguel do Anta, o a-bisabolol variou de 62,6 a 86,0% durante o periodo de

analise.
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Tabela 2- Principais constituintes identificados no oleo essencial (%) extraido das folhas de Siparuna guianensis coletadas em quatro
populagdes distintas (Tocantins, Sdo Miguel do Anta, Porto Firme e Vigosa). O total identificado apresenta a soma de todos os
constituintes identificados durante o periodo de analise.

CONSTITUINTES TOCANTINS SAO MIGUEL DO ANTA PORTO FIRME VIGOSA
1A IA* [Fev Abr Jun Ago Out Dez|Fev Abr Jun Ago Out Dez| Fev Abr Jun Ago Out Dez |Fev Abr Jun Ago Out Dez
HM°“°te'pe“°s 9,7 26,6 26,8 11,0 28,3 156/ 08 09 06 06 11 05| 46 122 141 84 156 136 - - - - - .-
idrocarbonetos
a-Pineno 932 92803 03 02 05 04 - |03 02 02 01 01 01] - 04 02 04 05| - - - - - -
Mirceno 988 990 (04 07 05 03 07 04|05 07 04 04 09 04|35 11,3 140 76 140 120| - - - - - .
Limoneno 1024 102406 09 07 07 10 07| - - - 01 01 - |11 09 07 07 10 10| - - - - o .
a-Terpinoleno 1086 1084| 6,6 22 227 7,8 235 131 - - - - - | - - - - ; N
Mon.oterpenos 34 0,5 _ 1,6 21 1,8 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
Oxigenados
p-Cimen-8-ol 1179 1185| 3,4 05 - 16 14 16| - - - - - - | - - - - - - - - - -
l_?.esq”'terpems 248 48 83 86 84 97|41 95 59 74 20 11,3|71,3 408 63,2 686 264 311|574 58,8 57,1 89,6 57 63,4
idrocarbonetos
a-Copaeno 1374 1372|14 - - 01 041 03| - - 01 01 01 01|10 03 07 05 05 08|11 18 02 10 16 21
-Elemeno 1389 138745 - - 02 04 01| - - - - - - |15 06 06 11 10 15|43 34 22 38 40 54
(E)-Cariofileno 1417 1418|13 - - 02 01 02|02 03 02 03 - 02|09 08 08 08 07 10|12 02 30 17 16 22
(E)-B-Farneseno 1454 1459|107 06 - 07 07 02|03 08 01 05 01 1,2 - - - - - - - - - - - -
Germacreno D 1484 1479|56 08 - 19 07 10| - 06 06 05 05 05|80 57 13,0 100 7,7 7.4 |258 27,0 252 60,0 29,6 31,0
Biciclogermacreno 1500 1494( 50 14 30 1,8 20 20|03 40 21 33 23 35360 16,0 26,0 36,7* 30,0+ 27,0(124 - 10,0 86 12,0 10,8
B-Sesquifelandreno 1521 1517 2,0 - 1,3 09 08 16(0,7 11 07 09 10 0,7 - - - - - - - - - - - -
Germacreno B 1559 1589 - - - - - - |- - - - - - |152 11,0 200 133 11,0 13,050 61 40 16 06 14
Sec‘;‘gi‘;';f‘;pde::s 52,4 60,9 56,4 68,4 57,4 62,2|86,0 80,6 87,4 851 84,5 69,4| 14,6 392 34 10 452 49 |21 27,3 30,3 2,5 30,6 27,3
Espatulenol 1577 1576| 3,3 - - 10 041 04| - - 06 - 01 - |20 30 - - 30 09| - - - 02 03 -
Torreiol 1644 1637|118 08 01 10 - - | - 06 - 07 02 06|05 18 13 15 - - | - 48 - 05 10 48
B-Eudesmol 1649 1655| - - - - - | - - - . . 04|20 25 21 - ; - |56 150 16,5 03 21,0 56
a-Cadinol 1652 1655|111 01 - - 03 03| - - - - - - 114 100 - - 18 1081 35 80 15 - 88
a-Bisabolol 1685 1685|452 60,0 56,3 66,4 57,0 61,5/86,0 80,0 84,0 83,3 83,3 62,6| - ; ; ; - N
Germacrona 1693 1700 | - - - - - - - - - - - 50 15,0 - - 54 5,2 - - - - - -
Total identificado 89,5 93,9 91,4 90,4 94,0 891|909 91,4 939 931 921 81,2/ 91,0 89,6 821 87,8 91,6 291|784 861 87,4 92,1 87,6 90,7

IA- Indice aritmético tabelado; IA*- Média dos valores de indice aritmético calculado.
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O oleo essencial extraido das plantas coletadas em Vigosa
apresentou germacreno D (2) como constituinte majoritario em todo o
periodo de analise, variando de 25,8 a 60%. O hidrocarboneto
sesquiterpénico biciclogermacreno variou de 8,6 a 12,4%, porém néo foi
observado no més de abril. O sesquiterpeno oxigenado B-eudesmol foi
observado nas concentragdes de 15%, 16,5% e 21% nos meses de abril,
junho e outubro, respectivamente.

O dleo essencial extraido das folhas de S. guianensis coletadas em
Porto Firme apresentou dois constituintes majoritarios durante o periodo
de analise: Biciclogermacreno (3) e curzereno (4). Esses dois compostos
se apresentaram no mesmo tempo de retencdo em todas as analises
realizadas com esse 6leo essencial. Para identifica-los, foram modificados
alguns parametros do cromatografo: o fluxo, a rampa de temperatura e a
razado de split a fim de obter um tempo de retengcdo para cada um,

conforme apresenta a figura.
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Figura 10- Biciclogermacreno e curzereno sob diferentes condi¢des de
analise. Na primeira condigao (A) se apresentam em um
mesmo tempo de retencéo e na segunda condi¢ao (B) em

tempos de retencéao diferentes.

O monoterpeno hidrocarboneto mirceno foi identificado em todo
periodo de analise desse 6leo essencial e representa 10% da composic¢ao
volatil desse individuo. Os sesquiterpenos hidrocarbonetos germacreno D
(8%) e germacreno B (14%) também foram identificados em todo periodo
de analise. O sesquiterpeno oxigenado muuroleno <14-oxy-a> foi
identificado somente nesse Oleo volatil apresentando 12,6% da
composig¢ao quimica das folhas coletadas no més de dezembro.

Observa-se que as plantas de cada localidade possuem oleos
essenciais com constituicbes quimicas distintas e com a presenga de
substancias com atividades de interesse reconhecidas. O curzereno
apresentou efeito anti-proliferativo em células tumorais (COSTA et al.,
2010 e ZHONG et al, 2011). O biciclogermacreno possui atividade

antifangica (SILVA et al., 2007) e o germacreno D possui atividade
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antibacteriana (MURARI et al., 2008) e é considerado um precursor de
muitos sesquiterpenos (BULOW e KONIG, 2000).

ZOGHBI e colaboradores (1998) analisaram o 6leo essencial de
trés populagcbes de S. guianensis na regido amazénica e encontraram
como constituintes majoritarios o espatulenol (15,7%) e o epi-a-bisabolol
(25,1%) para amostras coletadas em Moju (PA); espatulenol (22,0%), a-
selin-11-en-4-ol (19,4%), B-eudesmol (10,0%) e elemol (10,0%) para
amostras coletadas em Rio Branco (AC); e germacrona (23,2%),
germacreno D (10,9%) e atractilona (31,4%) para amostras coletadas em
Belém (PA).

Em S. guianensis coletada na cidade de Cuiaba, MT, VALENTINI
et al., (2010b) também observaram a predominancia de sesquiterpenos
oxigenados durante todo o periodo de coleta (novembro de 2007 a
outubro de 2008). Entretanto, o principal constituinte encontrado por
esses autores foi a siparunona (5), que variou de 21,1 a 59,8%. No
presente trabalho esse composto nao foi identificado em nenhuma
populacao estudada

Os resultados indicam, portanto, que o dleo essencial presente nas
folnas da espécie S. guianensis pode apresentar variagdo de teor e
constituicdo quimica em funcédo do local de ocorréncia das plantas e da

época de coleta.
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Figura 11- Constituintes majoritarios identificados no 6leo essencial das
folhas de S. guianensis coletadas em Tocantins, S&do Miguel

do Anta, Porto Firme e Vigcosa-MG e no Mato Grosso do Sul.

5.3. Purificagao e caracterizagao do a-bisabolol

O Aalcool sesquiterpénico a-bisabolol que ja demonstrou ser de
grande importdncia na industria, principalmente farmacéutica, foi
identificado em alta concentracdo (aproximadamente 70%) no Oleo
essencial das folhas de Siparuna guianensis. Atualmente sua principal
fonte desse alcool é a Candeia, uma importante espécie do cerrado
brasileiro (REIS et al., 2007).

Na Candeia, o a-bisabolol é extraido de sua madeira. SCOLFORO
e colaboradores (2004) relataram que a cada metro cubico sdlido de
madeira de arvores de candeia € possivel extrair 6 kg de a-bisabolol.
Extrair o 6leo essencial do lenho de Candeia se torna dificil, pois esta
planta precisa de 15 a 20 anos para atingir um tamanho bom para
producdo de o6leo essencial. Em relagcdo a Siparuna guianensis o a-
bisabolol é obtido a partir do 6leo essencial extraido de suas folhas, o que
pode facilitar esse processo, pois ndo precisa cortar a planta e sua

producéo é feita durante o ano todo.
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Para confirmar a caracterizagdo molecular do a-bisabolol obtido
dos Oleos essenciais, esse composto foi isolado das amostras coletadas
em Tocantins e Sdo Miguel do Anta e as analises foram realizadas

separadamente.
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Figura 12- Cromatograma do a-bisabolol obtido por cromatdgrafo gasoso
(FE: Silica fundida. FM: Gas Hélio. Raz&o de split 1:10)

Por meio do tempo de retengcdo do composto isolado obtido em
analises com cromatografo gasoso (Figura 12) foi possivel calcular o
indice de Kovatz desse composto que se assemelhou com seu indice de
Kovatz tabelado do a-bisabolol.

A andlise do padréo de fragmentagao do composto isolado (Figura
13) sugeriu que o mesmo poderia ser o a-bisabolol evidenciado pela
presencga dos fragmentos caracteristicos de sesquiterpenos. Observou-se
também a presencga do ion molecular m/z 204 de uma provavel perda de
uma molécula de agua, fragmentagdo caracteristica de alcoois. Os
resultados estao de acordo com dados da literatura (RODRIGUES, 2004).
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Figura 13-Espectro de massas do a-bisabolol obtido em cromatégafo
gasoso acoplado a Espectrémetro de massas (FE: Silica fundida. FM:
Gas Hélio. Razéao de split 1:10. lonizagao por impacto de elétrons, 70 eV)

Em seguida foram realizadas andlises de Ressonancia Magnética
Nuclear e confirmou-se a estrutura do a-bisabolol por meio de espectros
de RMN de "H, RMN de °C, COSY, HETCOR e DEPT.

a-Bisabolol

Nos espectros de RMN de *C (Apéndice 5 e 6) foram observados
sinais que possibilitaram identificar 15 carbonos. Destes, sao
caracteristicos os sinais em: 6 124,79 (C5), 131,32 (C4’), 120,78 (C3’) e &
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23,91 (C1), 17,67 (C7), 29,66 (C7’) e 23,19 (C8), correspondentes aos
carbonos metilicos. Esses sinais estdo de acordo com os sinais de RMN
de ®C apresentados na literatura para o a-bisabolol (MATOS et al. 1988).

No espectro de RMN de 'H (Apéndice 7 e 8) foram observados os
sinais caracteristicos dos hidrogénios olefinicos, em 6 5,07-5,16 (H5, m,
1H) e 5,35-5,42 (H3’, m, 1H), e dos hidrogénios de grupos metilas, em &
1,13 (H1, s, 3H), 1,64 (H8, s, 3H), 1,68 (H7’, s, 3H) e 1,61 (H7, s, 3H). Os
dados de RMN de 'H apresentados na literatura para o a-bisabolol
indicam os sinais de deslocamentos quimicos semelhantes aos obtidos
nesse trabalho (SCHWARTZ e SWANSON 1979).

No mapa de contornos COSY (Apéndice 9 e 10) observou-se as
correlagdes entre: H1-H1’; H4-H5; H5-H7 e H8; H2'-H3’; H3’-H7’

O mapa de contornos HETCOR (Apéndice 11 e 12) auxiliou a
andlise dos espectros de RMN de 'H e ™C, confirmando, os
deslocamentos quimicos dos hidrogénios metilicos.

Na Tabela 3 encontra-se dados de RMN de 'H, "°C, DEPT 135 e
COSY para a-bisabolol em CDCls.
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Tabela 3- Dados de RMN de 'H, *C (DEPT 135) e COSY
para a-bisabolol isolado a partir do 6leo
essencial de S. guianensis em CDCls.

c 5C
(DEPT)  &H (mult.,J em Hz) CcoSY
1 23,91(CH3) 1,13(s) H1’
2 74,31(C) - -
3 39,09(CHy) 1,46-1,53(m) -
4  23,95(CH,) 1,74-1,93(m) H5
5 124,79(CH)  5,07-5,16 (m) H4 H7 H8
6 134,87(C) - -
7 17,67(CHs) 1,61 (s) -
8 23,91(CHs) 1,64 (s) -
1" 43,28(CH) 1,53-1,57(m) H1
2'  22,26(CH,) 1,94-2,10 (m) H3’
3' 120,78(CH)  5,35-542 (m) H2' H7’
4 131,32 (C) - -
5  31,03(CH,) 1,94-2,10 (m) -
6' 26,04(CH,) 1,18-1,34 (m) -
7' 29,66(CHs) 1,68 (s) H3’

A rotagao especifica do composto isolado permitiu a determinagao
de valores negativos. Para o a-bisabolol isolado a partir das plantas
coletadas em Sao Miguel do Anta e Tocantins obteve-se respectivamente
os valores de [a]p= -55,57° e [a]p= -54,27°. Para o padrdo do (-)-a-
bisabolol obteve-se valor de [a]p= -54,8°.

GUNTHER et al. (1993) separaram os quatro isbmeros de a-
bisabolol por meio de cromatografia liquida semi-preparativa em fase
estacionaria de tribenzoilcelulose. Ao analisar a rotacdo especifica dos
compostos isolados obtiveram os seguintes valores: (-)-a-bisabolol [a]p= -
51,02° (-)-epi-a-bisabolol [a]p= -67,48° (+)-a-bisabolol [a]p= +57,04; (+)-
epi-a-bisabolol [a]p= +70,11°.

MATOS et al. (1988) relataram o valor de [a]p = -48,9° para (-)-a-
bisabolol bisabolol. Estando os dados de RMN de 'H e de *C (Tabela 3)
e a rotacao especifica (Tabela 4) em conformidade com a literatura,
confirma-se que o composto isolado a partir do 6leo essencial de S.

guianensis € o (-)-a-bisabolol.
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Tabela 4: Valores de rotagdo especifica para o a-
bisabolol padréo e obtido a partir dos 6leos
essenciais das plantas de Tocantins e Sao
Miguel do Anta.

Composto ap
Padrao do (-)-a-bisabolol -54,80
a-bisabolol das plantas de Tocantins -54,27
a-bisabolol das plantas de Sdo Miguel do Anta -55,57

5.4. Atividade carrapaticida dos 6leos essenciais de S. guianensis

Algumas atividades biolégicas ja relatadas na literatura mostram o
potencial terapéutico apresentado por a-bisabolol (LEITE et al., 2011,
SOUZA et al. 2008; MORALES-YUSTE, 2010), dentre elas a baixa
toxicidade em mamiferos (GOMES-CARNEIRO et al., 2005). Nesse
sentido torna-se importante o estudo da atividade acaricida desse
composto contra Rhipicephalus microplus, conhecido como carrapato do
boi, responsavel por grandes prejuizos ocasionados por sua infestagao
em rebanhos. No Brasil, com base em estimativas atualizadas, as perdas
econdmicas causadas por esse parasita chegam a dois bilhdes de ddlares
por ano (GRISI et al., 2002).

Nesse trabalho foram realizados testes carrapaticidas com larvas
de R. microplus (Teste de pacote de larvas) tratadas com os 6leos
essenciais obtidos a partir de S. guianensis coletadas em diferentes
regioes e com diferentes composi¢des quimicas. Também foram
realizados testes com as fémeas ingurgitadas de R. microplus tratadas

com as amostras que apresentaram maior atividade.

5.4.1. Teste de pacote de larvas

Na tabela 5, estdo apresentados os resultados da atividade
acaricida dos o¢leos essenciais de S. guianensis extraidos de plantas
coletadas em diferentes locais e do a-bisabolol contra larvas de

R.microplus nas concentracées de 2,5 a 20,0 mg mL™
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Tabela 5- Mortalidade média de larvas de Rhipicephalus microplus
tratadas com diferentes concentragdes do 6leo essencial das
folnas de S. guianensis coletadas em diferentes locais em
condi¢des de laboratorio (27+1 e UR>80%).

TRATAMENTOS *PF *VI

*SMA *TO *BIS

CONTROLE 0,0°+0,0  0,0°t0,0

0,0°40,0  0,0°t0,0 0,0°+0,0

2,5mgmL™" 0,0%0,0 0,000 0,000 3,1%4,1  56,1°+156
5,0 mg mL™ 0,0%0,0 0,0%0,0 38,8°+17,5 13,7%°+10,7 98,9°+2,3
10,0 mg mL™"’ 54,1°+12,4 0,0%40,0 86,6°+13,7 70,4°°+15,6 100,0°0,0
15,0 mg mL™" 59,8°+19,1 53,3°+26,1 92,2°+19,1 100,0°+0,0 100,0°+0,0
20,0 mg mL"" 92,9°+9,6 81,1°+16,7 100,0°+0,0 100,0°40,0 100,0°+0,0

*Amostras coletadas em: (PF- Porto Firme; VI- Vigosa; SMA- Sdo Miguel do Anta; TO-Tocantins e

BIS- a-bisabolol).

Os caddigos representam os diferentes dleos essenciais de acordo
com seu local de coleta. O d6leo essencial das plantas coletadas em Sao
Miguel do Anta e Tocantins possuem como composto majoritario o a-
bisabolol em todo periodo de coleta.

E possivel analisar que essas solugdes (SMA e TO) e o padréo
desse composto (BIS) causaram maior mortalidade nas larvas em relagéao
as outras solugoes testadas (PF, VI) que ndo possuem esse composto na
constituicdo quimica.

Na concentracdo de 10,0 mg mL™, éleo essencial das folhas de S.
guianensis coletadas em Porto Firme apresentaram mortalidade em
54,1%, enquanto o padrdo BIS j& na concentragdo 2,5 mg mL 'obteve
média de mortalidade de 56,1%. No teste com 10,0 mg mL™" as amostras
SMA e TO apresentaram mortalidade de 86,6% e 70,4%,
respectivamente.

Na concentragdo 5,0 mg mL™", a-bisabolol (BIS) aproxima-se da
mortalidade total das larvas (98,9%). Nessa mesma concentragdo os
Oleos essenciais extraidos de plantas coletadas em Sao Miguel do Anta

(SMA) e de plantas coletadas em Tocantins (TO) causaram 38,8% e
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13,7% de mortalidade, respectivamente. Os outros oOleos testados néo
causam ou causam mortalidade insignificante nas concentragbes
testadas.

Em 20,0 mg mL" os dleos essenciais testados separadamente
que possuem a-bisabolol em sua constituicdo e o padrao desse composto
causaram 100% de mortalidade das larvas. Os outros 6leos essenciais
testados causaram baixa mortalidade comparando todos os valores. O
Oleo essencial das plantas coletadas em Porto Firme foi o que mais se
aproximou desse valor, matando 92,9% das larvas, e o 6leo da amostra
coletada em Vigosa causou 81,1% de mortalidade.

Por meio desses resultados, pode-se observar que o a-bisabolol
possui atividade acaricida contra Rhipicephalus microplus nas
concentracbes testadas. Os Oleos essenciais que possuem esse
constituinte como majoritario, também possuem atividade acaricida
significante.

A Dose Letal 50 e 90 é uma medida padrdao de toxicidade, uma
DLsp ou DLgp representa a dose individual que requer para matar 50% e
90% de uma populacgao respectivamente. Com os parametros de DLs; e
DLgy € possivel comparar as toxicidades relativas entre as solugbes
testadas em R. microplus.

Na Tabela 6 estdo representados os valores de DLsy € DLgy dos

Oleos essenciais que foram testados contra R. microplus e do a-bisabolol.

Tabela 6- Dose letal de Rhipicephalus microplus tratadas com diferentes
concentracdes (mg mL") do dleo essencial das folhas de S.
guianensis coletadas em diferentes locais.

DLam i) "erale e oy, g mi)  Mereale 3

Vi 15,6 11,9 -20,3 21,0 13,4 -24,9
PF 11,3 10,1 -12,6 20,1 16,9 - 26,4
TO 7,3 6,5-8,3 12,6 10,7 — 16,1
SMA 6,2 54-7,0 11,6 9,7-15,2
BIS 2,4 2,2-2,7 3,7 3,1-4,8

Amostras coletadas em: PF- Porto Firme; VI- Vigosa; SMA- Sdo Miguel do Anta;
TO- Tocantins e o constituinte majoritario a-bisabolol (BIS) dos 6leos essenciais
de S. guianensis coletada em diferentes locais e de a-bisabolol contra
Rhipicephalus microplus.
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Para a realizacao dos testes de Dose Letal foram usadas misturas
contendo Oleos essenciais de S. guianensis coletadas em diferentes
meses. Os constituintes das misturas utilizadas estdo descritos no
apéndice 16. Os valores obtidos (Tabela 6) confirmam os resultados
apresentados anteriormente (Tabela 5). A menor dose requerida para
matar 50% e 90% dos carrapatos pertence ao a-bisabolol foi de 2,4 mg
mL" e 3,7 mg mL™", respectivamente. Essa dose continua baixa para as
misturas que contém esse composto como constituinte majoritario: DLso:
6,2% e DLgo: 11,6% para as misturas dos 6leos essenciais das plantas de
Sao Miguel do Anta (62,6 % a-bisabolol) de e DLsy: 7,3% € DLgo: 12,6%
para as misturas de 6leo essencial das plantas de Tocantins (48,0 % de
a-bisabolol).

E possivel perceber que a dose letal diminui de acordo com o
aumento da concentracdo de a-bisabolol nas misturas de 6leo essencial.
As misturas de dleos essenciais das plantas coletadas em Vicosa que
obteve como constituinte majoritario o germacreno D e as misturas de
Oleos essenciais coletadas em Porto firme, que tem o biciclogermacreno e
curzereno como majoritarios da mistura testada onde nao foi identificado
esse composto, DLsy e DLgy sd0 maiores: 15,6 mg mL™; 21,0 mg mL'e
11,3 mg mL™", 20,1 mg mL™", respectivamente.

A partir dos resultados obtidos por meio do teste de mortalidade
de larvas e a da avaliagdo da Dose Letal 50% e 90% torna-se visivel a
atividade acaricida de a-bisabolol contra R. microplus, visto que os oOleos
essenciais com a presenga do a-bisabolol como constituinte majoritario
apresenta maior atividade que os 6leos essenciais que nao apresentaram

esse composto em sua constituicao.
5.4.2. Teste de imersao de fémeas

No teste com as fémeas ingurgitadas de R. microplus foram
utilizados os dleos essenciais que apresentaram melhores resultados no
teste de pacotes de larvas: SMA (6leo essencial de S. guianensis

coletada em Sao Miguel do Anta), TO (6leo essencial de S. guianensis
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coletada Tocantins) e BIS (Padrdo de a-bisabolol). Nos graficos abaixo
estdo apresentados os valores referentes ao indice de producido de ovos
e o percentual de eclosdao das fémeas tratadas com diferentes

concentragdes dos 6leos testados.
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Figura 14- Graficos com indices de produgao de ovos de fémea de
R. microplus tratadas com diferentes concentracdes de
O0leo essencial extraido das folhas coletadas em
Tocantins, Sdo Miguel do Anta e com a-bisabolol.
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Figura 15- Graficos com percentual de eclosao de fémeas de R.
microplus tratadas com diferentes concentracdes de
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6leo essencial extraido das folhas coletadas em
Tocantins, Sdo Miguel do Anta e com a-bisabolol.

Como é possivel perceber o a-bisabolol novamente apresentou
maior atividade dentre as amostras testadas. Através de analise
quantitativa da composig¢ao quimica dos 6leos essenciais verifica-se que
no oleo essencial das folhas de S. guianensis de Sdo Miguel do Anta
(SMA) a concentragdo de a-bisabolol observada durante os meses de
analise excede a concentracdo desse mesmo composto no 6leo essencial
das folhas de S. guianensis de Tocantins (TO).

BARBOSA et al. (2013) ndo observaram atividade carrapaticida do
extrato etandlico das folhas de S. guianensis coletadas em Campo
Grande (MS) quando testado contra R. microplus.

Por meio dos graficos apresentados acima € possivel observar que
tais concentracdes sao significantes ao ser apresentada maior atividade
do oleo essencial das folhas de S. guianensis de S&o Miguel do Anta
(SMA) comparando-o com o 6leo essencial das folhas de S. guianensis de
Tocantins (TO). Isso demonstra que a-bisabolol se apresenta ativo contra
Rhipicephalus microplus.

As fémeas ingurgitadas foram divididas em grupos com pesos
homogéneos. Os 6leos essenciais das plantas de Tocantins e Sdo Miguel
do Anta causaram reducao significativa do peso da massa de ovos a partir
da concentragdo de 40 mg mL"', enquanto a-bisabolol reduziu
significantemente a massa de ovos na concentracdo de 20 mg mL™. Na
figura abaixo estdo apresentados os percentuais de controle para as

concentragdes testadas
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Figura 16- Percentual de controle de fémeas ingurgitadas de
Rhpicephalus microplus tratadas com diferentes
concentragdes de 6leos essenciais de S. guianensis.

O potencial ativo de a-bisabolol pode ser observado também nas
percentagens do experimento controle. Na concentragao de 20,0 mg mL™,
os valores para os Oleos essenciais das plantas de Tocantins e Sao
Miguel do Anta foram de 8,0% e 20,9% respectivamente, enquanto para
a-bisabolol o controle foi 83,4%. A partir de 40,0 mg mL™ o percentual de
controle de a-bisabolol foi superior a 98%.

Além dessa atividade, ha relatos de outras atividades apresentadas
pelo a-bisabolol. GOMES-CARNEIRO et al. (2005) relataram atividade
antimutagénica contra Aflatoxina B1 em teste com Salmonella. Também
apresentou atividade contra células tumorais (SILVA et al., 2010). Kim et
al. (2011) concluiram que o a-bisabolol possui efeito calmante e atividade
anti-inflamatéria. Também foi demonstrado que esse alcool
sesquiterpénico reduz a excitabilidade neuronal de uma forma
dependente da concentracdo aplicada (ALVES et al., 2010).

Além do a-bisabolol outros terpenos e fenilpropandides
apresentaram atividade contra R. microplus como por exemplo timol,
eugenol, carvacrol e frans-anetol.

Oleos essenciais de outras plantas também ja demonstraram

atividade acaricida contra R. microplus: Cuminum cyminum L., Pimenta
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didica (Linn). Merril, Ocimun basilicum Linn. (MARTINEZ-VELAZQUEZ et
al. 2011a ); Citrus maxima Merr., Citrus reticulata Blanco, Citrus suncris
Linn., Citrus sinensis (Linnaeus) Osbeck, Citrus hystrix DC. (BORGES et
al. 2011); Corymbia citriodora (Hook) Hill & Johnson, Eucalyptus globulus
Labill., Eucalyptus staigeriana (CHAGAS et al. 2002) ; Lavandula
angustifolia Mill. , Pelargonium roseum Willd. (PIRALI-KHEIRABADI,
2009); Lippia graveolens Kunth., Rosmarinus officinalis L. (MARTINEZ-
VELAZQUEZ et al. 2011b)
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho foi realizada analise sazonal de a-bisabolol presente
no oleo essencial de Siparuna guianensis. Os Oleos essenciais foram
obtidos a partir das folhas de Siparuna guianensis coletadas em quatro
populagdes no periodo de fevereiro a dezembro de 2012.

A espécie em estudo apresentou quimidtipos diferentes de acordo
com o local de coleta. O a-terpinoleno que foi identificado em todo o
periodo de analise do 6leo essencial das plantas coletadas em Tocantins
(16,0%), nado foi identificado nas outras amostras analisadas. O mesmo
ocorre com a-bisabolol, que se apresentou em altas concentragdes nas
plantas de Sdo Miguel do Anta e Tocantins atingindo 86,0% no més de
fevereiro e 66,4% no més de agosto, respectivamente, também nao foi
identificado nas outras plantas em estudo, coletadas em Porto Firme e
Vigosa.

Germacreno D foi identificado como constituinte majoritario em
todo o periodo de analise do d6leo essencial das plantas de Vicosa,
apresentando em agosto 60,0% da composi¢ao quimica do 6leo. Esse
composto também foi identificado em outras plantas, porém em menores
concentragdes.

O teor de dleo essencial também apresentou variagdo entre as
plantas analisadas, porém dentro da mesma populagdo nao apresentou
variagdo significativa. O Oleo essencial das plantas de Tocantins
apresentou uma média anual de 4,63% de rendimento, enquanto o 6leo
essencial de Porto Firme apresentou 1,5% de rendimento.

A producéao de diferentes compostos e a diferenca dos teores dos
Oleos essenciais de S. guianensis coletadas em diferentes locais estao
correlacionadas com diferentes fatores, como por exemplo, relevo, altitute,
latitude, longitude, temperatura, umidade, dentre outros.

A planta se apresentou como uma nova fonte de (-)-a-bisabolol,
composto de grande importancia na industria farmacéutica e
principalmente cosmética que atualmente € obtido a partir da madeira da

Candeia (Eremanthus erythropappus) uma planta protegida por lei. Em S.
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guianensis esse alcool sesquiterpénico foi identificado nas folhas, o que
pode significar maior facilidade em sua obtengao.

A planta também apresentou atividade contra Rhipicephalus
microplus, conhecido como o carrapato do boi, responsavel por grandes
prejuizos econdmicos em alguns rebanhos leiteiros e de corte. Foi
verificado que quanto maior a concentragdo de a-bisabolol na amostra
analisada, maior foi sua atividade carrapaticida. No teste com as larvas de
Rhipicephalus microplus as solu¢gbes na concentracdo de 2,0 m/v que
possuem a-bisabolol em sua composicdo e o a-bisabolol apresentaram
100% de mortalidade das larvas, os outros 6leos essenciais apresentaram
resultados inferiores, por exemplo, o 6leo essencial das plantas de Sao
Miguel do Anta que n&o contém a-bisabolol em sua composigcéao
apresentou 33,8% de mortalidade das larvas nessa mesma concentragao.
Os valores de DLsy; e DLgy comprovam os resultados citados
anteriormente, apresentado as menores doses letais os 6leos essenciais
que contém a-bisabolol em sua composicao e o préprio a-bisabolol.

No teste com as fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus o
a-bisabolol se destacou dentre as outras amostras analisadas. Nos pesos
das massas de ovos apresentados, os resultados obtidos a partir das
fémeas tratadas com a-bisabolol diferiram estatisticamente em todas as
concentragcbes das outras amostras testadas. O mesmo ocorre no
percentual de eclosdao, onde os menores resultados obtidos foram das

solugdes de a-bisabolol.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectivas futuras, os resultados alcangados nos testes
carrapaticidas com os 6leos essenciais extraidos das folhas de S.
guianensis apontam a possibilidade de avango do trabalho com a
realizacdo de estudos aprofundados com relacdo aos compostos
majoritarios dos 6leos essenciais que se apresentaram mais ativos contra
R. microplus. O conhecimento do mecanismo de agdo e o estudo da
relacao estrutura-atividade desses compostos ao sitio ativo do carrapato
podem viabilizar a comercializacdo desses compostos como novos

carrapaticidas.
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A.1-Tabela dos constituintes do déleo essencial (%) extraido das folhas de Siparuna
guianensis coletadas em Tocantins-MG no periodo de fevereiro a dezembro de 2012.

OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE S. guianensis COLETADAS EM TOCANTINS

Constituintes TR |IA IA* Fev Abr Jun Ago Out Dez
Monoterpenos 9,7 273 267 11,0 283 156
Hidrocarbonetos
1. a-Pineno 12,2 932 928 0,3+0,1 0,3+0,0 0,2+0,0 0,5+0,4 0,4+0,0 -
2. Mirceno 16,0 988 990 0.4+0,0 0,7+0,0 0,5+0,0 0,3+0,0 0,7+0,0 0,4+0,1
3. a-Felandreno 16,6 1002 999 0,3+x0,0 1,0+0,1 1,0+0,0 0,3*0,1 1,0£0,2 0,5+0,1
4. 5-3-Careno 16,9 1008 1005 0,6+0,2 1,0+0,0 0,8+0,0 0,6+0,0 1,0+0,0 0,6+0,1
5. a-Terpineno 17,4 1014 1011 0,3+0,0 0,7+0,1 0,7+0,0 0,2+0,0 0,7+0,1 0,3+0,0
6.p-Cimeno 17,9 1020 1019 0,6%0,5 0,7+0,1 0,1+0,0 0,6+0,0 - -
7. Limoneno 18,1 1024 1024 0,6+0,3 0,9+0,0 0,7+0,0 0,7+0,0 1,0+0,0 0,7+0,0
8. a-Terpinoleno 21,8 1086 1084 6,6%4,0 22,0+2,3 22,730,0 7,8+2,4 23,5%2,6 13,115,4
Monoterpenos 3,4 0,5 ; 1,6 1,1 1,6
Oxigenados
9. p-Cimen-8-ol 27,0 1179 1185 3,4%0,0 0,5+0,0 - 1,6£0,2 1,1+0,9 1,6%0,2
l_‘T‘.esq”“erpems 24,5 5,2 8,3 9,4 8,1 9,7
idrocarbonetos
10. Bicicloelemeno 33,9 1330 1337 - - - 1,0+0,0 - -
11. a-Copaeno 36,1 1374 1372 1,4+0,3 - - 0,1¢0,0 0,1+0,0 0,3+0,1
12. B-Elemeno 36,9 1389 1387 4,5%2,0 - - 0,2¢0,0 0,4+0,0 0,1+0,0
13. cis-Cariofileno 37,6 1408 1413 - - 0,1¢0,0 0,2+0,0 -
14. a-Gurjuneno 38,0 1409 1404 - - 0,1¢0,0 0,1+0,0 - -
15. trans-Cariofileno 38,1 1417 1418 1,3+04 - - 0,2+0,1 0,1+0,0 0,2+0,0
16. Aromadendreno 39,2 1439 1438 0,1+0,0 - 0,1+0,0 - - 0,2+0,1
17. a-Humuleno 39,5 1452 1450 0,5+0,1 - - - - -
18. trans-B-Farneseno 39,9 1454 1459 0,7+0,0 0,6+0,2 - 0,7£0,0 0,7#0,1 0,2+0,0
19. Germacreno D 40,8 1484 1479 5,6153 0,8+0,2 - 1,9+0,8 0,7+0,0 1,0+0,3
20. Biciclogermacreno 41,5 1500 1494 5,0+50 1,4+1,1 3,0+0,0 1,8+0,1 2,0+0,2 2,0+0,1
21. a-Muuroleno 41,6 1500 1501 - 0,1¢0,0 0,2+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0
22. B-Bisaboleno 41,8 1505 1511 1,840,0 2,0+0,2 3,0+0,0 2,0+0,1 2,0+0,0 3,5+0,5
23. cis-a-Bisaboleno 42,0 1506 1504 1,6+0,8 0,3+0,0 0,5+0,0 0,2+0,0 0,3+0,0 0,5+0,0
24. B-Sesquifelandreno 42,1 1521 1517 2,0+0,3 - 1,3+0,0 0,9+0,0 0,8+0,0 1,6+0,1
Sesquiterpenos 51,9 60,9 564 684 574 622
Oxigenados
25. Espatulenol 44,8 1577 1576 3,3+23 - - 1,0£¢0,2 0,1+0,0 0,4+0,1
26. Rosifoliol 45,8 1600 1604 0,5+0,0 - - - - -
27. Torreiol 47,5 1644 1642 1,8+0,2 0,8+0,0 0,1+0,0 1,0+0,0 - -
28. a-Cadinol 47,7 1652 1655 1,1+0,1 0,1+0,0 - - 0,3+0,0 0,3+0,1
29. a-Bisabolol 49,9 1685 1685 45,212 60,0+3,0 56,3%0,0 66,4+1,3 57,010,6 61,5157
Total identificado 89,5 93,9 91,4 90,4 94,0 89,1

IA- Indice aritmético tabelado; IA*- Média dos valores de indice aritmético calculados.
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Figura 16- Cromatograma do 6leo essencial extraido das folhas de S. guianensis coletadas em
Tocantins-MG no més de outubro de 2012 obtido por cromatografo gasoso (FE: Silica fundida. FM: Gas
Hélio. Razao de split 1:10).
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A.2-Tabela dos constituintes do déleo essencial (%) extraido das folhas de Siparuna
guianensis coletadas em Sdo Miguel do Anta — MG no periodo de fevereiro a dezembro

de 2012.
OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE S. guianensis COLETADAS EM SAO MIGUEL DO ANTA
Constituintes TR |IA IA* Fev Abr Jun Ago Out Dez
honoterpenos 0,8 09 06 06 1,1 0,5
idrocarbonetos
1. a-Pineno 12,2 932 928 0,3+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0
2. Mirceno 16,0 988 990 0,5+0,0 0,7+0,0 0,4+0,0 0,4+0,1 0,9+0,3 0,4%0,2
3. Limoneno 18,1 1024 1024 - - - 0,1+0,0 0,1+0,0 -
Sesquiterpenos 4,1 99 59 7.8 6,5 11,3
idrocarbonetos
4. Bicicloelemeno 33,9 1330 1337 - - - 0,4+0,0 - 0,2+0,0
5. a-Cubebeno 34,4 1345 1349 - - - - - 1,4+1,7
6. a-Copaeno 36,1 1374 1375 - - 0,1¢0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0
7. trans-Cariofileno 38,1 1417 1418 0,2+0,0 0,3+0,0 0.2+0.0 0,3+0,1 - 0,2+0,0
8. cis-B-Farneseno 39,8 1440 1445 - - - - - 0,2+0,0
9. trans-B-Farneseno 39,9 1454 1459 0,3+0,0 0,8+0,0 0,1+0,0 0,5+0,2 0,1+0,0 1,2+0,4
10. Germacreno D 40,8 1484 1487 - 0,6+0,0 0,6+0,0 0,5+0,2 0,5+0,1 0,5+0,3
11. Biciclogermacreno 41,5 1500 1501 0,3+0,0 4,0%0,0 2,1+0,0 3,3%0,9 2,3t0,1 3,5%1,3
12. a-Muuroleno 41,6 1500 1501 - - - 0,1+£0,0 - -
13. B-Bisaboleno 41,8 1505 1507 2,6+0,0 2,6+0,0 2,1+0,0 1,7+0,6 2,2+1,1 3,3%1,2
14. cis-a-Bisaboleno 42,0 1506 1504 - 0,5+0,0 - - 0,3%0,0 -
15. B-Sesquifelandreno 42,1 1521 1517 0,7+0,0 1,1+0,0 0,7+0,0 0,9+0,1 1,0+0,6 0,7+0,2
segq.“'terpe““ 86,0 80,6 874 851 84,5 69,4
xigenados
16. Elemol 43,5 1548 1555 - - 2,8+0,0 - - 5,1%2,0
17. Espatulenol 44,8 1577 1580 - - 0,6+0,0 - 0,1+0,0 -
18. y-Eudesmol 45,5 1630 1621 - - - 1,1£0,1 0,940,0 0,7+0,3
19. Torreiol 47,5 1644 1637 - 0,6+0,0 - 0,7¢0,1 0,240,0 0,6+0,2
20. B-Eudesmol 47,7 1649 1655 - - - - - 0,4+0,0
21. a-Bisabolol 49,9 1685 1685 86,010,0 80,010,0 8410,0 83,3+3,3 83,3%0,7 62,6%19,5
Total identificado 90,9 91,4 93,9 93,5 92,1 81,2

IA- Indice aritmético tabelado; IA*- Média dos valores de indice aritmético calculados.
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Figura 17- Cromatograma do 6leo essencial extraido das folhas de S. guianensis coletadas em Sao
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FM: Gas Hélio. Razdo de split 1:10).
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A.3-Tabela dos constituintes do déleo essencial (%) extraido das folhas de Siparuna

guianensis coletadas em Porto Firme— MG no periodo de fevereiro a dezembro de

2012.

Constituintes TR IA 1A Fev Abr Jun Ago Out Dez

Monoterpenos

Hidrocarbonetos 4,6 12,2 15,4 8,6 19,2 13,7
1. a-Pineno 12,2 932 928 - - 0,4#0,0 0,2+0,3 0,4+0,1 0,5+0,2
2. B-Pineno 14,8 974 969 - - - 0,1%0,0 0,2+0,0 0,240,0
3. Mirceno 16,0 988 990 3,5#3,0 11,3+0,0 14+3,9 7,6+1,8 14,034,0 12,0+2,2
4. Limoneno 18,1 1024 1024 1,1+0,7 0,9+0,0 0,7+0,0 0,7+0,0 1,0+0,1 1,0+0,4

Sesquiterpenos

Hidrocarbonetos 71,5 40,3 63,3 68,7 56,5 58,7
5. Bicicloelemeno 33,9 1330 1337 1,1+0,2 - - - 0,7+0,1 0,7+0,0
6. a-Cubebeno 34,4 1345 1349 0,2:0,0 - - 0,1%0,0 0,1¢0,0 0,240,0
7. a-Copaeno 36,1 1374 1375 1,0¢:0,0 0,3+0,0 0,7¢+0,0 0,5+0,0 0,5t0,0 0,8+0,1
8. f-Bourboneno 36,5 1387 1379 0,30,0 - 0,2#0,0 0,3:0,0 0,3+0,0 -
9. B-Elemeno 36,9 1389 1393 1,5+0,0 0,6+0,1 0,6+0,0 1,10,1 1,020,0 1,5%0,2
10. a-Gurjuneno 38,0 1409 1413 1,2+0,6 4,640,0 - 1,4+0,0 0,5%0,3 -
11. trans-Cariofileno 38,1 1417 1418 0,9+0,0 0,8+0,0 0,8+0,0 0,8+0,0 0,7+0,0 1,0+0,0
12. y-Elemeno 38,9 1434 1434 3,5%0,1 - - 3,080,3 2,5:0,3 5,5%3,1
13. a-Humuleno 39,5 1452 1450 0,2+0,0 - - - 0,2+0,0 -
14. (allo)-Aromadendreno 39,9 1458 1454 0,3x0,1 0,5%0,0 - - 0,30,0 -
15. Germacreno D 40,8 1484 1487 8,021 57+0,0 13+0,6 100,8 7,703 7,4+2,0
16. B-Selineno 41,0 1489 1480 - - 0,4+0,0 - 0,3t0,0 0,3%0,0
11 Dleiclogermacreno M5 1200 1300 36,0814 16:00 26202 36,7+1,3 30,0:24 27,0161
19. y-Cadineno 42,3 1513 1516 0,9+0,1 - 0,6£0,0 0,740,0 - -
20. 5-Cadineno 42,6 1522 1527 12100 0,8:0,1 1,0:00 08:0,1 07:0,0 0,9:0,1
21, Germacreno B 44,0 1559 1559 152:0,1 11:02 20#1,3 13,3+1,0 11,0£1,2 13%4,0

Sesquiterpenos

Oxigenados 14,7 36,3 3,4 10,1 15,2 22,5
22. Elemol 43,5 1548 1555 0,2+0,0 - - - 0,4+0,1 0,240,0
23. Palustrol 444 1567 1570 0,2:0,0 1,0:0,0 - - 0,240,2 -
24. Espatulenol 44,8 1577 1580 2,0:0,2 3,0800 - - 3,0:0,8 0,9:0,5
25. Viridiflorol 454 1594 1587 0,4:0,0 3,0%0,1 - 0,101 0,3:0,0 0,3:0,1
26. Ledol 459 1602 1605 0,6:0,2 0,604 0,7¢0,3 2,3£0,0
27. Torreiol 47,5 1644 1637 0,5:0,0 1,8£0,0 1,3:t0,0 1,5¢0,0 - -
28. B-Eudesmol 47,6 1649 1655 2,0:0,1 2,5:0,0 2,1%0,0 - - -
29. a-Cadinol 47,7 1652 1660 1,4+0,1 10,0%0,0 - - 1,820,0 1,0£0,4
30. Bergamotol 49,6 1690 1671 2,4+14 - - 6,1%0,8 - -
31. Germacrona 49,7 1693 1693 5,0+0,6 15%0,0 . - 54412 52423
32. Muuroleno <14-oxy-a> 51,9 1767 1765 - - - 18424 34+25 12,60,0
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Outros 0,2 0,8 0,7 1,2

33. Undecan-2-ona 32,5 1293 1290 0,3+0,0 0,8+0,0 - 0,4+0,0 0,8+0,1 1,2+0,3
Total identificado 91,0 89,6 82,1 87,8 91,6 96,1
Nao identificados I1A*

34. NI 1664 - - 2,4+0,1 - 1,3+0,6

35. NI 1690 - 12,6+1,1

IA- Indice aritmético tabelado; IA*- Média dos valores de indice aritmético calculados.

34.Nl TR. 48,16 IA*. 1664

EM, m/z (%)M* 216 (97), 202 (16), 201 (99), 187 (16), 183 (12), 173 (25), 160 (10), 159
(45), 146 (17), 145 (100), 143 (12), 141 (11), 131 (17), 130 (17), 128 (18), 119 (10), 117
(16), 115 (27), 109 (18), 108 (14), 105 (31), 96 (13), 95 (12), 93 (18), 91 (31), 79 (15), 77
(23), 65 (17), 55 (16), 53 (21), 51 (19), 43 (47), 41 (53), 40 (5), 39 (36).

35. NI TR. 43,51 IA*. 1690

EM, m/z (%)M*216 (22), 201 (8), 187 (5), 159 (17), 148 (8), 146 (6), 145 (17), 143 (9), 133
(8), 131 (11), 129 (5), 128 (8), 119 (8), 117 (9), 115 (11), 110 (6), 109 (15), 108 (100), 106
(6), 105 (20), 103 (4), 93 (28), 91 (24), 81 (6), 79 (20), 78 (5), 77 (20), 65 (12) 63 (4), 55 (8),
51 (8), 43 (10), 41 (18), 39 (17).
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Figura 18- Cromatograma do 6leo essencial extraido das folhas de S. guianensis coletadas em
Porto Firme-MG no més de dezembro de 2012 obtido por cromatégrafo gasoso (FE: Silica
fundida. FM: Gas Hélio. Razao de split 1:10).
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A.4-Tabela dos constituintes do déleo essencial (%) extraido das folhas de Siparuna
guianensis coletadas em Vigosa- MG no periodo de fevereiro a dezembro de 2012.

OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE S.guianensis COLETADA EM VICOSA

Constituintes TR |IA IA* Fev Abr Jun Ago Out Dez
l_?.esq”'te’pems 57,4 58,8 57,1 89,6 57 63,4
idrocarbonetos
1. 6-Elemeno 34,1 1335 1337 1,0+0,1 0,7+0,1 0,6+0,0 - 0,6£0,0 0,7+0,1
2. a-Cubebeno 34,4 1345 1349 0,1+0,1 0,2+0,0 - - 0,2+0,0 0,2+0,0
3. a-Copaeno 36,1 1374 1375 1,1+0,3 1,8+0,5 0,2¢0,0 1,0£#0,0 1.6+0,3 2,1+0,0
4. B-Elemeno 36,9 1389 1393 4,3+0,6 3,4%0,8 2,2+0,8 3,8%0,2 4,0%0,3 5,410,1
5. trans- Cariofileno 38,1 1417 1418 1,2+0,1 0,2¢0,0 3,0+0,5 1,7¢0,3 1,6+0,2 2,2+0,0
6. y-Elemeno 38,9 1434 1434 0,1+0,0 1,6+0,3 1,0+0,2 - 0,2+0,0 0,2+0,1
7. Aromadendreno 39,2 1439 1439 0,6+0,0 0,5+0,3 0,6+0,2 - 0,2+0,0 0,3+0,0
8. a-Humuleno 39,5 1452 1451 - - - 0,6+0,4 - -
9. (allo)-Aromadendreno 39,9 1458 1454 0,7+0,3 0,8+0,1 0,6+0,1 - - -
10. Germacreno D 40,8 1484 1487 25,851 27+3,2 25,2+3,0 60,0%0,5 29,6%+3,5 31+0,4
11. B-Selineno 41,0 1489 1483 - - 1,0¢0,0 1,5+0,6 - 1,0+0,1
12. a-Selineno 41,4 1498 1498 1,5+t0,1 1,4+0,2 - - 1,240,3 0,6+0,1
13. Biciclogermacreno 41,5 1500 1501 12,4%1,0 10+0,8 8,6£0,0 12,0+1,0 10,8%0,0
14. y-Cadineno 42,3 1513 1516 - 10,1%0,9 6,3+1,0 9,3+0,8 29+24 4,5%0,1
15. 6-Cadineno 42,6 1522 1527 3,6%2,4 5,0x0,3 3,1%04 1,5+0,9 2,3+0,3 3,0%0,0
16. Germacreno B 441 1559 1559 5,0+1,6 6,1x0,1 4,0x0,8 1,6%0,1 0,6+0,2 1,4+0,1
Segq.”'terpems 21 273 30,3 25 30,6 @ 27,3
xigenados
17. Elemol 43,5 1548 1555 0,1+0,0 0,1+0,0 1,7+0,7 - 5,4%1,2 5,0%0,2
18. Espatulenol 44.8 1577 1580 - - - 0,2+0,1 0,3+0,0 -
19. Ledol 45,9 1602 1605 1,0+0,3 1,9+1,4 0,5+0,4 - 1,0£0,1  1,1£0,2
20. y-Eudesmol 46,6 1630 1621 6,2+0,6 1,4+0,6 3,610,1 - 1,9+0,5 2,0+0,0
21. Torreiol 47,5 1644 1637 - 4,83 2 - 0,5+0,1 1,0+0,1 4,8%0,2
22. 3-Eudesmol 47,6 1649 1655 5,6%1,7 15%6,6 16,534,6 0,3+0,1 21%3,4 5,6%0,0
23. a-Cadinol 47,7 1652 1660 8,1*1,8 3,5%0,5 8,0%1,2 1,5+0,1 - 8,839
Total identificado 78,4 86,1 87,4 92,1 87,6 90,7
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Nao identificados TR IA*

24 NI 1748 1,7¢0,9 1,2#0,2 1,320,1

25. NI 1765 4,3%2,2 25+1,0 3,310,5 -
26. NI 1888 - - - 0,9+0,0
27. NI 1988 - - - 3,0+0,0
28. NI 1995 6,5%1,2 2.3+1,7 1,840,3 -
29. NI 2115 - - - 1,8+0,1

IA- Indice aritmético tabelado; IA*- Média dos valores de indice aritmético calculados.

24 NI TR. 50,99 IA*. 1748

EM, m/z (%)M*218 (14), 190 (13), 175 (30), 149 (26), 148 (21), 147 (100), 135 (12), 134 (12),
133 (23), 121 (12), 119 (20), 107 (16), 105 (27), 93 (13), 91 ( 25), 79 (20), 77 (17), 69 ( 27), 67
(13), 55 (14), 53 (11), 43 (19), 41 ( 56), 39 ( 20)

25.NI  TR. 51,62 IA*. 1765

EM, m/z (%)M*218 (46), 176 (22), 175 (100), 174 (12), 148 (60), 147 (50), 145 (10), 134 (11),
133 (42), 131 (13), 120 (24), 119 (21), 105 (55), 91 (25), 79 (13), 77 (16), 55 (15), 43 ( 15), 41
(45), 39 (18)

26. NI TR. 47,02 IA*. 1888

EM, m/z (%)M*205 (10), 204 (57), 190 (15), 189 (100), 161 (41), 133 (33), 121 (11), 109 (13),
107 (32), 105 (28), 95 (24), 93 (16), 91 (27), 81 (18), 79 (13), 69 (10), 67 (15) 59 (48), 55 (31),
53 (14), 43 (55), 41 (41), 39 (15) 31 (11)
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27.Nl  TR. 47,53 IA*. 1988

EM, m/z (%)M*204 (44), 189 (35), 175 (11), 162 (10), 161 (59), 149 (16), 147 (12), 133 (28),
122 (14), 121 (23), 119 (33), 109 (24), 108 (17), 107 (28), 105 (52), 95 (36), 94 (11), 93 (32),
91 (31), 81 (27), 79 (27), 77 (13), 69 (11), 67 (28), 59 (100), 55 (47), 53 (24), 43 (95), 41 (79),
39 (19), 31 (11)

28. NI TR. 59,76 1A*.1995

EM, m/z (%)M*202 (53), 189 (12), 160 (15), 159 (100), 147 (11), 135 (13), 133 (13), 131 (12),
121 (21), 105 (18), 95 (34), 93 (14), 91 (15), 81 (21), 79 (21), 77 (10), 69 (12), 67 (10), 55 (17),
43 (74), 41 (28)

29.NI TR. 47,82 IA*. 2115

EM, m/z (%)M* 164 (7), 149 (22), 123 (7), 122 (8), 109 (10), 108 (16), 107 (7), 93 (5), 82 (7),
81 (4), 79 (5), 67 (10), 59 (100), 55 (9), 53 (5), 41 (14), 39 (5)
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Figura 19- Cromatograma do 6leo essencial extraido das folhas de S. guianensis coletadas
em Vigosa-MG no més de fevereiro de 2012 obtido por cromatografo gasoso (FE: Silica
fundida. FM: Gas Hélio. Razao de split 1:10).

7




A.5- Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCls) do a-bisabolol isolado a partir das
folhas de S. guianensis coletadas em Sdo Miguel do Anta .
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A.6- Espectro de RMN *C (75 MHz, CDCls) do a-bisabolol isolado a partir das folhas
de S. guianensis coletadas em Tocantins.
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A.7- Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCI3) do a-bisabolol isolado a partir das
folhas de S. guianensis coletadas em Sao Miguel do Anta .
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A.8- Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCl3) do a-bisabolol isolado a partir das
folhas de S. guianensis coletadas em Tocantins.
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A.9- Mapa de contorno COSY do a-bisabolol isolado a partir das folhas de S.

guianensis coletadas em Sao Miguel do Anta.

AA

0 =
0D B

=

7.0

6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0
f2 (ppm)

74

25

20

1.5

0.5

7

f1 (ppm)



A.10- Mapa de contorno COSY do a-bisabolol isolado
guianensis coletadas em Tocantins

a partir das folhas de S.
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A.11- Espectro de RMN HETCOR em CDCI3 de a-bisabolol isolado a partir das folhas
de S. guianensis coletadas em Sdo Miguel do Anta.
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A.12- Espectro de RMN HETCOR em CDCI3 de a-bisabolol isolado a partir das folhas
de S. guianensis coletadas em Tocantins
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A.13- Espectro de RMN de '°C DEPT 135 em CDCl; do a-bisabolol isolado a partir das
folhas de S. guianensis coletadas em Sao Miguel do Anta.
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A.14- Espectro de RMN DEPT 135 em CDCI; do a-bisabolol isolado a partir das folhas de S.
guianensis coletadas em Tocantins
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A.15- Tabela com parametros analisados no teste de imersdo de fémeas para analise
da atividade carrapaticida.

Peso da fémea antes da postura, peso da massa de ovos e Percentual de eclosdo de
fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplustratadas com diferentes concentragdes de

oleo essencial de S. guianensis coletadas em Tocantins (TO) e Sdo Miguel do Anta (SMA)
e do (BIS) a-bisabolol.

Para.metros Concentragcoes TO SMA BIS
analisados
Controle 278,2°4°+30,7  278,2*+30,7  278,2**+30,7
Peso da fa 10 mg mL™" 277,2%4+32,1 279,9%4254  279,1%4237
esa%teas :;“ea 20 mg mL™" 277,9%430,0  279,0+27,9  278,4*+273
postura (mg) 40 mg mL™" 27754257  278,5%+38,4  279,4*+332
60 mg mL™’ 277,2°%4257  277,8%4226  279,6*+25,1
] Controle 166,5'+18,5  166,5"'#185  166,5'+18,5
indice de 10 mg mL™" 160,1**+31,1 155,4**+24.3  127,7*"+458
producao de 20 mg mL™’ 153,9%°423,0  150,3*'+19,7  75,2°P+50,8
ovos (mg) 40 mg mL™" 134,2°A+18,2  101,7"*+44,7  20,3°®+34 4
60 mg mL™’ 114,5°°429,0 87,5°*+65,2 20,5°®+36,5
Controle 95,9%*+4.7 95,9%+4.7 95,9%%+4.7
10 mg mL™’ 93,8%+3,4 82,1%*+16,4 90,8*+8,2
Percentualde 20 mg mL™ 94,6%+2,6 84,5%+£19,0 35,0"°+29,6
ecloséo (%) 40 mg mL"" 72,9°°+18,3 39,2°6+29 8 15,0°%+26,0
60 mg mL™’ 38,3"*+27.6 22,3424 9 11,3"2+16,5

*As médias seguidas das mesmas letras, maiusculas nas linhas e minusculas nas colunas, nao
diferem estatisticamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey.
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A.16- Constituintes das misturas de 6leos essenciais utilizados para o teste de Dose

Letal (DLso € DLeo)

Constituintes IA | IA* SM PF TO Vi
1. a-Pineno 932 | 928 0,1+0,0 0,4+0,1 - -
2. p-Pineno 974 | 969 - 0,2+0,0 - -
3. Mirceno 988 | 990 0,4+0,2 14,0¢4,0 | 04£0,0 -
4. a-Felandreno 1002 | 999 _ _ 0,8+0,0 -
5. 6 -3-Careno 1008 | 1005 - - 0,6+0,0 -
6. a-Terpineno 1014 | 1011 - - 0,5+0,0 -
7. Limoneno 1024 | 1024 - 1,00,1 0,1+0,0 -
8. a-Terpinoleno 1086 | 1084 - - 17,0+0,0 -
9. Bicicloelemeno 1330 | 1337 |  0,2+0,0 0,7+0,1 - -
10. 6-Elemeno 1335 | 1337 - - 0,5+0,0
11. a-Cubebeno 1345 | 1349 |  1,4+17 0,1£0,0 - -
12. a-Copaeno 1374 | 1375 - 0,5+0,0 - 1,640,0
13. B-Bourboneno 1387 | 1379 - 0,3£0,0 - -
14. B-Elemeno 1389 | 1393 - 1,0+0,0 - 4,2+0,0
15. a-Gurjuneno 1409 | 1413 : 0,5+0,3 - -
16. trans-Cariofileno 1417 | 1418 |  0,2¢0,0 0,7£0,0 - 1,420,0
17. y-Elemeno 1434 | 1434 - 2,50,3 - 0,2+0,0
18. cis-B- Farneseno 1440 | 1445 0,240,0 - - -
19. a-Humuleno 1452 | 1450 : 0,240,0 - 0,50,0
20. Trans-B-Farneseno 1454 | 1459 1,240 4 N 0,7+0,0 -
21. (allo)-Aromadendreno | 1458 | 1454 - 0,30,0 - 1,0£0,0
22. Germacreno D 1484 | 1487 | 0,503 7,7¢0,3 | 0700 | 20,040,0
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23. B-Selineno 1489 1480 - 0,3+0,0 } -
24. Biciclogermacreno 1500 | 1501 3,5%1,3 30.0£2.4 0,31£0,0 10,0£0,0
25. Curzereno 1499 | 1500 T
26. B-Bisaboleno 1505 | 1507 | 3,3%1,2 - 1,5£0,0 -
27. Cis-a-Bisaboleno 1506 | 1504 - - 2,5¢0,0 -
28. y-Cadineno 1513 | 1516 - - } 6,1+0,0
29. B-Sesquifelandreno | 1521 | 1517 | 0,7%0,2 - 1,0£0,0 -
30. 6-Cadineno 1522 | 1527 - 0,7+0,0 } 3,0£0,0
31. Elemol 1548 | 1555 5,1£2,0 0,410,1 - 4,0£0,0
32. Germacreno B 1559 | 1559 - 11,0+1,2 : 0,8+0,0
33. Palustrol 1567 | 1570 - 0,240,2 - -
34. Espatulenol 1577 | 1580 - 3,0+0,8 - 1,11£0,0
35. Viridiflorol 1594 | 1587 - 0,3+0,0 B -
36. Ledol 1602 | 1605 - 0,7+0,3 - 1,2+0,0
37. y-Eudesmol 1630 | 1621 0,7+0,3 - B 1,810,0
38. Torreiol 1644 | 1637 0,6+0,2 - - 5,6+0,0
39. B-Eudesmol 1649 | 1655 0,4+0,0 - - 4,4+0,0
40. a-Cadinol 1652 | 1660 - 1,8¢0,0 | 12800 | 9440,0
41. a-Bisabolol 1685 | 1685 | 62,6195 - 48,0x0,0 -
42. Germacrona 1693 | 1693 - 5,4+1,2 : -
43. a-Muuroleno 1767 | 1765 - 3,4+2,5 - -
Total identificado 81,1 87,3 75,3 77,3
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