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CAMARA, Marcos Bispo Pinheiro. Estudo sazonal e circadiano do 6leo essencial de Pectis
brevipedunculata, desenvolvimento de microemulsdo e avaliagdo do potencial sobre
Rhipicephalus microplus e Haemonchus contortus. 2023. 129 f. Tese (doutorado). Programa de
p6s graduacdo em biodiversidade e biotecnologia — Rede BIONORTE. Universidade Federal
do Maranhdo, S&o Luis, 2023.

RESUMO

Pectis brevipedunculata, pertencente a familia Asteraceae € uma espécie nativa, conhecida
porpularmente como “cha de moga”, “alecrim do campo” e “capim limdo de flor”, amplamente
encontrada em ecossistemas secos e semi-aridos das regides norte e nordeste, apresenta elevada
producédo de 6leo essencial com alto teor de citral, conhecido pelo seu efeito antiparasitario. Os
6leos essenciais (O.Es.) por serem volateis podem ter seus constituintes quimicos alterados por
fatores climaticas e as formulacGes farmacéuticas podem reduzir tais alteragdes e melhorar os
efeitos biologicos desses O.Es. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do ciclo
circadiano e sazonal no O.E. de P. brevipedunculata, bem como o seu efeito acaricida e anti-
helmintico e desenvolver formulacGes, especialmente nanoemuls6es para incorporacdo de E.Os.
As partes aéreas foram hidrodestiladas e a composicédo quimica foi determinada por GC-MS. Para
0s ensaios com Rhipicephalus microplus foi realizado teste de imerséo larval e avaliacdo anti-
helmintica em adultos de Caenorhabditis elegans e posterior, sobre Haemonchus contortus,
usando o teste de eclodibilidade de ovos. Testes de toxicidade também foram realizados sobre
organismos ndo alvos. Para o desenvolvimento da emulsdo foi incorporado 20% do O.E. na
proporcdo 7:3:1 de oOleo:surfactante:agua. O resultado de composicdo quimica identificou a
presenca de 30 constituintes, sendo os majoritarios o citral, a-pineno e D-limoneno, com
predominancia de monoterpenos oxigenados. No estudo sazonal, o maior rendimento foi
observado em abril (2,08%) e agosto (2,05%). Para o ciclo circadiano, os maiores rendimentos
(2,0 % e 1,2%) foram as 18h, para estacao seca e chuvosa, respectivamente. Em relacédo a atividade
carrapaticida, os O.Es. de abril (LCsp 1,17 mg/mL), marco (LCso 1,28 mg/mL) e outubro (LCso
1,27 mg/mL) obtidos na analise sazonal foram os mais eficientes. No ritmo circadiano, na estacéo
chuvosa e seca as 18he 12h exibiram as menores CLsso. O O.E. demonstrou também ser seletivo
para organismos ndo-alvo. Para C. elegans os O.Es. de P. brevipedunculata exibiu um efeito anti-
helmintico contra adultos do nematddeo, apresentando concentragdes inibitorias menores que 0,8
mg/mL para ciclo sazonal e 1,85 mg/mL para o ritmo circadiano. Para H. contortus, todos os O.Es.
testados sobre ovos demostraram forte efeito anti-helmintico, exibindo ICsso abaixo de 0,5 mg/mL.
O percentual de atividade carrapaticida da microemulsdo contra larvas de R. microplus demonstrou
100% de eficiéncia, quando comparado ao O.E. sem formulagdo (inibicdo de 22%). Conclui-se
que O.E. de P. brevipedunculata contém compostos bioativos com grande potencial de controle
de parasitos e o processo biotecnologico de sistemas microemulsionados podem ser uma
alternativa viavel para tornar o bioproduto em uma formulacao estavel e mais eficiente no controle
desses parasitos.

Palavras-chave: Astereaceae; Citral; Sazonal; Circadiano; Microemulséo



CAMARA, Marcos Bispo Pinheiro. Seasonal and circadian study of Pectis brevipedunculata
essential oil, development of microemulsion and evaluation of potential on Rhipicephalus
microplus and Haemonchus contortus. 2023. 129 f. thesis (doctorate). Graduate Program in
Biodiversity and Biotechnology — Rede BIONORTE. Federal University of Maranhdo, S&o
Luis, 2023

ABSTRACT

Pectis brevipedunculata, belonging to the Astereceae family is a native species, popularly known
as “tea de girl”, “rosemary do campo” and “lemongrass”, is widely found in dry and semi-arid
ecosystems in the north and northeast regions, has a high production of essential oil with a high
content of Citral, known for its antiparasitic effect. The essential oils (E.Os.) for being volatile can
alter their constituents by climatic factors and pharmaceutical formulations can reduce chemical
modifications and improve the biological effects of these E.Os. Therefore, the aim of this study
was to evaluate the circadian and seasonal variation of P. brevipedunculata E.Os., as well as their
acaricidal and anthelmintic effects and to develop formulations, especially nanoemulsions for
incorporation of E.Os. Aerial parts were hydrodistilled and the chemical composition was
determined by GC-MS. For the trials with Rhipicephalus microplus, larval immersion test and
anthelmintic evaluation was performed on adults of Caenorhabditis elegans and later, on
Haemonchus contortus, using the egg hatchability test. Toxicity tests were also performed on non-
target organisms. For the development of the microemulsion, 20% of the E.O. was incorporated in
a 7:3:1 ratio of oil: surfactant:water. The chemical composition result identified the presence of 30
constituents, the majorities being citral, a-pinene, and D-limonene, with a predominance of
oxygenated monoterpenes. For the seasonal period, the highest yield was observed in April
(2.08%) and August (2.05%). For the circadian, the highest yields (2.0% and 1.2%) were at 18hs,
for both dry and rainy seasons, respectively. Regarding the tick activity, the E.Os. from April (LCso
1.17 mg/mL), March (LCso 1.28 mg/mL) and October (LCso 1.27 mg/mL) obtained in the seasonal
analysis were the most efficient. In the circadian rhythm, the rainy and dry seasons at 6 p.m. and
12 a.m. exhibited the lowest LCsso. The E.O. also proved to be selective for non-target organisms.
For C. elegans the E.Os. of P. brevipedunculata exhibited an anthelmintic effect against adults of
the nematode, showing inhibitory concentrations lower than 0.8 mg/mL for seasonal cycle and
1.85 mg/mL for circadian rhythm. For H. contortus, all E.Os. tested on H. contortus eggs showed
strong anthelmintic effects, exhibiting 1Csso below 0.5 mg/mL. The percentage of tick activity of
the microemulsion against R. microplus larvae showed 100% efficiency when compared to the
non-formulated E.O. (22% inhibition). It is concluded that E.O. from P. brevipedunculata contain
bioactive compounds with great potential to control parasites and the biotechnological process of
microemulsion systems may be a viable alternative to turn the bioproduct into a stable formulation
and more efficient in controlling these parasites.

Keywords: Astereacea; Citral; Seasonal; Circadian; Microemulsion
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1 INTRODUCAO

As plantas representam uma das mais abundantes fontes de moléculas usadas para
a producéo de formulagdes farmacéuticas. Inimeras familias, tem-se destacado como fonte de
biomoléculas (BHUIYAN et al., 2020). A familia Asteraceae € representada por diversos
géneros e espécie dentre as Angiospermas, e sdo distribuidas em regiGes temperadas e
semiaridas (ROLNIK et al., 2021a). Plantas da familia Asteraceae, tem sido cultivado devido a
sua grande importancia econémica, principalmente no que se referéncia as culturas alimentares
e medicinal, além de serem ricas em 6leos essenciais (CASIGLIA et al., 2019).

Pectis brevipedunculata € uma erva pertencente a familia Asteraceae com
aproximadamente 1600 géneros e 23000 espécies (ROLNIK; STOCHMAL; OLAS, 2022), e
nativa de ecossistema seco ou semiarido das regides norte e nordeste, encontrada com facilidade
nas regides tropicais e subtropicais (MICHEL; ABD RANI; HUSAIN, 2020). Esta espécie é
rica em o6leos essenciais (O.Es.), e tem como componentes majoritarios, o citral (uma mistura
dos monoterpenos geranial e neral) e o limoneno (ROLNIK; OLAS, 2021).

Os oOleos essenciais sdao metabdlitos secundarios das plantas, constituidos de
componentes volateis, e podem ser classificados como, monoterpenos, sesquiterpenos e
fenilpropanoides. Os Gleos essenciais sdo usados pelas plantas, como um mecanismo de defesa
contra ataques de herbivoros, patdgenos ou como atrativos de insetos polinizadores (SHARIFI-
RAD et al., 2017). Devido as suas caracteristicas bioldgicas, eles sdo usados nas industrias
farmacéuticas, perfumarias e cosméticos (BERBERT; FAGAN, 2012; CARDOSO et al., 2020;
KIYAMA, 2017; OLIVEIRA, 2011).

A producdo dos O.Es. pelas plantas, geralmente possui influéncia direta dos fatores
ambientais, tal como temperatura, altitude, pluviosidade, estacdo anual, tipo de solo e reacdes
especificas do proprio vegetal como idade da planta, 6rgdo e ciclo vegetativo (DA SILVA
JUNIOR et al., 2019).

As variacOes climaticos, poluicdo atmosférica e fatores genéticos interferem direta
ou indiretamente no rendimento, teor e na variabilidade da composi¢do quimica dos 6leos
essenciais, ficando evidente que a escolha da época e horario de coleta é essencial para diminuir
os interferentes na composicdo quimica dos O.Es. (GAD; AYOUB; WINK, 2019). A
sazonalidade e ciclos circadianos sao fatores que influenciam nos teores de producéo dos 6leos

essenciais (SANTOS, 2017), o que pode influenciar diretamente no seu efeito bioldgico,
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demonstrando a importancia de estudos sazonais e circadianos sobre a producgéo dos O.Es. e
atividade bioldgica.

O sistema de producdo de bovinos tem sido afetado fortemente pelo parasitismo do
carrapato Rhipicephalus microplus, provocando ao setor perdas econdmicas em torno de
bilhdes de dolares (GRISI et al., 2014). E possivel que os prejuizos econdmicos estejam
diretamente relacionados com diminui¢do da producéo de carne e leite dos animais (BENDELE
et al., 2015; KATIKI et al., 2017; LIMA et al., 2021). O controle destes parasitos tem sido
realizado principalmente com o uso de carrapaticidas sintéticos (ARCEO-MEDINA et al.,
2016; NANDI; MAZUMDAR; BEHRMAN, 2018). Entretanto, o uso descontrolado desses
medicamentos tem acelerado o processo de resisténcia desses parasitos (AMARANTE, 2014;
CANEVARI; et al., 2017).

Haemonchus contortus, esta entre as endoparasitoses gastrintestinais de pequenos
ruminantes que compromete a producdo em decorréncia da perda de apetite, diarréia, anemia e,
em quadro severo, levando até a morte (SILVA et al., 2019). Esse tipo de nematoides causa
varios tipos de anemia e hipoproteinemia aos animais (DE OLIVEIRA et al., 2017).
Geralmente, o controle deste parasito é realizado com aplicacGes de anti-helminticos sintéticos
como benzimidazdis, lactonas macrociclicas e imidazotiazéis (ARCEO-MEDINA et al., 2016).
Estima-se que os gastos com tratamentos e prevencgao contra parasitos estdo estimados em mais
de 436 milhdes de dolares anuais (FOGARTY et al.,, 2022). O controle inadequado do
parasitismo, ocasiona o0 nimero de populacdes de nematoides resistentes ao tratamento e tem
aumentado ao longo dos anos, causando varios problemas como alto custo, contaminacao
ambiental e residuos nos alimentos. Por esta razdo, tem-se procurado intensamente, meios
alternativos e eficientes para o controle desses parasitos, tal como, o uso de substancias naturais
ativas, como O.Es. (DA SILVA LIMA et al., 2016; PEIXOTO, 2015).

Os oleos essenciais, por ndo garantir uma estabilidade eficaz de seus constituintes
na presenca de calor, luz e outros fatores ambientais, requer a necessidade de minimizar a
interferéncia desses agentes (SILVA et al., 2020). A aplicacdo quanto ao uso de microemulsdes
proporciona a diminuicdo da alta volatilidade dos O.Es., o que pode desfavorecer os
interferentes do meio natural. As M.Es. representa um agregado esférico de aproximadamente
1400A (HE et al., 2022). Esse sistema envolve uma mistura de trés a cinco componentes e se
define como sistema estavel termodinamicamente de dois liquidos imisciveis, isotropicos,

transparente, geralmente estabilizado por filme de tensoativo que se localiza na interface,
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0leo/agua ou &gua e 6leo (ALKRAD et al., 2022). Sistemas microemulsionados, por apresentar
estabilidade termodindmica, permitindo que substancias hidrofilicas tenham um sistema de
entrega mais eficiente no organismo alvo (PORTO; ALMEIDA; VICENTINI, 2020).
Formulag6es farmacéuticas microemulsionadas usando o O.E. de P. brevipedunculata pode ser
promissor em proteger e melhorar o efeito biologico do O.E. e seus componentes. A busca por
formulacOes a base de produtos naturais de plantas que contribuem para o controle desses
parasitos, torna-se indispensaveis, uma vez que, a pesquisa podera disponibilizar uma fonte
para a producdo de um novo medicamento com acdo mais prolongada e eficiente. Além do
mais, 0 uso do O.E. de P. brevipedunculata podera fortalecer toda uma cadeia de producéo,
seja ela, regional com a producéo de plantas para obtencdo do O.E. ou nacional, com a produgéo
do medicamento.

A presenca de terpenos da espécie da familia Asteraceae, em especial Pectis
brevipedunculata tem demonstrado forte acdo biologica, principalmente sobre nematicida,
larvicida, repeléncia, inseticida e carrapaticida (DA SILVA LIMA et al., 2016; DE
ALBUQUERQUE et al., 2007; HAO, 2008). Com aplicagio do O.E no sistema
microemulsionado, podem impulsionar e prologar ainda mais o seu efeito por causa da sua
eficiéncia de controle em comparacdo sem a incorporacdo (BARRETO et al., 2022), bem como
de seus componentes sobre seus alvos bioldgicos, tal como, carrapatos e nematoides. Os
resultados obtidos no desenvolvimento da proposta estdo divididos em 4 capitulos:

E importante ressaltar que os resultados obtidos neste estudo poderdo contribuir
para o fortalecimento da economia local, uma vez que comprovada a eficacia e seguranca de
Pectis brevipedunculata, possibilita a agregacao de valor a espécie vegetal. 1sso, por sua vez, o
que podera promover um estimulo ao cultivo e preservacdo da espécie, valorizando a
importancia social e econémica da flora local. Além disso, estes resultados também poderéo
fornecer subsidios para a implementacdo de um polo produtor de bioativos para a industrias

veterinaria auxiliando no desenvolvimento deste importante setor econémico para a regiéo.

1.1. Objetivos

1.1.2 Geral

Avaliar a variacdo sazonal e circadiana do 6leo essencial de P. brevipedunculata,

bem como o efeito bioldgico do OE livre e microemulsionado sobre parasitos de ruminantes
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1.1.3 Especificos

e Extrair e avaliar o rendimento do éleo essencial em funcdo da sazonalidade e do ritmo
circadiano presente nas partes aéreas de P. brevipedunculata

e Caracterizar a composi¢do quimica do 6leo essencial da planta em estudo;

e Determinar a variagdes sazonais e circadiana do OE de P. brevipedunculata;

e Analisar o efeito do 6leo essencial frente ao Rhipicephalus microplus

e Avaliar a agdo anti-helmintico do 6leo essencial de P. brevipedunculta sobre adultos de
C. elegans e ovos de Haemonchus contortus.

e Desenvolver microemulsdo a base de coco babacu, surfactante e agua, incorporada ao
0leo essencial de P. brevipedunculata;

e Analisar o efeito bioldgico do dleo essencial de P. brevipedunculata incorporado a

microemulsdo contra larvas de R. microplus.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. Plantas como fonte de biomoléculas

Hé séculos, as plantas tém sido um dos principais recursos terapéuticos usados para
o tratamento de saude da humanidade. Estas tem representado um importante meio para o
desenvolvimento de estudos quimico e bioldgicos dos compostos ativos presente nas plantas
(DA CRUZ et al., 2022). Os avancos ocorridos no meio técnico-cientifico, instigam-se as
tendéncias, praticas relacionadas aos saberes sociais e farmacoldgico, com aplicacdo de técnicas
inovadoras voltado ao tratamento de enfermidades e na prevencdo de doencgas (SILVEIRA,;
BASSAN, 2021). Mesmo com o incentivo da industria farmacéutica para a utilizagdo de
medicamentos industrializados, grande parte da populacdo brasileira utiliza-se das praticas
complementares para cuidar da satide (SALAM; QUAVE, 2018).

Apesar do progresso da medicina moderna e do desenvolvimento de inumeras
drogas sintéticas, as plantas medicinais constituem-se uma importante fonte de compostos
naturais amplamente utilizados no tratamento de diversas doengas devido a sua composi¢cdo
quimica e propriedade farmacoldgica (SABZI NOJADEH et al., 2021). As plantas
compreendem uma abundéncia de metabolitos secundarios, que podem ser classificados em
diferentes classes, tais como, alcaldides, taninos, terpenoides, fenolicos, glicosideos,
flavonoides e saponinas (ALAEI; MAHNA, 2013). Essa grande diversidade de compostos
quimicos esta ligada diretamente a influéncias de fatores ambientais ou do meio em que se
encontra, como por exemplo, regido geografica, idade da planta, parte da planta, chuva, seca,
poluicdo, solo, predacéo, polinizacdo (KROYMANN, 2011).

A maioria dos compostos encontrados nos vegetais tem baixa toxicidade, o que nao
representa riscos aos animais (HERMENEAN et al., 2016). Novos compostos ativos com baixa
toxicidade ou simplesmente atdxico para 0 homem e animal tem despertado grande interesse
para a sociedade, e assim fortalecendo a busca por novas moléculas que seja eficiente e menos
agressiva ao meio (ALVAREZ et al., 2022).

O uso de substancias ativas de plantas, obtidos a partir de extratos ou 6leos
essenciais, representa uma alternativa com beneficios econémicos e ambientais desejaveis,
desencadeando consideraveis esforcos de pesquisa e de desenvolvimento para a producéo de
novos fitomedicamentos (HASTANTRAM SAMPANGI-RAMAIAH; VISHWAKARMA;
UMA SHAANKER, 2020)
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Os 6leos essenciais sdo conhecidos por terem propriedades antioxidantes, antivirais,
antibioticas, anti-inflamatdrias, cicatrizantes e antiacne, o que lhes permite por ser usado para
a prevencao e tratamento das mais diversas doencas (CHI, 2022). Devido a essa diversidade de
usos terapéuticos dos compostos bioativos de plantas, indUstrias farmacéuticas, alimenticias e

cosméticos tem buscado cada vez mais o uso destas moléculas para diferentes aplicagdes.

2.2. Oleos essenciais

Oleos essenciais (O.Es.) é denominado de um liquido oleoso volatil, lipofilico,
provido de forte aroma, em sua maioria incolor, baixo peso molecular, sdo misturas complexas
de hidrocarbonetos e seus derivados oxigenados decorrentes de duas vias isoprendides
diferentes, presente no metabolismo secundario das plantas (SHARIFI-RAD et al., 2017), (GIR
etal., 2020); (LAINEZ-CERON et al., 2021). Geralmente os O.Es. sdo produzidos por tricomas
glandulares e demais estruturas secretoras, tecidos secretores principalmente difundidos na
superficie dos 6rgdos das plantas, em particular, flores e folhas, exercendo assim um papel
ecologico fundamental na planta, como protecédo ao ataque de herbivoros e patdgenos ou como
atrativos a insetos polinizadores (ZHAO et al., 2022).

Os O.Es. sdo produzidos por inumeras familias de plantas, como exemplo, as
Asteraceae, Apiaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Piperaceae, Rutaceae, e muitas outras
familias (LOURENCO et al., 2018). Aproximadamente, 3000 O.Es. sdo conhecidos e 300
desses sdo importantes comercialmente para industrias farmacéuticas (BAKKALI et al.,
2008)(BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

Poucos compostos presentes no Oleo apresentam quantidade elevada em
compara¢do aos demais, 0 que pode classifica-los como, como componentes majoritarios do
O.Es. De acordo com a composicdo quimica os O.Es. podem ser constituidos de monoterpenos,
sesquiterpenos (Terpenos) e fenilpropanoides (GIR et al., 2020), e apresentarem grupos
funcionais, como, alcoois, aldeidos, aldeidos ciclicos, cetonas, fenois, éteres, éteres fendlicos,
oxidos ou ésteres (FELIPE; BICAS, 2017). As moléculas terpendides destacam-se por
possuirem uma grande variedade estrutural.

Os terpendides consistem em um grupo amplo de metabolitos secundéario, que tem
acdo sob o sistema nervoso central, exibem atividades sedativa, ansiolitica, antinociceptiva,
anticonvulsivante, pro-convulsivante e alucinégena. Como matéria-prima sdo amplamente

utilizados nas indudstrias farmacéutica, alimenticia e cosmética (YANG et al., 2020). S&o
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classificados pela quantidade de carbonos presentes na molécula e seus esqueletos quimicos
séo formados por unidades isoprénicas (C5) (LIAO et al., 2016), (Tabela 1).

Tabela 1: Nomenclatura dos terpernos mediante unidade isoprénicas

Atomos de carbonos Unidades isoprénicas  Nomenclatura

10 2 Monoterpenos
15 3 Sesquiterpenos
20 4 Diterpenos

25 5 Sesterterpenos
30 6 Triterpenos

40 8 Tetraterpenos

Os O.Es. séo obtidos por processos de extracdo que variam de acordo com as partes
dos vegetais, tais como hidrodestilacdo, prensagem, arraste a vapor, enfloracéo, extracao por

solvente, assistida por ultra-som e fluido supercritico CO, (CECATI et al., 2021).

2.3 Biossintese dos Oleos Essenciais

Os terpenos sao produzidos pelas plantas por uma rota biossintética com aquisi¢do
adequado de cada composto formado. (MOSQUERA et al., 2021). A rota biossintética dos
terpenos pode ocorrer, por vias diferentes na célula vegetal, tal como, 1- a reacdo inicial para
formacé&o dos terpenos ocorre no citoplasma da célula por meio de reacdes de piro-fosforilacéo,
descarboxilacdo e desidratacdo. A partir do produto acetil Coenzima A, é formado o acido
meval6nico (AMV) e este é convertido em isopentenil difosfato (IPP), uma molécula formada
por unidades de cinco carbonos. O isopentenil difosfato (IPP) é fosfatado, formando o isdmero
dimetilali difosfato (DMAPP) e 2- pela rota alternativa usando uma reacdo de condensacéo do
piruvato mais gliceraldeido-3-fosfato, a conversdo dos dois gerar o dimetilalil difosfato
(DMAPP), e a partir desse € biossintetizado os terpenos (ORSI et al., 2020).

O IPP e seu isdmero DMAPP sdo os precursores na unidade basica ativa da
biossintese dos terpenos. A obtencdo dos monoterpenos, ocorre por meio da ligacdo de IPP e 0
DMAPP gerando o geranil difosfato (GPP) (LIU et al., 2019). O GPP, ao reagir com outra

molécula de IPP converte-se em farnesil difosfato (FPP), composto representado por 15 atomos
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de carbono e indicador dos sesquiterpenos, e assim sucessivamente até formacdo dos
politerpenos (CARRIL, 2009). As unidades isoprénicas possuem amplas variagdes e podem ser
sintetizadas a partir do &cido mevaldnico ou via 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXP) (Figura
1).
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Figura 1: Formacdo de unidade isoprénicas através da rota acido meval6nico e DXP.
As unidades dos isoprenos podem ser derivadas do acido meval6nicos (MVA),
(Figura 1) ou pelo 1-desoxi-D-xilulose 5-fosfato (DXP) (YANG et al., 2016). Acido
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mevaldnico é um produto do metabolismo do acetato, o qual representa o precursor do
colesterol animal. Por varios anos, as etapas da via do mevalonato eram considerados como a
principal via de biossintese de uma série de terpendides, no entanto, outro caminho foi
descoberto como alternativa para IPP e DMAPP, a via (DXP). Esta por sua vez, é
provavelmente mais utilizada do que a via do mevalonato (DEWICK, 2011).

A partir de trés moléculas de acetil-coenzima A, ocorre a formacdo do acido
mevaldnico. Inicialmente, duas moléculas de acetil-coenzima A sdo combinadas em uma reacao
de condensacdo de Claisen para gera o acetoacetil-CoA, e uma terceira molécula do acetil-CoA
é incorporado por meio de uma adicdo de aldol estereoespecifica produzindo o éster e cadeia
ramificada p-hidroxi-g-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) (Figura 2) (JONES; KLACKING;
RYAN, 2021).
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Figura 2: Rota biossintética por intermédio do &cido mevaldnico (MVA).

A terceira molécula de acetil-CoA ¢ ligada a enzima por meio de um grupo tiol, e
esta ligacdo é posteriormente hidrolisada para formar um grupo de acido livre de HMG-CoA
(SONG; ZHENG, 2020). No acetato, um tioéster de &cido acetoacético, ligado a proteina
transportadora de acila, se forma usando o tioéster e um nucleofilico do acido malénico. No

segundo passo, 0 acetoacetil-CoA passa a ser o0 substrato do acido e age como nucle6filo em
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vez da terceira molécula de acetil-CoA, logo a enzima atinge uma rea¢do menos favoravel
(MAHMOUD; CROTEAU, 2001). A conversdo de HMG-CoA em (3R) -MVA envolve a
reducdo em duas etapas do grupo tioéster em alcool primério, e a este, fornece uma
transformacdo fundamental irreversivel e limitante de taxa. A inibicdo por quantidade de
amostra da enzima (HMG-CoA redutase), é 0 que pode ser usada para controlar a biossintese
do mevalonato e a Gltima analise do colesterol esterdide (MIZIORKO, 2011).0 MVA ¢é
convertido em isopreno fosforilado em uma série de reacOes de fosforilagcdo do grupo alcool
primario. Duas enzimas, HMG-CoA sintase and HMG-CoA redutase, dependentes de ATP séo
envolvidas até formar o difosfato de acido mevalénico, ao passar por uma
descarboxilacdo/desidratacdo, converte-se em IPP. A terceira molécula de ATP é necessaria na
transformacéo, o qual torna a hidroxila em um melhor grupo de saida. Através do ATP, ocorre
a perda de uma hidroxila (Figura 2). O IPP passa por uma isomerizacdo de uma unidade
isoprénica a outra e a DMAPP por uma enzima isomerase e por esterioisdmero especifico,
remove o proton pro-R (HR) de C-2, e incorpora um préton da agua no C-4. Com a permanéncia
da isomerizacao reversivel, o equilibrio se torna fortemente para o lado do DMAPP (JOHNSON
etal., 2017).

A partir desta conversdo, produz um eletrofilo reativo com um bom agente
alquilante. O DMAVPP possui um bom grupo de saida e o difosfato pode ser formado pela via
da SN1, provoca um carbocation alilico que € estabilizado pela deslocalizacdo de carga (Figura
3) (SAID-AL AHL; HIKAL; MAHMOUD, 2017).
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OPP

(DMAPP)

representacdo do
Reacdo SN1 cation alélico, dupla ligacao

O .
G e
NS

cation alilico estabilizado por ressonancia

Fonte: SAID-AL AHL; HIKAL; MAHMOUD, 2017
Figura 3: Reacdo do DMAPP na formacéo do disfosfato pela reacdo via SN1
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Em comparacdo, o IPP com sua ligacdo dupla terminal é mais provavel que aja
como um nucle6filo, especialmente em direcdo ao DMAPP eletrofilico. Essa distin¢do da
reatividade é a base da biossintese dos terpendides e carbocations que mostra fortemente no
caminho desenvolvido do mecanicismo de racionalizagdes (LI et al., 2021).

O 1-desoxi-D-xilulose 5-fosfato € formado dos intermediarios da via glicolitica acido
pirivica e gliceraldeido 3-fosfato com a perda da carboxila do piruvato. Tiamina
descarboxilacdo de piruvato mediada por difosfato, fornece um acetaldeido semelhante a uma
enamina, este reage como um nucledfilo em uma reacdo de adicdo com o gliceraldeido 3-
fosfato. Em seguida, é liberado o transportador TPP, que gera o desoxixilulose fosfato, o qual
se transforma em 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato através de um rearranjo da reacdo (Figura 4)
(KOJIMA, 20186).
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Figura 4: Formacdo do 1-desoxi-D-xilulose 5-fosfato via glicolitica do &cido piravica e

gliceraldeido 3-fosfato com a perda do piruvato carboxilica.

O fosfato de metileritritol compreende o sistema de cadeia ramificada semelhante a

unidade de isopreno. A reacdo do metileritritol fosfato com trifosfato de citidina (CTP) produz
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um derivado citidina difosfo, que € fosforilado via ATP. O 2-fosfato resultante é convertido em
um fosfoanidrido devido a perda de fosfato de citidina. Este ciclofosfato, por uma sequéncia de
reacao, leva ao IPP, o que se liga a via da desoxixilulose com a via do mevalonato. O DMAPP,
por derivacéo e isomerizacao, ocorre a formacdo do IPP (TRITSCH et al., 2010).

Tanto pela via do mevalonato quanto a via do fosfato de desoxixilulose, produzem
as unidades de isopreno para a biossintese de terpenos. Nas plantas, as duas vias, geralmente
ocorrem por dois caminhos, na maioria, simultaneamente e com seguimentagdo, em que, as
enzimas da via do mevalonato estejam localizadas no citosol, enquanto as enzimas da via de
desoxixilulose fosfato sdo posicionadas nos cloroplastos. Assim sendo, os triterpendides sao
gerados por uma via do mevalonato, enquanto os demais terpendides sdo formados nos

cloroplastos e sdo derivados de fosfato de desoxixilulose (BANERJEE et al., 2013).
2.3.1 Biossintese dos Hemiterpenos (C5)

O hemiterpeno e seu intermediario IPP e DMAPP sdo compostos reativos e formam
0 esqueleto estrutural dos terpenoides, sdo utilizados como alquilantes e agente na formacéo de
monoterpenos (QIAQO et al., 2021).

Os verdadeiros hemiterpenos séo produzidos em quantidade minima na natureza,
como o isopreno, composto volatil, encontrados em varias espécies de plantas, principalmente
nas arvores. O isopreno é formado a partir da perda de um proéton do do cation alilico (Figura
5) (BARRETO; ALMEIDA,; FILHO, 2021).

®
Qo N )\%

isopreno

Fonte: BARRETO; ALMEIDA,; FILHO, 2021

Figura 5: Formacdo do isopreno a partir da perda do préton do céation alilico

2.3.2 Biossintese dos Monoterpenos

Os monoterpenos podem ser encontrados em diversas plantas aromaticas, assim

como as que pertence a familia Asteraceae e que predominam na composi¢do quimica dos 6leos
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essencial. (HILLIER; LATHE, 2019). Os monoterpenos sdéo compostos formados por duas
unidades isoprénicas. Geralmente, seus constituintes sdo marcantes dos 6leos essenciais, com
estruturas terpénicas de baixa massa molecular e volatilidade elevada poder de volatilidade
(MASYITA et al., 2022). Apresenta importancia significativa para o aroma dos produtos
comerciais, em especial as ervas aromaticas, especiarias e condimentos (FELIPE; BICAS,
2017).

Os monoterpenos sdo uma importante classe de produtos naturais com aroma e
sabor intenso e que contém muitas moléculas que apresentam atividade bioldgica, incluindo
antimicrobiana, aplicacdes na industria farmacéutica, cosmética e alimenticia (PURSER et al.,
2021).

A biossintese de monoterpenos inicia com a combinacdo do DMAPP e IPP
mediante acdo da enzima prenil transferase, que gera o difosfato de geranil (GPP) (Figura 6).
Considera-se que a partir do envolvimento da ionizagdo de DMAPP ao cation alilico, incluséo
a dupla ligacéo do IPP, seguidamente por uma perda de um proton. Através da estereoguimica,
a saida do proton (HR) é semelhante a perda na isomerizacéo do IPP a DMAPP. Com isso, ha
formacé@o de um monoterpeno difosfato, geranil PP, em que a existéncia de uma nova dupla
ligacdo torna-se o trans (E) (MASYITA et al., 2022).

adicdo eletrofilica
gerando cation terciario

@
)\N > )\@/ %OPP , )\/\)M\OPP
OPP Hr™" “Hs He hs

DMAPP
estereoespecifico
com perda de proton
E
N
OPP
= N NS
OPP
geranil PP

(GPP)
Fonte: MASYITA et al., 2022
Figura 6: Disfosfato de geranil constituido pela combinacdo do DMAPP e IPP por enzima

pernil transferase.
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Os compostos linalil PP e neril PP sdo isdmeros de geranil PP, e naturalmente sdo
formados a partir do geranil PP por meio da ionizacdo ao cation alilico. Esse processo ha
possibilidade em permitir uma mudancga na estabilizacdo do grupo difosfato no carbono
terciario em linalil PP, assim como pode ocorrer varia¢do na estereoquimica da dupla ligagcdo
para Z em neril PP, (Figura 7) (BANERJEE et al., 2013).

ligacdo simples em LPP
permite rotagdo

oPP Copp

/m

OPP

neril PP
(NPP)

geranil PP

linalil PP
(GPP)

(LPP)

cation alilico estabilizado
por ressonancia (cation geranil ) cation alilico estabilizado
por ressonancia (cation neril)

Fonte: BANERJEE et al., 2013

Figura 7: Geracao dos composto linalil PP e neril PP a partir do geranil PP.

Os compostos quimicos linalil PP e neril PP e geranil PP podem gerar uma série de
monoterpenos lineares encontrados nos 6leos essenciais, usados principalmente na producéo de
aromatizantes e perfumes. Os constituintes resultantes fazem partes de diversas fungdes, como
hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos ou talvez ésteres, em particular, os acetatos (Figura
8).(UGIURA et al., 2011)
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Figura 8: Monoterpenos formados por intermédio de linalil PP e neril PP e geranil PP

Existem uma exuberancia de monoterpenos que sdo obtidos e desenvolvidos,
especialmente pelas reacdes de ciclizacdo e podem ser produzidos de forma monociclicos ou
biciclicos. Os principais exemplos de maior desses sistemas de anéis sdo apresentados na
(Figura 9) (JONES; KLACKING; RYAN, 2021).
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Fonte: JONES; KLACKING; RYAN, 2021
Figura 9: Monoterpenos derivados por reacdo de ciclizacdo em formatos monociclicos e

biciclicos
O neril PP ou linalil PP, entretanto, tém estereoquimica favoravel nos dois

precursores, com preferéncia imediata no sistema mentano monociclico, capaz de gerar um

carbocation de denominagao, mentil ou a-terpinil, o qual € mostrado o mentano como esqueleto,

(Figura 10) (UGIURA et al., 2011).
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Figura 10: Formacéo de mentil diante do linalil PP.
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No monoterpeno, observou-se que enzimas ciclases sdo capazes de ceder todos 0s
trés difosfatos, o que torna, o linalil PP como melhor substrato. No linalil, é possivel observar
notadamente a capacidade para isomerizar os substratos inicial, bem como para ciclizé-los. Na
figura 10, considera-se as espécies envolvidas na ciclizacdo como o cétion alilico deslocalizado
fortemente ligado ao anion difosfato, e a formacéo da ligacdo segue devido a proximidade dos
elétrons m (ORSI et al., 2020).

O céation mentil do composto ao ser recém-gerado pode desparecer pelo ataque da
agua para formacédo do limoneno, por outro lado, poderia perder um préton para gerar o alcool
a-terpineol. (Figura 11a). J& o cation mentil, podera ser convertido através do deslocamento de
1,3-hidreto em um cation alilico estabilizado por ressonancia, o que permite a formagao de a-
e B-felandrenos devido a perda de um préton do carbocation felandril (Figura 11 b) (DEWICK,
2011)

H
@ @ alilico estabilizado

por ressonancia do cation

mentil / a-terpinil /
cation |
H 2o -H ®

$ ey 495

limoneno a-terpinol cineol cation felandril

B-felandreno
(@) (b)
Fonte: DEWICK, 2011

Figura 11: Compostos gerado a partir de cation mentil na presenca de agua.



29

2.3.3 Sesquiterpenos

Os sesquiterpenos sdo compostos formados por trés unidades isoprénicas, com baixa
solubilidade em &agua e em solucdo alcodlica tende a oxidar ligeiramente. Em geral, os
sesquiterpenos demonstram atividades de protecdo contra fungos e bactérias(ZOU et al., 2021)

As diversas formacdes estruturais dos sesquiterpenoides sdo possiveis pela facilidade
reativa do pirofosfato de farnesila. Os sequiterpenos retratam a maior classe de estruturas
diversificadas (LEITE, 2017). A unido de mais uma unidade de C5 IPP no geranil difosfato na
ampliacdo do prenil transferase em que a reagéo leva ao sesquiterpeno, tem como precursor,
difosfato de farnesil (FPP) (Figura 12). A ocorréncia da ionizacdo inicial de GPP se apresenta
e 0 préton perdido do C-2 do IPP € estereoquimicamente analogo aos protons cedidos na etapa
da isoprenilacdo anterior (MIZIORKO, 2011). A partir do FPP, é possivel a formacdo do
sesquiterpenos lineares e dos ciclicos, pois ocorre 0 aumento do comprimento da cadeia e da
adicdo da ligagdo. O nimero de ciclizagdo também é possivel ao seu complemento, além de
uma variedade de estruturas resultante dos monociclicos, biciclico e triciclicas (BARRETO;
ALMEIDA; FILHO, 2021).
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Figura 12: Reacdo do geranil PP na transformacdo do difosfato de farnesil PP.

A representacdo da estereoquimica da ligacdo dupla adjacente ao difosfato pode
assumir uma configuracdo E, semelhante em FPP ou caracterizar uma configuracdo Z via
ionizacdo, de acordo com o geranil/neril PP, (Figura 13). O difosfato terciario nerolidil PP
refere-se como um precursor mais imediato do que o farnesil PP, o que proporciona diversas
possibilidades de desdobramento a cadeia carbbnica, o que é possivel através da enzima
envolvida, e ciclizagdo por ataque a uma ligacdo dupla mais conveniente, semelhante com o

que ocorre em monoterpenos (FENG et al., 2020).
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Figura 13: Caracterizacdo de configuracdo Z via inonizagao do geranil/neril PP,

As reagdes padrdes dos carbocations demonstram racionalmente a generalidade dos
esqueletos estruturais mais comuns encontrados, e uma selecao representativa destes é mostrada
na Figura 14. Algumas cicliza¢6es levam ao anel um conjunto maior do que seis e sete carbonos
e anéis de dez e onze membros que podem ser formados. Os dois sistemas de anéis de dez
membros, cations germacril e cis-germacril, ou os dois sistemas de onze membros, humulil e
cations cis-humulil, diferem-se apenas esterioquimicamente relacionados as ligacdes duplas.
Entretanto, influencia demais processos de ciclizacdo e que € responsavel por aumentar a
variedade dos derivados de sesquiterpenos (FENG et al., 2020).

O esqueleto basico do eudesmane € formado a partir do cation germacril por
protonacdo e ciclizacdo via eudesmila cation, enquanto a protonacdo na extremidade mais
substituida de uma ligacdo dupla, poderia formar o cétion guail e o esqueleto guaiane.

Enquanto isso, um anel de seis membros, possivelmente é formado primeiro dando
0 cétion bisabolil, e novamente, um deslocamento de 1,3-hidreto estara incluso antes mesmo da

formacéo do sistema de decalina (LIAO et al., 2016).
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Figura 14: Demonstragdo de carbocétions de esqueletos estruturais.
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Alguns dos conjuntos de procedimentos de ciclizacdo, o cation bisabolil, é similar
ao dos monoterpenos de classificacdo dos mentanos, demais alteragdes no anel de seis membros
podem decorrer para formacdo de variantes essencialmente para monoterpeno em relagéo
substituinte de hidrocarboneto e y-bisaboleno (Figura 15) (SONG; ZHENG, 2020) .

Os sesquiterpenos sdo em geral menos volateis que os monoterpenos. Uma
eliminag@o simples do cation bisabolil, leva ao a-bisabolol, um dos principais constituintes da
Matricaria chamomilla. Os éxidos de bisabolol A e B também sdo compostos possivelmente
derivados do bisabolol por meio de reag6es de ciclizacao.

. Qp*
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(-)-R-bisaboleno cation bisabolil ¥ -bisaboleno
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H H OH
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(-)-a-bisaboleno (-)-a- bisabolol

Fonte: SONG; ZHENG, 2020

Figura 15: Conjuntos de ciclizagdo de sesquiterpenos similares ao monoterpenos metanicos.

A unidade da lactona «,f-insaturada € uma representatividade basica de muitos
terpenos biologicamente ativos. A atividade se manifesta frequentemente como uma toxicidade,
especialmente a citotoxicidade como visto com o germacranolide elefantopina de Elephantopus
elatus. O a-Santonina foi um dos compostos identificada como sendo, o principal componente
anti-helmintico de varias espécies de Artemisia (SAKIPOVA et al., 2017). Estruturalmente, a
a-santonina tem muita semelhanca com partenolide, e a diferenca mais marcante estd na

presenca da decalina biciclica de sistema de anéis (Figura 16).
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Figura 16: Estruturas de sesquiterpenos a-Santonina com potencial biolégico para anti-

helmintico de varias espécies de Artemisia.

Investigacdes sobre a presenca de monoterpenos na familia Asteraceae, revelou que
0 6leo essencial extraido de Pectis brevipedunculata demonstrou que entre os constituintes
predominantes, esta o citral, um composto com elevado potencial como agente nematicida e
larvicidade natural (ALBUQUERQUE et al., 2007).
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2.3.4 Citral

O citral é uma mistura de dois constituintes, o geranial e neral (Figura 17). Séo
aldeidos monoterpénicos conhecidos pelo seu aroma agradavel e caracteristicos. Comumente
encontrados nas cascas de frutos citricos como o limdo e laranja (YOPLAC et al., 2021).
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Fonte: YOPLAC et al., 2021

Figure 17: Estrutura do (a) geranial and (b) neral.

A mistura citral tem sido amplamento aplicada na industria de alimentos, cosméticos
e bebidas, como componente natural por sua fragréncia e sabor do limao. (FERRARIO et al.,
2020). Os oleos essenciais que contém o citral, evidenciam acdes como antioxidante,
anticancerigenas, antimicrobianas, antifungicas e antiparasitarias. (MASWAL; DAR, 2014).

A biossintese de geraniol e citral ocorrem em trés etapas: Quando as fosfatases
catalisam a reacdo de remocdo do pirofosfato (PPI) do GPP para produzir o geraniol
(HYPERICACEAE; CROCKETT, 2010) . O geraniol € acetilado para formar acetato de
geranila através da acdo da geraniol-acetil transferase. Apos, é formando o neral e o geranial
(figura 18). A hidrdlise, ocorre no sentido de gerar proveito do geraniol pela acdo de geranil
acetato esterase em funcdo do desenvolvimento de inflorescéncia (GANJEWALA; GUPTA,
2016).
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Figura 18: Biossintese de geranial e neral a partir de geranil pirofosfato (GPP); GES, geraniol

sintase; GEDH, geraniol desidrogenase; CAD alcool cinamilico desidrogenase.

O mecanismo dos compostos geranial e neral através das vias biossintéticas
demonstrou que o gerenial é obtido a partir do gereniol e o neral é formado pela tautomerizacao
ceto-enol do gerenial, o que revela uma acessivel rotacao trans-para-cis da ligacdo C2 — C3,
observado na configuracdo cis encontrada em neral (RANA; DAS; BLAZQEUZ, 2016).

Os terpenos, embora que exista diferencas estruturais entre si, todos sdo formados
por estruturas em blocos de cinco carbonos, o que especifica as regras do isopreno. Entre 0s
terpenois, temos o pineno, que um monoterpenos formado por duas unidades isoprénicas
(COSTA, 2017). Sao constituintes encontrados em diversos 6leos essenciais e possuem dois

isbmeros constitucionais ativos, o alfa e beta pineno, (FELIPE; BICAS, 2017).
2.3.5. a-Pineno
O a-pineno é um monoterpeno promissor no tratamento de doengas inflamatdrias

(SALEHI et al., 2019). O composto pode ser encontrado facilmente no 6leo essencial do

eucalipto e demais plantas aromaticas. Possui atividades antimicrobianas, apoptoéticas,
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antibidticas, antimetastaticas, antimaldrica, anti-leishmanicida e efeitos analgésicos (SALEHI
et al., 2019). Apresenta ainda propriedade antiproliferativa com inibi¢do significativa do
crescimento com interrupgdo do ciclo celular de levedura na fase G2/M, o que podera propiciar
em modelo animal a inibi¢&o do ciclo celular e uma alternativa terapéutica do cancer (KUMAR,;
DEV; SOURIRAJAN, 2021).

O hidrocarboneto pineno de férmula molecular (C1ioH16) € um terpeno isomérico
biciclico a e B-pineno (Figura 19). Sdo constituintes presentes em varios 0leos essenciais, visto
que, pode representar 0 componente majoritario de determinadas espécies de plantas. S&o
compostos que caracterizam a familia de monoterpenos (+) e (-) enantibmero pineno e que

dispde de diferentes interagcbes com a luz polarizada (SALEHI et al., 2019) .

2 @

(1R) - (+) - a—pineno (1S) - (-) - a—pineno

cHcE

(1R) - (+) - B-pineno (18) - (-) - B-pineno
Fonte: SALEHI et al., 2019

Figura 19: Estrutura de a- ¢ B-pineno.

O a-pineno contém quatro carbonos reativos, € um alceno que pode ser encontrado
na natureza na forma de dois enantibmeros (1S, 5S)-a-pineno e o (1R, 5R) — a-pineno. Estes
compostos sdo aplicados como aromatizantes e aditivos alimentares (LIMA et al., 2013). Os
isbmeros podem ser gerados a partir do geranil pirofosfato por meio de uma ciclizacdo do
linaloil pirofosfato, com a perda de um préton através do carbocation, (Figura 20) (ANDRADE,
2017).



38

PP
\ j +
OPP
) N —
—_— ‘
‘ ) _ a-pineno R-pineno
gerani linaloil - B
pirofosfato pirofosfato

Fonte: ANDRADE, 2017

Figura 20: Formagao das moléculas de a-pineno e B-pineno a partir do geranil difosfato.

Entre os compostos monoterpenos com potencial biolégico, encontra-se o
limoneno, um dos principais constituintes de dleos essenciais encontrados em frutas citricas,
como o liméo e a laranja. Em geral, o R-(+) -limoneno é o composto majoritario em grande
parte encontrados nos citricos (SANTOS, 2014). Estudo realizado por Oliveira, (2011),
detectou que o limoneno é terceiro componente majoritario em Pectis brevipedunculata, assim
como trabalhos desenvolvidos por (SILVA et al., 2021)), usando Pectis elongata e Albuquerque
et al (2007) trabalhando com Pectis oligocephala, observaram também que o limoneno foi o

terceiro constituinte predominante nos 6leos essenciais.

2.3.6 Limoneno

O monoterpeno limoneno é considerado um dos principais constituintes em
diversos 6leos essenciais de cascas de frutas citricas (LU et al., 2014). Através de processos
industriais com utilizacdo de residuo de sucos citricos € possivel se obter alta concentracdo de
limoneno, o que tem despertado grande interesse por fonte renovaveis pela obtencéo a baixo
custo (ARRIETA et al., 2013).. Este constituinte pode ser adicionado em uma variedade
alimentos, perfumes, bebidas e sabonetes. Além disso, o limoneno é possivel ser utilizado em
produtos de limpeza doméstica (OZTURK; WINTERBURN; GONZALEZ-MIQUEL, 2019).

Substancias como o limoneno, apresentam alta atividade antimicrobiana,
antimalarico, antitumoral, anti-inflamatorio e inseticidas. (HAC-WYDRO; FLASINSKI;
ROMANCZUK, 2017). agdo (D’ALESSIO et al., 2013).

Entre os 6leos essenciais obtido de citricos, 0 R— (+) limoneno é o componente de

maior percentual, sua concentracdo pode atingir até 96% (ARRIETA et al., 2013). Os isdmeros,
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(R)-(+)-limoneno (D-limoneno) e (S)-(-)-limoneno (L-limoneno) quando em quantidade iguais,
chama-se DL-limoneno ou (z) limoneno (Figura 21) (KIYOTA et al., 2014).

(R) - limoneno (S) - limoneno
Fonte: KIYOTA et al., 2014

Figura 21: Estrutura quimica dos isomeros R e S limoneno

D-limoneno é um produto biodegradavel e inoxio ao ser humano, muito utilizado
pela industria na producdo de inseticidas e aplicagdes como solvente para limpeza e afins
(SANTOS, 2014). Por meio do processo de formacéo, através do geranil pirofosfato € possivel
obter o limoneno, mediante ciclizagcdo do carbocation neril ou outro composto semelhante. A
obtencdo segue por envolvimento da perda de um proton devido ao cation para gerar o alceno
(NAOKI KITAOKAA, 1, XUAN LUA, BING YANGB, 2016).

Nos vegetais ocorre a sintetizacdo do limoneno por meio de reacGes enzimaticas
por intermédio do linalil difosfato (Figura 22). Com a perda do grupo difosfato, o LPP gera o
composto catiénico que através do rearranjo catalisado por enzimas das ciclases, forma o cation
a-terpinil. Em seguida, ocorre a desidrogenagdo do a-terpinil, proporcionda pelo limoneno

sintase, entdo gerado o limoneno (DEWICK, 2009).

oPP NS AN

geranil _ L L~ _|
pirofosfato limoneno

Fonte: DEWICK, 2009

Figura 22: Biossinteses a partir de pirofosfato de isopentila (IPP) para formacéo de limoneno.
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A reacdo com o pirofosfato de geranilo e pirofosfato de isopentenilo obtém-se um
composto de 15 carbonos denominado pirofosfato de farnesilo, um precursor responsavel para
geracdo dos sesquiterpenos. O farnesol é o alcool é equivalente ao pirofosfato de farnesilo,
geralmente pode ser encontrado no 6leo essencial da casca do limido (FELIPE; BICAS, 2017).

No Brasil, existe uma grande variedade de plantas medicinais e por esta razdo, a
quimica de produtos naturais busca investigar os metabolitos secundarios como os principios
ativos em diversas espécies de plantas, em especial, os 6leos essenciais (SILVA et al., 2021).
Um produto que pode ser obtido a partir de plantas aromaticas por diferentes técnicas de
extracdo e que possui uma vasta aplicabilidade nas industrias como matéria prima para diversos
fins. Plantas da familia Asteraceae, conhecidas como cuminho-bravo, alecrim-bravo séo usadas
pelas comunidades tradicionais para dores de estdbmago, cdibras, hipertenséo, gripe e resfriado
(HULLEY et al., 2019).

2.4. Familia Asteraceae

A familia Asteraceae representa um grupo predominante entre as angiospermas,
contendo cerca de 23.000 espécies com 1.535 géneros (ROLNIK et al., 2021b). No Brasil essa
familia compreende aproximadamente 14 tribos, 275 géneros e 2.034 espécies, das quais
estima-se que 1.302 espécies sdo representadas de forma endémicas com distribui¢do em todo
territério nacional (RIBEIRO; TELES, 2015).

As plantas da familia Asteraceae s@o predominantemente de espécie herbacea e ndo
lenhosa, em algumas ocasifes como plantas latescentes, consideradas como uma das maiores
familias de planta com flores do mundo e mais distinta e também a mais natural entre as
angiospermas (ROLNIK et al., 2021b). As folhas das plantas séo do tipo alternadas, espiraladas,
opostas, com lobadas profundas, as mais notaveis sdo o estilete indiviso, glabro, estigma
capitado e um dvulo apical péndulo, as vezes dentadas com venacao palmada, sua morfologia
é muito diversificada, possui alta biodiversidade contém inimeros compostos fitoquimicos
(JUDD et al., 2009).

S&o ervas anuais ou bienais, arbusto e subarbusto, inflorescéncia em capitulo,
capitulos solitarios no apice do pedunculo floral capitulo formado de flores sésseis, circundado
por um invélucro de bracteas, cilindrico, hemisférico, globoso. As flores podem ser bissexuais
ou unissexuais, estéreis, flores gamopétalas, zigomorfas e normalmente actinomorfas

compostas de tubo basal e porcdo superior bilateral, caule geralmente cilindrico, raramente
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alado e ramos glabros (NAKAJIMA, 2017). Em virtude da grande importancia econdmica,
algumas espécies de Asteraceae tem sido bastante explorada, particularmente pela relacdo
cultural, alimenticias, e extracdo de 6leos essenciais (ROQUE, 2017).

A familia Asteraceae pode ser encontrada frequentemente em terrenos arenosos e
rochosos tanto ao nivel do mar quanto em montanhas. S&o distribuidas por vegetacdo
diversificadas e disseminadas por todos os continentes com maior abundancia, nas regioes
temperadas, semi-aridas dos tropicos e subtropicos (SOARES; SANTOS; LOEUILLE, 2021).
Na medicina popular sdo utilizadas para diferentes tratamentos, bem como, no consumo
alimenticio pelos humanos. Algumas espécies possuem importancia econémica mundial e sao
protétipos para fitomedicamentos com inlimeras acfes bioldgicas (PESSOA et al., 2014). Por
comparacéo entre outras familias de plantas, familia Asteraceae tém sido a mais utilizada como
fins medicinais; devido a ampla gama de compostos biologicamente ativos (RUSTAIYAN;
FARIDCHEHR, 2021).

De acordo com Albuquerque et al (2003), o 0leo essencial de plantas do género
Pectis, tem como componente majoritario o citral, a-pineno, timol e o limoneno (Figura 23).
Albuquerque et al (2007) realizando ensaios com atividade nematicida e larvicida com espécies
do género comprovou que 0 monoterpenos sao 0S principais compostos presente no 6leo

essencial destas especies.

Fonte: ALBUQUERQUE et al 2007
Figura 23: Estruturas de monoterpenos majoritarios encontrado no género Pectis: 1. geranial,

2. neral; 3. a-pineno; 4. limoneno
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2.4.1 Género Pectis

O género Pectis foi descrito pela primeira vez por Linnaeus em 1759, seu registro
esta presente na Flora Brasiliensis. As plantas deste género sdo de pequeno porte, tribo
Tageteae, com 18 género inseridos, dos quais apenas trés, Pectis, Porophyllum e Tagetes séo
encontrados no Brasil (AGRA et al., 2007). No Nordeste brasileiro o género Pectis compreende
seis espécies de plantas, tal como, P. brevipedunculata (Gardener) Sch. Bip., P. congesta
(Gardener) Sch. Bip., P. decumbens (Gardener) Sch. Bip., P. elongata Kunt, P. linifolia L. var.
linifolia, P. oligocephala (Gardener) Sch. Bip. var. oligocephala e P. oligocephala (Gardener)
Sch. Bip. var. affinis (Gardner) Baker. (BARBOSA, 2006)

As espécies do género Pectis sdo ervas anuais, subarbusto com folhas opostas ou
alterna, glabas ou pilosas, apresentando longas cerdas nos bordos e com cavidade ou glandulas
secretoras perlucidas, carregado de Oleo essencial com cheiro ativo (FERREIRA;
CARVALHO-OKANO; NAKAJIMA, 2009). Apresentam caule prostrado a ereto que vai
desde simples a ramificado, folhas caulinares, opostas e frequentemente sésseis, lineares a
elipticas, margens ciliadas em especial na base, faces glabras ou peludas; capitulos radiais
simples ou em grupo; peddnculo de 5 a 8 bracteas oblanceoladas rigidas; involucro
campanulado, cilindrico, elipsoide ou fusiforme, variando de 2 a 8 mm de diametro; receptaculo
geralmente hemisférico plano; corolas amarelas constantemente rosadas na face abaxial.

O género Pectis, é nativo das Américas, Novo México, indias Ocidentais até a
Sonora, que possui altitudes muito variadas em relagdo ao nivel do mar (HERBARIUM, 2022).
Nos campos cultivaveis, 0 género Pectis, ndo tem muita resisténcia em relacdo as espécies que
sobrevivem sobre erva daninhas (ALBUQUERQUE et al., 2020). Aléem do mais, o género
Pectis tem um percentual de producdo de 6leo essencial aproximadamente semelhante a outras
espécies de plantas, sendo considerado um género com alto percentual de rendimento
(HERBARIUM, 2022).

2.4.3 Espécie Pectis brevipedunculata

Pectis brevipedunculata (Figura 24) apresenta porte pequeno, rica em Oleo
essencial, nativa de ambientes xerofilos, encontrada em solos arenosos, rochosos, e terrenos
baldios e ndo cultivados (OLIVEIRA, 2011). E uma planta de folha pequena, fina, suporta

longos periodos sem chuva e sem perder o teor de agua (MARQUES et al., 2013a).
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Estudos sobre a anatomia e a ultra-estrutura foliar de P. brevipedunculata foi
observado vérias caracteristicas referentes a limitagcdes de perda de &gua e resisténcia a alta
irradiancia, o que permitem eficacia em fixar CO. pela via fotossintética C4 (AZEVEDO,
2007a). O oleo essencial, neste tipo de espécie, é armazenado em cavidades subepidérmicas,
proximas a superficie e associadas a processos de excre¢do. Tem as cavidades secretoras de
origem esquizolisigenas. Enormes vacuolos e aspecto granular, constituem as células secretoras
e apresentam secrecdo lipofilica (MARQUES et al., 2013a).

Fonte: proprio autor, 2020

Figura 24: Pectis brevipenduculata fotografada na area do Campus Bacanga (UFMA)

Estudos realizados por (MARQUES et al., 2013) com partes aéreas de trés
espécimens de Pectis brevipedunculata coletadas no Rio de Janeiro; Espirito Santo, e no Ceara,
nos meses de abril e julho de 2005, detectou 0s monoterpenos geranial, neral e limoneno como
0s constituintes majoritarios e semelhantes em termo de rendimento.

No trabalho desenvolvido por (AZEVEDO, 2007b) sobre a anatomia e a ultra-
estrutura foliar de P. brevipedunculata evidenciou caracteristicas relacionadas a restricdo da
perda de &gua e resisténcia a alta irradiancia, o que permitem eficiéncia na fixacdo de CO..
Ainda com (AZEVEDO, 2007b), o 6leo essencial, nesta espécie, é armazenado em cavidades
subepidérmicas, proximas a superficie e associadas a processos de excrecao.

A composi¢do quimica dos 6leos essenciais (O.Es.) pode interferir diretamente no
efeito bioldgico desempenhado por esses O.Es sobre espécies alvos, como demonstrado por
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(DEMO, MIRTA SUSANA; OLIVA, MARIA DE LAS MERCEDESICON ; LOPEZ, MARIA
LIZAICON; ZUNINO, MARIA PAULAICON:; ZYGADLO, 2005) em ensaios
antimicrobianos com Pectis odorata coletada na Argentina, que demonstrou um efeito inibidor
frente as bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Bacillus cereus, Micrococcus luteus e Enterococcus faecales. O o6leo essencial de P.
apodocephala apresentou eficiéncia sobre nematoides e larvas de Aedes aegypti no terceiro
instar larval. P. brevipedunculata por apresentar a composicdo quimica parecida a outras
espécies do género, podemos predizer que esta espécie apresenta uma série de beneficios para
seu uso, que vai desde a disponibilidade de acesso ao material vegetal, estabilidade de sua
composi¢do quimica durante todo o ano e potencial para ser usado como fonte de moléculas
para repelentes, inseticidas, carrapaticida e nematicida, evidenciando assim o seu potencial para

0 desenvolvimento de produtos biotecnoldgico.

2.5. Formulag6es Microemulsionadas

A aplicacéo biotecnoldgica do dleo essencial de P. brevipenduculata pode ser feito
com uso de sistemas microemulsionados, as formulagdes microemulsionadas tornam um
sistema atrativo e favoravel para diversas utilidades, assim como sua importancia na alta
capacidade de solubilizar compostos hidrofilica, em proporciona o transporte de substancias
poucos sollveis em agua, j& que 0s constituintes no 6leos essenciais por serem compostos

volateis em contato com o0 meio podem apresentar baixa eficiéncia.

2.5.1 Microemulséo

As microemulsbes (MEs) sdo sistemas termodinamicamente estaveis que
compreendem em dimensdes minusculas dispersas num meio conhecido como pseudo-fase, que
é imiscivel com a fase dispersa (DILSON et al., 2015). A MEs pode ser formada por meio da
mistura entre dois liquidos imisciveis, sendo estes O/W e W/O, na presenca de um surfactante,
redutor de tensdo superficial da dgua e do 6leo, e um co-surfactante que é um alcool de cadeia
média, empregado quando hé intencdo de ampliar mais ainda a area superficial (SILVA et al.,
2015; SOUZAA et al., 2017). Porém, considera-se destacar que, a composi¢do da estrutura de
uma micela intumescida regular (O/W) ou reversa (W/O) se torna possivel em MEs diluidas,
figura 25 (DAMASCENQO et al., 2011).
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Na Figura 25, observam-se os tipos de MEs O sistema estrutural € formado por
goticulas de tamanho nanométrico, basicamente menor que 0,001 dina/cm (SOUZAA et al.,
2017).
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Fonte: CASTILO 2002.

Figura 25: Esquema estrutural de uma microemulsdes

Por volta de 1943, Hoar e Shulman estabeleceram as MES, como um sistema
transparentes formados espontaneamente pela mistura de 6leo e agua em quantidades

adequadas de surfactante iénicos envolvido a um alcool de cadeia média (ROBERTO, 2010).
2.6 Parasitos de animais de producéo
2.6.1. Rhipicephalus microplus

Rhipicephalus microplus ¢ um ectoparasito da familia Ixodidae, que parasita
preferencialmente bovinos, tem sua importancia por causar enormes prejuizos econémicos, e
esta presente em regides tropicais e subtropicais como na América, Africa e Asia (PENICHE-
CARDENA et al., 2022). Esse carrapato é originario da Asia e foi introduzido no Brasil durante
o século XVIII com facil adaptacdo, devido as condi¢bes climaticas e racas bovinas

susceptiveis, favorecendo a fixagdo da populagéo de carrapato pelo pais (MONTEIRO, 2017).
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O R. microplus é classificado como pertencente ao género Rhipicephalus,
subgénero Boophilus (MURRELL; BARKER, 2003). Os carrapatos em geral, sdo ectoparasitos
hematdfagos que provocam grandes prejuizos econémicos na pecuaria bovina mundial, logo
estdo associados a transmissao de patdgenos, Babesia bovis e Babesia bigemina, provocando a
Babesiose, e pela rickettsia Anaplasma marginale, que provoca a Anaplasmose. causadores da
conhecida tristeza parasitéria bovina (FERREIRA, 2011).

O carrapato bovino é um parasito mondxeno, dependente de apenas um hospedeiro
para completar o seu ciclo. O ciclo biolégico do R. microplus é dividido em duas fases, a fase
parasitaria e a fase de vida livre (Figura 26). A fase parasitaria apresenta desde a fixacdo da
larva em um hospedeiro até o estagio adulto. Apds desprendimento das fémeas ingurgitadas,
inicia a fase de vida livre, ao cair no solo, inicio a ovipostura e posteriormente, incubacéo dos
ovos e posterior eclosdo das larvas (PEREIRA, 2008). No periodo de 3 a 5 dias ap0os o
desprendimento da teleogina, em condic¢Oes adequadas, ocorre o periodo de pré-postura dos
ovarios, producdo e maturagdo dos ovos. Apds a ovipostura, a fémea morre, finalizando assim
seu ciclo de vida (CAMPOS PEREIRA et al., 2008).

FASE DE VIDA PARASITARIA
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Fonte: Fortes (2004).
Figura 26: Representacdo esquematica do ciclo de vida do carrapato R. microplus.
A fase parasitaria tem inicio com fixac&o da larva no hospedeiro susceptivel, ao corpo
do animal (CAMPOS PEREIRA et al., 2008). Em um tempo de 4 a 7 dias depois da fixacdo da
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larva, ocorre a mudanca do estagio larval para ninfa. Entre 9 a 16 dias a ninfa sofre ecdise e se
transforma em adultos. Logo os adultos realizam cépula e as fémeas vdo se desprender do
hospedeiro entre 18 e 30 dias. Os machos permanecem no hospedeiro por um periodo maior
em busca de novas fémeas para copula. (CAMPOS PEREIRA et al., 2008; MONTEIRO, 2017).

O controle do carrapato bovino é realizado exclusivamente por uso de compostos
carrapaticidas sintéticos, como arsénicos, organoclorados, organofosforados, formamidinicos,
piretroides sintéticos, lactonas macrociclicas e o grupo das milbemicinas, fenilpirazois e
benzofenilureas (GASTON et al., 2016; LE GALL; KLAFKE; TORRES, 2018b). Estes estio
disponiveis no mercado com uma variedade de composicGes, diferentes mecanismos de acgéo e
formas de aplicagdes (pulverizacdo, imerséo, injecdo ou pour-on.

Contudo, nas ultimas décadas o uso inadequado dessas bases quimicas tem
ocasionado a ineficiéncia desses medicamentos, levando ao aumento de cepas resistentes aos
carrapaticidas sintéticos, de modo a ndo atingirem mais sua eficiéncia total (ZALDIVAR,
2020). A resisténcia aos produtos sintéticos, significa uma resposta evolutiva dos parasitos
contra sua eliminacdo. O tratamento com quimicos sintéticos, geralmente elimina individuos
de uma populacdo mais suscetivel, e assim, provocando um aumento de cepas resistentes em
relacdo aos susceptiveis (LE GALL; KLAFKE; TORRES, 2018a).(LE GALL; KLAFKE;
TORRES, 2018b)

Os produtos, piretroides sintéticos e organofosforados encontram-se entre as
substancias mais utilizada para o controle do R. microplus de diferentes populacdes de
carrapatos resistentes em varios estados do Brasil (GUERRERO; DAVEY; MILLER, 2001).

Atualmente, método alternativo tem sido testado para o controle do carrapato
bovino. Diferentes tipos de plantas tém demonstrado efeito acaricida contra R. microplus,
dentre elas, Azadirachta indica (DE SOUZA CHAGAS et al., 2016), diferentes espécies de
Eucalyptus (Myrtaceae), Anadenanther amacrocarpa, Mormodica charantia, Artemisia annua
e Jatropha curcas (ZALDIVAR et al., 2017).

2.6.2. Haemonchus contortus

A caprinocultura brasileira é estimada em um rebanho de 11,3 milhdes de cabecas,
com mais alta densidade de animais na regido Nordeste, sendo uma das principais produtoras,
com maior concentracdo nas zonas arida e semiarida (MAGALHAES et al., 2020). Os ovinos

e caprinos podem ser infestados por varios nematddeos gastrointestinais simultaneamente, no
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qual a importancia das diferentes espécies varia em funcdo de fatores como, a intensidade da
infeccdo, prevaléncia e patogenicidade do parasito. Haemonchus contortus € considerado o
principal parasito de ovinos e caprinos no Brasil, apresentando uma alta incidéncia e
patogenicidade (PROFILE; AMARANTE, 2021)

Este é responsavel por grande parte das perdas ja registrada em criacfes de ovinos
e caprinos, ocasionando a reducdo do potencial produtivo destes animais (PROFILE;
AMARANTE, 2021).

Haemonchus contortus, € conhecido por causar a Hemoncose, uma doenga
parasitaria que acomete uma grande parte de ovinos e caprinos (SILVA et al., 2019). Trata-se
de um nematoide gastrointestinal hemat6fago que causa diferente graus de anemia e
hipoproteinemia aos animais (ZHANG et al., 2019). O parasito pode ser facilmente observado,
pois mede de 1 a 2,5 cm de comprimento. Este nematoide pertence ao Filo Nemathelminthes,
Classe Nematoda, ordem Strongylida, Superfamilia Trichostrongyloidea, Familia
Trichostrongylidae, Género Haemonchus (MONTEIRO, 2011; SCZESNY-MORAES et al.,
2010). H. contortus é um nematoide hematdfago que pode ser encontrado nas diferentes regides
do Brasil, em funcédo do clima, raca de animais e manejo inadequado(MELO, 2005).

O ciclo bioldgico do H. contortus € direto, com uma fase de vida livre que ocorre
no ambiente e outra fase de vida parasitaria que se desenvolve no animal. A fase de vida livre
inicia-se com a eliminacdo de ovos nas fezes. Ao depositar 0s ovos tornam-se embrionados, a
larva de primeiro estadio (L1) eclode, as quais muda para segunda fase, L2 e evolui para o
terceiro estagio, L3, fase infectante. O periodo desde a eliminacao do ovo até L3, varia de cinco
a dez dias, de acordo com as condi¢des do ambiente, principalmente umidade e temperatura. A
L3 migra do bolo fecal para a pastagem, o qual é ingerida pelos animais ao se alimentarem do
pasto, iniciando-se a fase parasitaria. As larvas chegam ao abomaso ou ao intestino onde
evoluem para o quarto estadio larval (L4) (Figura 27). Em seguida, atingem o estadio adulto na
luz do 6rgao, apds a copula, as fémeas iniciam a ovipostura, com liberacéo de ovos através das
fezes (TAYLOR; COOP; WALL, 2016).
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Fonte: Adaptado de KHATTAK et al., 2018.

Figura 27: Ciclo de vida Haemonchus contortus.

As fémeas adultas de H. contortus medem aproximadamente 3 cm de comprimento
e sdo altamente fecundas, chegando a produzir até 10.000 ovos ao dia. O periodo pré-patente
geralmente € de 17 a 21 dias. Os adultos tém vida curta, em geral, sobrevive por meses ou até
um ano no hospedeiro (ZAJAC, A. M.; GARZA, 2020).

O controle do H. contortus é amplamente realizado com uso de anti-helminticos
sintéticos, sendo as classes quimicas mais utilizadas: benzimidazois, Imidazotiazois, derivados
do amino-acetonitrila, lactonas macrociclicas, spiroindoles, organosfosforados, salicilanilidas
e substitutos nitrofendlicos (PONTES, 2018). Assim como para carrapatos, 0 manejo
inadequado dos anti-helminticos sintéticos provocou a baixa na eficiéncia dessas drogas
sintéticos, aumentando a tolerancia dos parasitos a dose letais, logo provocando a aumentos de
populacgdes resistentes entre o rebanho de caprinos e ovinos.

A resisténcia anti-helmintica é uma preocupacédo crescente para o controle eficaz
de parasitos em ruminantes, pesquisas sdo intensificadas ao desenvolver diagnosticos
inovadores para detectar infeccbes por helmintos e resisténcias aos anti-helminticos sintéticos,
estratégias sustentaveis de tratamento e abordagens complementares, como vacinacdo e
controle baseado em substancias ativas de plantas tem sido cada vez mais estudados
(CHARLIER et al., 2022).

Estudos usando produtos de origem natural tém demonstrado resultados eficientes
para o controle de H. contortus. Oleos essenciais e extratos vegetais de plantas foram capazes

de inibir eclodibilidade dos ovos, desembainhamento e desenvolvimento larvar (DE
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OLIVEIRA et al., 2017; GRANDO et al., 2016). A selecdo de compostos de plantas tem sido
dificultada atraves da necessidade do uso de testes in vivo para o screening de moléculas ativas,
uma vez que 0s animais sdo abatidos para as analises experimentais. Entretanto, o uso de
modelos experimentais tem facilidade este tipo de selecdo, excluido a possibilidade do abate de
um grande numero de animais.

Caenorhabditis elegans é um modelo experimental muito usado para essa finalidade. E
um modelo para a triagem de compostos para varias areas da biologia (KATIKI et al., 2017).
C. elegans é um nematdide de vida livre, de facil manutengdo em laboratdrio, baixo custo, ciclo
de vida rapido e expressa genes semelhantes ao nematoda H. contortus, seguindo linhagem
genética semelhante (SLOAN et al., 2015), o que facilita 0 uso como modelo experimental para
selecionar drogas eficientes e depois destina-las para testes contra o H. contotus.
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Capitulo 1: Seasonal and Circadian Evaluation of the Pectis brevipedunculata Essential Oil andlts
Acaricidal Activity against Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae)
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Pectis brevipedunculata are native species and widely available in dry and semi-arid ecosystems showing
high biotechnological potential. The objective of this study was to evaluate the circadianand seasonal
chemical variation of the essential oil (EO) of P. brevipedunculata, as well as its acaricide effect on
Rhipicephalus microplus larvae. Aerial parts were collected and submitted to the hydrodistillation
process, and the chemical composition was determined by gas chromatography mass spectrometry
(GC-MS). For the assays with R. microplus, the larval immersion test was performed. The main
constituents were citral (75% of the EO), followed by a-pinene and limonene. In the seasonality
analysis, the highest yields were in the months of April (2.08%) and August (2.05%), while in the
study of circadian rhythm, the percentage was 2.0% at 6 p.m. in the rainy season, and 1.2%, dry
season at 6 p.m. Concerning acaricidal activity (50% lethal concentration(LCsg)), the April (1.17 mg

mL-1), March (1.28 mg mL-1), June (1.37 mg mL-1), and October (1.27 mg mL-1) oils obtained
were the most active and assays performed with circadian rhythm revealed in the rain season (April)

at 6 p.m. and dry season (September) at 12 a.m. LCso values of 1.75 and 1.75 mg mL-1, respectively.
Additionally, this EO is selective to non-target organisms, i.e., ladybeetles and lacewing.

Keywords: Asteraceae, citral, acaricide, circadian, seasonal
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Introduction

Natural products and their derivatives represent morethan 50% of all the drugs in clinical use globally, and higherplants

contribute no less than 25% of the total.12 Half of theflowering plant species of the world live in tropical forests, which
continue to support a vast reservoir of potential drug species. The potential for finding more therapeutic compounds
is significant, and until now only 1-2% of tropical species have been studied for their pharmaceutical potential. The
existence of undiscovered pharmaceuticalsfor modern medicine has been cited as one of the most important reasons for

protecting the tropical forests.3

Asteraceae is the most important family among the phanerogams, representing 10% of the total angiosperm flora
and comprising about 1,600 genera and 23,000 species. It is represented by about 180 genera and 1,900 species in different
vegetation formations in Brazil. Asteraceae have acosmopolitan distribution, being spread across all continents,but with a

broader representation in temperate and semi- arid regions of the tropics and subtropics.A‘*5 Pectis L. is thelargest genus
of the marigold tribe (Pectidinae: Tageteae),comprising about 90 annual and perennial species, adapted towarm regions of the
New World, and occurring in savannasand openings of dry tropical forests of North America, Mexico, West Indies, Central
and South America, and Pacificlslands. It is also characterized by opposite leaves with pairsof bristles at their bases, adnate

phyllaries, having a floret asa single unit at maturity, and concise and densely papillosestyle branches.6:7

Pectis brevipedunculata (Gardner) Sch. Bip. (syn. P. rubiacea Baker) is an endemic terrestrial herb, 2-26 cmtall,
pubescent stems with simple trichomes, 2.5 cm internodes; membranous opposite leaves, linear to oblongblades, acute
apex, and numerous circular oil glands;dimorphic flowers with yellow ligulate corolla 3.5-4.5 mmlong, 3-toothed apex,
with occurrence from North to Southeast Brazil. In addition, it is an ornamental aromaticherb found in a xenophilic

environment, producing valuable essential oil (EO) with a strong lemongrass odorand various therapeutic uses.8-10
Although variation in EOcomposition is expected, P. brevipedunculata oil has citral(3,7-dimethyl-2,6-octadienal) as its

primary constituent, amixture of neral and geranial, which are two oxygenated monoterpene isomers.8-11 The plants
produce EOs as a defense mechanism against herbivorous and pathogens, and biotic and abioticfactors usually influence

their chemical compositions.lzl13 Abiotic factors, such as temperature and humidity influence the biotic organisms
triggering a physiological circadian and seasonal change in plants that can be measured. The circadian cycle is correlated
with the timeof collecting plants throughout the day and the seasonal cycle in tropical regions with the rainy and dry

seasons throughout the yealr.14 The tick Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae)is the main ectoparasite responsible
for severe economic losses to cattle breeding.15v16 Synthetic acaricides have been most frequently used for R. microplus
control.17:18 Onthe other hand, the indiscriminate use of these synthetic acaricides has attributed resistance to ticks, as well

multiple acaricide-resistance has been reported.16v19 Thus, the plantbiomolecules, such as the EOs, emerge as an
alternative to synthetic chemicals in the tick control, showing significant advantages, such as the quick degradation in the
environment, the synergistic effect of the constituents,selectivity to non-target organisms, and the resistance to these

bioproducts which occurs in a slower form.20-22
Acaricidal and insecticide activity has been reported for neral and geranial, the major constituents of P.

brevipedunculata essential 0il 23,24 However, there is noreport for the acaricidal effect of essential oil obtained at the
different circadian and seasonal regimes and their selectivityto a non-target organism. Thus, this study aimed to evaluatethe
circadian and seasonal variation of the essential oil of P. brevipedunculata and itsacaricide effect on R. micropluslarvae and
the selectivity to non-target organisms such asColeomeguilla maculata and Eriopsis connexa (ladybeetle)and Chrysoperla
externa (lacewing). On the other hand, itemphasizes the need for this study as a biotechnological potential since there were
no significant changes in the oilyield and chemical composition to climatic factors, makingit favorable for the development
of new drugs.

Experimental
Collection and the plant identification

The herbaceous P. brevipedunculata was sampled at thecampus of Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), Sao
Luis, MA, Brazil, coordinates: 2°33°20.5”S/44°18°32.7”W.Avoucher specimen was deposited in the Herbarium Rosa
Mochel (SLUI), Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA), Sao Luis, MA, Brazil, under the No. 5287. Forthe
seasonal study, the plant was collected from January to December 2019, at 6 a.m., and for the circadian rhythm



evaluation, the collections were made in April (rainy season) and September (dry season), at 6, 9, and 12 a.m.,and
3and 6 p.m. The experiments were performed in triplicate. The plant was collected according to the Brazilian law for
biodiversity protection (SisGen No. AAFB38B).

Oil extraction and composition

Theentire plant of P. brevipedunculata (excepting root)was submitted to hydrodistillation using a Clevenger-type

apparatus (100 g, 2 h).25 For the seasonal study, the plantswere air-dried for 24 h before the hydrodistillation
process,while for circadian rhythm, the fresh plants were used. Theoils were dried over anhydrous sodium sulfate

(ISOFAR,RJ, Brazil), and their yields were calculated in percentagem/v (mL per 100 g).26
Essential oil analysis was performed on a gas chromatography mass spectrometry (GC-MS)-QP2010
(Shimadzu Corporation, Japan) using a DB-5ms capillarycolumn (30 m x 0.25 mm x 0.25 um film thickness, J&W

Scientific, USA) and equipped with the GCMS Solution software containing libraries.2’-29 The analysis
conditions were injector temperature of 250 °C; oven temperature programming of 35 °C for 6 min and then

with a heating ramp of 10 °C minL to 240 °C remaining for 10 min;split mode injection for 1.0 pL of the
sample (oil 6.0 pL:n-hexane 500 pL), split ratio 1/30; ionization by electronic impact at 70 eV; ionization source and
transfer line temperatures of 250 and 200 °C, respectively. The mass spectra were obtained by automatic scanning
every 0.3 s, with mass fragments in the range of 35-400 m/z. Quantitative data regarding the volatile constituents
were obtained by peak area normalization using agas chromatography with flame-ionization detection(GC-
FID) 2010 series, operated under similar conditions of the GC-MS. Compound identification was achieved by
comparison of the retention indices, determined using a homologous series of n-alkanes (Cg-Cs2, Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO, USA).30 Oil components were identified by comparing their retention indices and mass spectra
(molecular mass and fragmentation pattern) with those existing in the GCMS Solution system libraries.23

Biological assay

Tick collection and rearing
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The engorged R. microplus females (Santa Rita strain)were collected from artificially infected calves, washed

with water, and dried with a paper towel. These engorgedfemales were selected morphologically and kept under
controlled laboratory conditions (27 £ 2 °C and relative humidity > 80%) for 15 days until the eggs were laid. After
egg hatching, larvae with 14 to 21 days were used for the subsequent larval immersion test. This study was
approved by the UFMA ethics committee, underNo. 23.115.008186/2017-18.

Larval immersion test

TheR. microplus larvae immersion test was performedaccording to Klafke etal.19 Briefly, different concentrations

(400-5000 pg mL'l) of the EO were prepared, diluting it in 1.0% ethanol and 0.02% Triton X-100 solution, which
served as a negative control of the test. Then, different concentrations (1 mL each) were transferred to 1.5 mL
microtubes, and approximately 500 larvae were added to each tube, using the treatment and control solution for
10 min. The larvae were then dried, and about 100 larvaewere transferred to a filter paper packet (8.5 cm x 7.5 cm),
with subsequent sealing, and then were kept in an incubator at 27.0 + 1.0 °C and 85% relative humidity for 24 h.
After this time, alive and dead larvae were counted. Larvae without movement were considered dead. The
experiment was performed with three replicates for each concentration.

Selectivity of essential oil to non-target organisms

The methodology described previously by Toledo et al.31:32 \yas used for this bioassay. A concentration of 0.11 mg

cm2of P. brevipedunculata oil was used in the bioassay,corresponding to the highest value of the LCs (50% lethal
concentration) applied against the R. microplus tick. The aliquots were dissolved in a mixture of dimethyl sulfoxide
(2%), Tween 80 (1%), and distilled water, used as the solvent.Petri dishes (9 cm diameter, 1 cm depth) had their bottom-side
covered with filter paper (Whatman No.1) and impregnatedwith 400 pL of solution. The filter paper was left to air-
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dry(1 h) and, subsequently, groups of five ladybeetles adults of“ladybeetle” (Coleomeguilla maculata or Eriopsis
connexa)with less than 10 days age were placed in the Petri dish. Sixreplicates for each species and treatment were
performed,and the mortality was recorded after 24 h. In the case of “green lacewing” Chrysoperla externa was

exposed to thesame concentrations that ladybeetle (0.11 mg cm2) and witha similar procedure as described above,

except that they were exposed individually in 20 smaller Petri dishes (6 cmdiameter) to avoid cannibalism.33
Six replicates for each species and treatment were performed, and the mortality was recorded after 24 h.

Statistical analysis

Statistical significance was assessed by the multivariate analysis (P < 0.05), and the Pearson correlation coefficients
(R) were calculated to determine the relationship betweenthe parameters analyzed (GraphPad Prism, version 8.0,

San Diego, California, USA).34 The doses were initially transformed to log (X), and the percentage of mortality
normalized; subsequently, nonlinear regression was performed to obtain the LCso using the GraphPad Prism

8.0.2 software.34
Results and Discussion

Yield and composition of oils in the seasonal and circadianstudy

The yield and composition of the P. brevipedunculataessential oils during the seasonal study are displayed in Table
1. The yield of oils showed a higher content in January (2.1%) and May (2.1%) and the lower contentin February
(1.1%) and September (1.1%). Thirty-four constituents were identified and quantified by GC-MS and GC-FID, representing
99.6% of the total oils. The primaryconstituent of the oils was citral, a mixture of the isomersgeranial (27.0 to 42.7%)
and neral (22.8 to 33.2%), followed by 1-pinene (7.2 to 19.8%), and limonene (5.3 to 9.4%), comprising an average
value of 83.6% of the composition of the oils. The oil from January also showedthe highest geranial (42.7%) and neral
(33.2%) contents and the lowest [1-pinene (7.2%) and limonene (5.3%) contents when compared with the other months
of the year. On the other hand, the months of March and Augustpresented the lowest contents for geranial (27.0 and 29.6%)
and neral (22.8 and 22.9%), while the [I-pinene (18.4 and19.8%) and limonene (9.4 and 8.4%) contents were highestfor
the seasonal period. The variation between the main constituents can also be followed in analyzing the main classes of
compounds in oils: oxygenated monoterpenes (OM) and monoterpene hydrocarbons (MH). In January, OM = 82.0%
and MH = 12.8%. In March, June and August, OM = 66.4, 66.1 and 64.8% and MH = 30.0, 28.4 and 30.4% (see Table
1). About 2.0% of the compositionof seasonal rhythm oils was also composed of fatty acidsand their derivatives.

The yield and composition of P. Brevipedunculata essential oils during the circadian study are shown in Table 2.
The average oil yields were higher in the rainy season,with 1.9% than in the dry season, with 1.1%. Low light hours (6
am., 2.1%; 6 p.m., 2.0%) seem to contributeto higher daily oil yields. Forty-five constituents were identified and
quantified by GC-MS and GC-FID, representing 99.5% of the total oils. The lowest citral levels were observed at 9:00
a.m. (geranial, 30.3% + neral,20.3%) and 3 p.m. (geranial, 32.2% + neral, 21.6%) inthe rainy season, in contrast to the
[I-pinene (11.5 and 11.3%) and limonene (6.0 and 5.5%) which were the highest at the same time of day and seasonal
period. The daily variation in the rainy season for oxygenated monoterpenes (OM) and monoterpene hydrocarbons (MH)
was OM, 35.3.6%, and MH, 25.53%, respectively. For the dry period, the variation was OM, 38.7%, and MH,28.3%,
respectively, with more significant values. About2.0% of the composition of seasonal rhythm oils is also composed of
fatty acids and their derivatives. The rainy season showed a significant mean value for fatty acids and their derivatives,
around 11.0%, compared to the dryseason, only 3.1%.

Except for the common constituents identified in both seasonal and circadian cycle oils, the presence of other
terpenoids and fatty acid derivatives, in small amounts, wasobserved in one or the other of these oils. In the seasonal study
were [1-thujene, germacrene B, and [-cadinene. In contrast, the circadian study included '-campholenal, neryl and
geranyl formate, ethyl nerolate, trans-p-menth-6-en-2,8-diol, trans-myrtanol acetate, citronellyl acetone and citronellyl
butanoate, caryophyllene oxide, humulol, humulene epoxide I1, fluorensadiol, and the linoleic and oleic acids.

In the seasonal study of P. brevipedunculata, the plantsamples were submitted to a previous drying for 24 hto
know the monthly variation in the composition of its essential oils. In the circadian study, fresh plant samples were used
to know the daily variation of the constituents ofessential oils. The results obtained were a slight variation in the composition
of oils from the seasonal period, in contrastto a more expressive variation in the composition of oils from the circadian period.
Concerning the main constituents of the oils, it is also observed that the drying processhave less influence in the citral
content (neral + geranial),showing a slight variation when compared to the [ I-pineneand limonene contents, which had
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significant variation between fresh and previously dried samples (see Tables 1and 2). This influence of drying temperature

on the chemical composition of P. brevipedunculata was evaluatedby Oliveira et al.® This information seems to be very
important for the economic use of the plant.

The secondary metabolites represent a chemical interface between plants and the surrounding environment, and their
biosynthesis is frequently affected by environmental conditions, with variation in their contents and relative proportions.
Seasonality, circadian rhythm, developmental stage and age, temperature, water avaiI%gility, UV radiation, soil nutrients,
altitude, atmospheric composition, and tissue damage influence secondary metabolism.

In previous Works,9'10’35 the essential oils of P.brevipedunculata from Rio de Janeiro and Ceara, Brazil,were
also characterized by a high percentage of citral (neral + geranial), followed by [ /-pinene and limonene. Nerol and geraniol,

considered their precursor alcoholic enantiomers,were also identified with a much lower percentage.?'6

Essential oils from other Pectis species were previously reported. The oil of Pectis texana Cory (syn. P.
angustifolia var. fastigiata (A. Gray) D.J. Keil) from Texas, USA, showed thymol (48%) as the main constituent. The oil of
Pectis papposa Harv. & A. Gray from California, USA, presented cuminaldehyde (47%), [ -pinene (27%), and carvone

(12%).37 The oil of Pectis prostrata Cav. from Camagtiey, Cuba, exhibited perillaldehyde (70%) and limonene (16%).38
The oils of two samples of Pectis apodocephala Baker from Ceara, Brazil, were characterized by significant percentages

of citral (78 and 53%), followed by a-pinene (11 and 4%) and limonene(7 and 6%).35’39 The oil of Pectis oligocephala

(Gardner) Sch. Bip., from Ceara, Brazil, showed p-cymene (71%) and thymol (24%) as its primary constituents. 39
The oil of Pectis odorata Grisebh. from Cérdoba, Argentina, showed citral (50%) and limonene (50%) as their primary

constituents.#0 Samples of Pectis elongata from Martinique,West Indies, have produced essential oils rich in citral (39to
67%).41 The oil of Pectis floribunda A. Rich. (syn. Pectiselongata Kunth), existing in Cuba, showed perillaldehyde (44%),

limonene (10%), and cis- and trans-limonene oxide(8%) as their primary constituents. 42 Also, the oils of two Pectis
elongata chemotypes from the Amazon presented citral (neral, 39% + geranial, 48%) plus perillaldehyde (52 to 82%)

and limonene (34 to 44%) as their primary constituents.®

Pectis species have pleasant scents-like as citric, cumin, and oregano, due to the presence of monoterpene
constituents in their volatile compositions. The main C10-skeletal monoterpenes found in Pectis oils can be depicted
according to their biosynthetic pathways: (1) nerol/neral and geraniol/geranial arranged in an acyclic-type skeleton, (2) a-
pinene and a-pinene in a pinane-type skeleton, and (3) limonene, perillaldehyde, cuminaldehyde, carvone,p-cymene and

thymol in a p-menthane-type skeleton (see Figure 1).6,43

Citral
S = 3 _OHO S
CH;O_H- CHO -
2 3 4
| | |
|
CHO GHO
OH
5 6 : 7 8 L
b
/
"

Figure 1. Monoterpenes found in Pectis oils and their biosynthetic relationship, involving interconversion by
isomerization, cyclization, hydroxylation, and aromatization reactions. (1) Nerol, (2) neral, (3) geranial, (4) geraniol, (5)

cuminaldehyde, (6) perillaldehyde, (7) limonene, (8) p-cymene, (9) thymol, (10) a-pinene, (11) carvone, and (12) B-
pinene.
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Table 1. Seasonal variation of the Pectis brevipedunculata essential oil

Yield / % 2.1 11 1.3 14 2.1 1.3 1.8 15 11 19 1.3 1.2
Constituent / % Rlc RI.  January February March April  May June July August September October November December
a-Thujene 928 9242 0.1 0.1 0.1

a-Pinene® 935 9322 7.2 15.4 18.4 17.7 16.5 17.9 16.2 19.8 18.1 18.4 18.1 18.6
Sabinene 975 969 0.3 0.6 0.7 0.6 0.7 0.8 0.6 0.8 0.8 0.7 0.8 0.8
B-Pinene 979 974 0.3 0.4 0.3 0.3 0.4 0.3 0.4 0.4 0.3 0.4 0.4
6-Methyl-5-hepten-2-one 988 986° 0.6 15 1.0 0.9 1.2 15 1.0 0.7 1.1 0.6 1.1 0.6
Myrcene 992 988 0.3 0.4 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.2 0.4 0.2
Limonene® 1032 1024¢ 53 8.3 9.4 8.6 9.4 9.0 8.1 8.4 75 8.1 7.5 8.3
(E)-B-Ocimene 1050 1046% 0.4 0.6 0.4 0.6 0.3 0.4 0.6 0.5 0.2 0.5 0.2
3-Methyl-1,2-cyclohexanedione 1094 1089: 0.3 0.2 0.3 0.3 0.4 0.4 0.3 0.5 0.2 0.3 0.2 0.3
Linalool 1102 1095° 0.7 0.9 13 13 13 15 1.2 0.9 0.8 1.1 0.9 13
exo-lsocitral 1147  1140° 0.2 0.2 0.2 0.3 0.2 0.2 0.2 0.1 0.4 0.1
(2)-1socitral 1165 1160* 0.4 13 0.9 0.8 0.7 0.8 1.0 0.9 1.3 0.6 15 0.6
(E)-Isocitral 1183 1177¢ 0.9 2.3 15 15 11 1.3 1.7 15 2.0 1.2 2.1 1.2
Terpinen-4-ol 1186 1180° 0.3 0.3 0.3 0.3 0.2 0.3 0.2 0.2 0.2 0.1 0.3 0.2
a-Terpineol 1200 1195¢ 0.3 0.3 0.4 0.4 0.4 0.4 0.3 0.3 0.2 0.2 0.3 0.2
Nerol 1228 1227¢ 0.3 0.7 3.0 1.2 1.7 1.7 11 1.7 0.6 0.8 0.5 0.9
Neral® 1244 1235* 332 2715 228 263 248 240 267 229 26.3 25.6 26.0 25.1
Geraniol 1253 1249* 19 25 8.5 39 5.0 4.4 3.4 6.2 2.3 35 2.0 3.7
Carvenone 1261 1255 0.5 0.1 0.1 0.1 0.1 0.3 0.1 0.2 0.1 0.3

Geranial® 1273  1264* 427 339 270 320 314 299 339 296 345 34.4 33.0 338
1-Tridecene 1295 1290 0.3 0.2 0.1 0.3 0.3 0.2 0.7 0.2 0.1 0.2 0.2
2,4-Octanediol 1339 1339* 0.3 0.2 0.5 0.2 0.3 0.4 0.3
trans-p-Menth-6-en-2,8-diol 1369 1371* 04 0.2 0.3 0.2 0.8 0.1 0.1 0.5 0.1
2-Undecen-1-ol 1374 1370° 05 0.1 0.2 0.1 0.8 0.3 0.5 0.7 0.6
Geranyl acetate 1379 1379* 04 0.2 0.2 0.2 0.3 0.4 0.2 0.4 0.2 0.3 0.3 0.4
B-Elemene 1396 1389 0.6 0.3 0.3 0.3 0.4 0.5 0.3 0.3 0.2 0.2 0.2 0.3
(E)-Caryophyllene 1430 1424 0.6 0.5 0.4 0.4 0.6 0.4 0.4 0.7 0.4 0.4 0.4 0.4
trans-Prenyl limonene 1467 1357 0.7 0.5 0.5 0.5 0.6 0.4 0.5 0.7 0.3 0.4 0.3 0.4
Germacrene D 1492 1484 0.3 0.3 0.2 0.3 0.1 0.3 0.1 0.1
o-Alaskene 1520 1515¢ 0.3 0.3 0.2 0.3 0.1 0.4 0.2 0.1 0.1
5-Cadinene 1526 1522 0.1 0.1 0.1

o-Muurolol (Torreyol) 1649 1644 0.3 0.2 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.2 0.1 0.2
Valerianol 1663 1657¢ 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1 0.2 0.1
Linoleic acid 2133 2132* 0.3 0.1 0.1 0.1
Monoterpene hydrocarbons / % 12.8 25.3 300 279 278 284 259 304 27.7 27.9 27.7 28.5
Oxygenated monoterpenes / % 82.0 70.2 66.4 685 672 661 70.1 648 68.8 68.1 68.1 67.6
Sesquiterpene hydrocarbons / % 2.2 2.0 1.7 1.4 2.3 13 1.4 2.5 1.2 11 1.0 1.2
Oxygenated sesquiterpenes / % 0.5 0.3 0.3 0.1 0.1 0.1 0.2 0.2 0.4 0.1 0.3
Fatty acids and derivatives / % 2.0 1.9 1.4 1.7 2.0 3.8 2.0 1.9 15 1.9 2.7 2.1
Total / % 99.5 99.7 998 996 994 996 995 99.7 99.4 99.4 99.6 99.7

*Reference 26; ®main constituents; °reference 27. Rlc: retention index calculated (Durabond-5ms column); RI.: retention index from literature.
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Table 2. Circadian rhythm of the Pectis brevipedunculata essential oil chemical composition during the rainy and dry seasons

Yield/ % 2.1 1.9 1.8 1.8 2.0 13 11 11 0.9 1.2
Constituent / % Rlc RIL April (rainy season) September (dry season)

6am. 9am. 12am. 3pm. 6p.m. 6am. 9am. 12am. 3pm. 6p.m.
a-Pinene? 935 932° 4.7 115 8.2 11.3 8.2 8.4 12.6 14.0 12.6 10.1
Sabinene 975 969° 0.2 0.3 0.4 0.5 0.4 0.4
-Pinene 979 974° 0.2 0.2 0.2 0.1
6-Methyl-5-hepten-2-one 988 986° 0.4 0.4 0.7 0.4 0.7 0.4 0.8 0.5 0.8 0.5
Myrcene 992 988° 0.1 0.1
Limonene? 1032 1024v 34 6.0 6.1 55 5.7 4.8 8.0 6.8 7.8 5.6
(E)-B-Ocimene 1050 1046° 0.3 0.1
3-Methyl-1,2-cyclohexanedione 1094 1089° 0.4 0.2 0.2 0.3 0.3 0.2 0.3
Linalool 1102 10950 0.6 0.4 0.7 0.3 0.9 0.7 1.1 0.5 0.8 0.5
a-Campholenal 1131 1126¢ 15 1.2 0.4 0.3
exo-Isocitral 1147 1140¢ 0.1 0.1 0.1 0.2
(2)-Isocitral 1165 1160° 0.4 0.4 0.5 0.4 0.6 0.5 0.7
(E)-Isocitral 1183 11770 0.4 0.8 0.7 11 0.9 1.2 1.0 11
Terpinen-4-ol 1186 1180° 0.1 0.1
a-Terpineol 1200 1195¢ 0.2 0.3 0.1 0.2
Nerol 1228 1227 11 0.4 0.9 0.4 0.7 1.3 0.5 0.9 0.6 1.0
Neral? 1243 1235 284 20.3 29.7 21.6 275 289 28.1 27.0 29.2 28.2
Geraniol 1253 1249 45 25 34 2.0 2.9 5.6 2.4 5.0 2.8 4.7
Carvenone 1261 1255° 0.7 04 05 0.4 0.6 0.4 05 0.2 0.3 0.3
Geranial® 1273 1264>  39.9 30.3 38.8 322 34.7 41.1 36.7 38.1 38.1 39.7
Neryl formate 1287 1280° 0.3 0.4 0.7 0.4
1-Tridecene 1294 1290° 2.2 1.8 0.6 13 0.6 0.9 05 0.6 0.3 11
Geranyl formate 1300 1298° 0.5 0.4 0.3
Undecanal 1306 13050 0.4 0.5 0.4
2,4-Octanediol 1338 1339° 14 4.2 11 4.1 2.0 0.3 0.8 0.1 0.4 0.6
Ethyl nerolate 1348 1351° 04 2.7 05 2.3 15 0.3 0.2 0.3
trans-p-Menth-6-en-2,8-diol 1369 1371° 11 1.0 1.1 0.8 2.1 0.6 0.8 0.3 0.4 0.6
2-Undecen-1-ol 1374 1370¢ 25 5.9 1.7 6.1 2.9 0.7 1.2 0.3 0.7 11
Geranyl acetate 1379 1379 0.7 0.7 0.4 0.5 0.5 0.5 0.4 0.4 0.3 0.4
trans-Myrtanol acetate 1387 1385° 1.2 0.3 1.1 0.5
-Elemene 1396 1389° 0.7 0.4 0.4 0.3 0.4 0.6 05 0.2 0.3 0.2
(E)-Caryophyllene 1430 1424¢ 0.2 0.5 0.2 0.5 0.2 0.5
Citronellylacetone 1438 1435¢ 0.7 0.6 0.3 0.7 0.4 0.2
trans-Prenyl limonene 1467 1357° 0.3 0.5 0.3 0.4 0.3 0.3
a-Alaskene 1520 1515¢ 0.3 0.2 0.2 0.1 0.1 0.2
Citronellyl butanoate 1531 1530° 0.2 0.3 0.2 0.1
Caryophyllene oxide 1595 1587¢ 0.5 0.6 0.4 0.3 0.2 0.2
Humulol 1605 1604¢ 0.4 0.4
Humulene epoxide I1 1623 1613° 0.3 0.4 0.2 0.3 0.4 0.1 0.2
a-Muurolol (torreyol) 1649 1644> 0.3 0.2 0.2 0.2 0.1 0.1 0.2
Valerianol 1663 1657¢ 0.2 0.1
Fluorensadiol 1872 1869° 0.4 0.5 0.4
Linoleic acid 2133 2132 1.1 1.9 0.8 1.8 14 0.1 0.4 0.3 0.3
Oleic acid 2141 21410 0.7 1.2 0.4 1.1 0.8 0.1 0.2
Monoterpene hydrocarbons / % 8.1 175 14.5 16.8 13.9 135 21.2 21.9 21.2 16.2
Oxygenated monoteterpenes / % 79.8 64.0 78.5 65.3 75.4 81.3 72.9 74.5 4.7 7.7
Sesquiterpene hydrocarbons / % 1.0 0.4 0.9 0.3 0.4 1.8 1.2 1.2 0.9 1.2
Oxygenated sesquiterpenes / % 15 1.9 0.4 15 0.7 0.7 0.4 0.1 0.1 0.5
Fatty acids and derivatives / % 8.7 15.8 55 15.3 8.8 2.6 4.0 1.8 2.8 4.1
Total / % 99.1 99.2 99.8 99.2 99.2 99.9 99.7 99.5 99.7 99.7

aMain constituents; reference 26; creference 27. Rlc: retention index calculated (Durabond-5ms column); RI,: retent ion index from lite rature.



70

Acaricidal activity assay

The lethal concentration of the P. brevipedunculata EO exhibited variation according to the collection monthand
hours. The EO obtained in March, April and Octoberwas the most toxics to R. microplus with the LCso = 1.280(1.126-
1.413); LCs = 1.170 (1.158-1.191); LCs = 1.270 (1.089-1.408) mg mL™, respectively; conversely, the lowestlethal
concentration was observed for May L Cso = 2.840 mgmL™ (2.706-2.972), (Table 3). In the circadian rhythm, theoil obtained
in the rainy season at 6 p.m. was the most toxic,with LCso = 1.750 mg mL* (1.709-1.798) and the essential oilextracted at 6 p.m.
was the least toxic with LCso =>5 mgmL™* (Figure 2). On the dry season, the essential oil extracted at12 p.m. was the most
toxic LCso=1.750 (1.669-1.823) andthe extracted at 9 a.m. and 3 p.m. were the less toxics witha LCso = >5 mg mL* (Figure
2).

Table 3. Efficacy of the oils of Pectis brevipedunculata against the Rhipicephalus microplus larvae

Oil/seasonal Month LCso / (mg mL?) Closy, R2
January 1.89af 1.744-2.054 0.94
February 1.79a 1.716-1.868 0.98
March 1.28beg 1.126-1.413 0.87
April 1.17bg 1.158-1.191 0.99
May 2.84c 2.706-2.972 0.98
Pectis brevipedunculata June 1.37de 1.248-1.475 0.92
July 1.78a 1.725-1.839 0.99
August 1.96f 1.925-2.000 0.99
September 2.02f 1.967-2.077 0.99
October 1.27gbe 1.089-1.408 0.85
November 1.72ha 1.642-1.794 0.97
December 2.38i 2.299-2.476 0.98

The same lowercase letters in the rows inside each seasonal period do not have differences by the CI 95%. LCsy: concentration at which 50% of the
R. microplus larvae died; 95% CI: confidence interval at 95% probability; R?: coefficient of determination.

(@) rainy season (b) dry season
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Figure 2. Variation of toxicity of the essential oil of Pectis brevipedunculata against the Rhipicephalus microplus accord to the season and hour of
extraction. Horizontal lines on the same level or grouping the same bars do not significantly differ by the confidential interval 95% at 95%
probability.

Selectivity to non-target organism

Essential oil of P. brevipedunculata was selective to non-target organisms. Neither predator insect (E. connexa, C.
maculate) nor the lacewings (C. externa) died with the applied concentration (0.11 mg cm2) corresponding to the highest
LC50 (7 mg mL-1) estimated to R. microplus (Figure 3).
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Figure 3. Survival of non-target organisms after 24 h of exposed to highest LCso estimated to R. mictoplus.

The high production of neral and geranial could be related to direct defense against herbivorous due to the toxicity
previously demonstrated.ss4s-4s However, the plants also need to attract pollinators and benefic organisms. Previous
studiesss-ssrelated that emission in moderate quantities of a-pinene alone or with limonene attract pollinators, parasitoids
and predator insects. This would also explain the higher production in the dry season, and the balanced production of
these compounds during the highest solar radiation that is when the arthropods are most actives. As the production of
biocompounds by P. brevipedunculata varied with the seasonal and the hours of day, this directly influenced in the toxicity
of this essential oil against R. microplus. Here, essential oil extracted in March, April and October was most toxic against
this tick; as well as the extracted at 6 p.m. and 12 a.m. for rainy and dry season, respectively. Although exist few studies
on acaricidal proprieties of this plant, R. microplus resistant to amidines and synthetic pyrethroids or organophosphates
are susceptive to EO with neral and geranial or citral isolated.iz2¢ On the other hand, the toxicity of these compounds
against different organisms was also demonstrated.s474s5: S0, EO of P. brevipedunculata can be an alternative for the

control R. microplus, with a major efficiency if this product is extracted in certain seasonal periods, without affecting
non-target organisms.

Conclusions

The specie P. brevipedunculata can represent an important source of bioproducts to control R. microplus due to the
high yield of EO; and with less chemical variation in their compounds, both in the seasonal and circadian period.
Additionally, this essential oil is selective to non-target organisms, i.e., ladybeetles and lacewings.
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Abstract
Pectis brevipedunculata, native species and widely available in dry and semi-arid ecosystems,
has a high production of essential oil with Citral as major compound, known for its antiparasitic
effect. The aim of the present study was to determine the anthelmintic activity of P.
brevipedunculata essential oil, obtained from seasonal and circadian collections, against the
experimental model of Caenorhabditis elegans and Haemonchus contortus eggs. Aerial parts
of P. brevipedunculata were collected and submitted to the hydrodistillation process and the
chemical composition was determined by GC-MS. Thirty essential oil constituents were
identified by gas chromatography (GC) and mass spectrometry (MS). The main constituents
were Citral (Geranial, Neral - 75% of the EO), followed by a-Pinene, D-Limonene, with a
predominance of oxygenated monoterpenes. The results of the motility tests for seasonal and
circadian oils of P. brevipedunculata performed on adults of C. elegans showed high
anthelmintic activity. The P. brevipedunculata oil collected in November showed the lowest
inhibitory value with an ICs value of 0.04 mg/mL for the Bristol N2 strain, followed by the
month of December with an 1Cs0=0.14 mg/mL. For the circadian rhythm, the 6 hours of April
and September had the lowest inhibitory concentration, with 0.64 and 0.56 mg/mL,
respectively. As for H. contortus, tested seasonal EOs showed inhibitory concentrations lower
than 0.3 mg/mL, with the lowest for December (I1Cs0=0.01 mg/mL, CI 95 %=0.00308 - 0.03769)
and the highest in July (I1Cs0=0.37 mg/mL, 1C95%=0.342 - 0.395). In the seasonal collection,
the best result was obtained at 6 am and 6 pm, in September, 1Cso of 0.08 mg/mL and 0.09
mg/mL, with a difference of 3 times between 6 a.mand 5 times 6 pm in April. The oils collected
in seasonal and circadian regimes showed significant anthelmintic activity against C. elegans
and H. contortus, showing great biotechnological potential of this plant species for

pharmaceutical preparations against H. contortus.

Keywords: Nematodes, Caenorhabditis elegans, Haemonchus contortus, Essential oil, Citral
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1. Introduction

Plants naturally produce numerous volatile chemical substances, which are used for plant
attractant or repellent purposes, and as an important source of molecules for medicine
(ADENUBI et al., 2018; ROLNIK; OLAS, 2021). The volatile chemical of essential oils (EO)
is a mixture of compounds lipophilic, consisting mainly of carbon and hydrogen, with one or
more functional groups, such as, terpenes and sesquiterpenes (AZIZ et al., 2018). The
Asteraceae family including over 1,600 genera and 25,000 species worldwide (ROLNIK;
OLAS, 2021). Pectis is a genus this family, comprises about 90 annual and perennial species,
is a small herb (10-20 cm), native to the Americas, with diverse in México, Caribbean, northern
Argentina and Brazil, adapted to the climate of tropical, subtropical and temperate regions
(HANSEN etal., 2016; KEIL, 1984). Most Pectis species are rich in essential oil, and are widely
used in traditional medicine (DE FATIMA AGRA; DE FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007).
Pectis species were described with hypertension, stomach disorders, colds, analgesic,
nematicidal and larvicidal activities (MARQUES et al., 2013; PEREIRA et al., 2013).

Pectis brevipedunculata (Gardner) Sch. Bip., is an aromatic ornamental species,
small size, of lemongrass odor (MARQUES et al., 2013). Its EO has a characteristic aroma,
characterized by the high concentration of citral monoterpene (cis- and trans-isomers: geranial
and neral) (DE OLIVEIRA et al., 2011; PEREIRA et al., 2013). In medicine traditional P.
brevipedunculata has been used as sedative, vasodilator, and others.

Under the influence of environmental factors, the chemical composition of the EO can
change in yield or percentage of the compounds, among them factors, the circadian regime
(time of collection of the leaves of plant throughout the day), and the seasonality (collection
during the year) can undergo a qualitative and quantitative change the OEs of many plants
(SILVA et al., 2018). The plant can change its oil production, when it exposes the temperature,
relative humidity, precipitation and solar radiation during the day or a rainy or dry period
(seasonal) (GOBBO-NETO; LOPES, 2007a). This chemical variation of the EOs can directly
interfere with the biological effect of the EOs. The combination of drug with natural products
becomes efficient against anthelmintic, demonstrating the chemical association between the
compounds, which justifies its effectiveness by the change in the egg's ultrastructure (SILVA
etal., 2021).

Essential oils have been explored for their anthelmintic activity and your effect have
been reported as alternative in controlling of gastrointestinal nematodes in small ruminants
(FERREIRA etal., 2016; KATIKI etal., 2017; LIMA et al., 2021). Small ruminants are infected
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by Haemonchus contortus, causing significant losses in the production (DE OLIVEIRA et al.,
2017). In the last decades, the control of this gastrointestinal nematodes has been based on
chemotherapy’s preventive or curative use. However, failures in treatment regimens have
accelerated the process of nematode resistance to available synthetic drugs (CHAGAS et al.,
2013; NICIURA et al., 2020).

The selection in vitro of plant E.Os. with anthelmintic effect has been facilitated by
using experimental models, as the nematode Caenorhabditis elegans (Rhabditida) (LIMA et
al., 2021, 2022), enabling more rapid selection of numerous molecules. C. elegans is a free-
living nematode naturally found, which has a genetic similar the H. contortus (LAING et al.,
2013). This study aimed to determine the activity anthelminthic of the essential oil of P.
brevipedunculata, obtained in seasonal and circadian collections against C. elegans model

experimental and eggs from H. contortus.

2 Materials and methods

2.1 Collection and identification of plant

Pectis brevipedunculata plants were collected at the campus of Federal University of
Maranhdo (UFMA), Sédo Luis, Brazil (2° 33' 20.5 "'S 44° 18' 32.7 "W). A voucher specimen
was deposited at Herbarium Rosa Mochel (SLUI) of State University of Maranhdao (UEMA),
Brazil under the number 5287. For the seasonal study, the aerial parts of the plant were collected
during the months of January to December 2019, at 6 a.m. For the circadian cycle evaluation,
the collections were made in April and September (rainy and dry season, respectively) at 6, 9,
and 12 a.m; and 3 and 6 p.m (CAMARA, et al., 2023). The plant was collected in agreement
with the Brazilian laws concerning the protection of biodiversity (SISGEN n° AAFB38B).

2.2 Essentials oil extraction and of Chemical Composition Analysis

Aerial parts of P. brevipenduculata were submitted to hydrodistillation using a
Clevenger-type apparatus (100 g, 2 h) (MAIA; ANDRADE, 2009). For seasonal study analysis,
aerial parts were air-dried for 24 hours before the extraction process and for circadian cycle
were used fresh material (CAMARA, et al., 2023). The oils were dried over anhydrous sodium
sulfate (ISOFAR, RJ, Brazil) and oil yield was calculated in % m/v (mL/100 g).
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Analysis of essential oil was carried out by gas chromatography-mass spectrometry
(GC-MS) using (CG-EM QP2010 Plus - Shimadzu ), using a DB-5MS capillary column (30m
x 0.25mm x 0.25um), The carrier gas flow rate, Helium at a linear velocity of 47.5 cm/sec and
column flow rate 1.0 mL/min, programmed temperature, 35 °C for 6 min with a heating ramp
of 10 °C/min to 240 °C remaining for 10 min. Injector and ion source temperature was 250 °C
and 200 °C, respectively, Split injection mode with 1/30 ratio, Run time 36-50 min. Mass
spectra will be obtained by electron impact at 70 eV energy. Quantitative data regarding the
volatile constituents were obtained by peak area normalization using a GC/FID, operated under
conditions like those used for GC-MS. The retention index was calculated for all volatile
constituents using a homologous series of n-alkanes (C8-C32, Sigma-Aldrich). Individual
components will be identified by comparison of both mass spectra data and retention indices of
authentic compounds, previously analyzed and stored in commercial library (ADAMS, 2007),
NIST014s equipment (National Institute of Standards and Technology) and mass spectra of
volatile compounds commonly found in essential oils (LIMA et al., 2021).

3 Biological assay

3.1 Maintenance of C. elegans

Adults of C. elegans, susceptible (wild strain, Bristol N2), were maintained in a
nematode growth medium (NGM) and fed with the Escherichia coli NA22 bacteria, at 22°C.
Young adult worms and adult nematodes aged four to five days old were isolated from the
culture plates, selected in an inverted optical microscope (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany),

and used for the C. elegans motility test.

3.2 Caenorhabditis elegans motility test

The motility test was performed according to Katiki et al. (2011). A balanced saline
solution (M9), containing KH2PO4 (3 g), Na2HPO4 (6 g), NaCl (5 g), MgSO4 (1.0 mL), and
H>0 (1.0 L) was used for the preparation of the various treatments with the nematodes. The test
was carried out in 96-well plates, with three replicates for each concentration. Negative and
positive controls were M9 solution and Tween 80 (3%) and ivermectin, respectively. About 50
adult nematodes were added in 200 puL of M9 solution. The concentration of oil and the

monoterpenes used as standards (Sigma-Aldrich, USA), diluted in 3% Tween 80, varied from
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0.001 to 10.0 mg/mL. The solutions were incubated for 24 h, at 24 °C. After this period, the
number of live and dead nematodes were evaluated using an inverted microscope (Carl Zeiss).

Nematodes without movement during five seconds of observation were considered dead.

3.3 Anthelmintic test against Haemonchus contortus

Eggs were obtained from a donor sheep with a monospecific experimental infection
of H. contortus (Silva et al., 2021b). The test was performed according to Coles et al., 1992,
The eggs were recovered using a saturated solution of sodium chloride solution, followed by
centrifugation for three minutes. The floating eggs were collected and washed in distilled water.
Approximately 100 eggs/well were placed in a 96-well plate containing the different treatments
tested. The OEs of P. brevipenduculata collected in seasonal and circadian regime were
individually diluted in 3% Tween in different concentrations, ranging from 10.0 to 0.001
mg/mL. Each samples test was performed in triplicate, using at least twelve concentrations. The
negative control was performed with 3% Tween. The eggs were incubated for 48 h at 27°C.

Eggs and first-stage larvae (L1) were counted under an inverted microscope.

3.4 Statistical analysis

The obtained data were subjected to nonlinear regression to get 50% inhibitory
concentration (ICsp), using the GraphPad Prism 8.0 software (GraphPad Inc., San Diego, USA).
Significant differences between the strains were considered (p< 0.05 ANOVA). The oils
components with a percentage higher than 0.1 % of the total were subjected to principal
component analysis (PCA) using SPSS v22.0 software (Chicago, IL, USA). The PCA was
applied to verify the relationship of E.O composition, whose plant samples were collected at

different day-times and months.
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4 Results

4.1 Oil-composition analysis

The vyields of essential oils from P. brevipedunculata collected in seasonal and
circadian regime, ranged from 1.0-2.1% and 0.8-2.0%, respectively. GC and GC-MS analyzed
the EO (seasonal), and their 30 identified constituents are listed in Table 1. The main
constituents of P. brevipedunculata in seasonal collection, were Citral (neral - 22.7-32.6% and
geranial - 27.4-42.4%), a-pinene (7.9-19.4 %), and D-limonene (5.8-10.2%) (table 1). From
circadian, neral (22.2-29.3%), geranial (31.1- 42.4%), was the compound with the highest
percentage (table 2). For seasonal and circadian collections oxygenated monoterpenes are

predominant in the oil.



Table 1. Seasonal variation of the Pectis brevipedunculata essential oil
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Yield / % 2.1 1.1 1.3 14 2.1 1.3 18 15 11 1.9 1.3 1.2
Constituent / % Rlc  RI. Jan Feb Mar  Apr May  Jun Jul  Aug  Sep Oct Nov Dec
[J-Thujene 928 924¢ 0.1 0.1 0.1

[1-Pinene® 935 93220 7.2 15.4 18.4 17.7 16.5 179 162 198 181 18.4 18.1 18.6
Sabinene 975 969* 0.3 0.6 0.7 0.6 0.7 08 06 08 0.8 0.7 0.8 0.8
[J-Pinene 979 974 0.3 0.4 0.3 0.3 0.4 03 04 0.4 0.3 0.4 0.4
6-Methyl-5-hepten-2-one 988 986° 0.6 15 1.0 0.9 1.2 15 1.0 07 1.1 0.6 1.1 0.6
Myrcene 992 988: 0.3 0.4 0.3 0.3 03 03 0.3 0.2 0.4 0.2
Limonene® 1032 1024* 53 8.3 94 8.6 9.4 9.0 81 84 75 8.1 7.5 8.3
(E)-[1-Ocimene 1050 10467 0.4 0.6 0.4 0.6 03 04 06 0.5 0.2 0.5 0.2
3-Methyl-1,2-cyclohexanedione 1094 1089 0.3 0.2 0.3 0.3 0.4 04 03 05 0.2 0.3 0.2 0.3
Linalool 1102 1095* 0.7 0.9 13 13 13 15 12 09 0.8 1.1 0.9 13
exo-lsocitral 1147 1140° 0.2 0.2 0.2 0.3 02 0.2 0.2 0.1 0.4 0.1
(2)-1socitral 1165 1160° 0.4 1.3 0.9 0.8 0.7 08 10 09 1.3 0.6 15 0.6
(E)-Isocitral 1183 1177¢ 0.9 2.3 15 15 11 1.3 1.7 15 2.0 1.2 2.1 1.2
Terpinen-4-ol 1186 1180* 0.3 0.3 0.3 0.3 0.2 0.3 02 02 0.2 0.1 0.3 0.2
[)-Terpineol 1200 1195° 0.3 0.3 04 04 04 04 03 03 02 0.2 0.3 0.2
Nerol 1228 1227* 0.3 0.7 3.0 1.2 1.7 1.7 11 17 0.6 0.8 0.5 0.9
Neral® 1244 1235* 33.2 2715 228 263 248 240 267 229 263 25.6 26.0 25.1
Geraniol 1253 1249* 1.9 25 8.5 39 5.0 44 34 62 2.3 35 2.0 3.7
Carvenone 1261 1255* 0.5 0.1 0.1 0.1 0.1 03 01 0.2 0.1 0.3

Geranial® 1273 1264: 427 339 27.0 320 314 299 339 296 345 34.4 33.0 33.8
1-Tridecene 1295 1290* 0.3 0.2 0.1 0.3 03 02 07 0.2 0.1 0.2 0.2
2,4-Octanediol 1339 1339+ 0.3 0.2 05 02 0.3 0.4 0.3
trans-p-Menth-6-en-2,8-diol 1369 1371 04 0.2 0.3 0.2 08 01 0.1 0.5 0.1
2-Undecen-1-ol 1374 1370° 05 0.1 0.2 0.1 08 03 0.5 0.7 0.6
Geranyl acetate 1379 1379* 04 0.2 0.2 0.2 0.3 04 02 04 0.2 0.3 0.3 0.4
[1-Elemene 1396 1389 0.6 0.3 0.3 0.3 0.4 05 03 03 0.2 0.2 0.2 0.3
(E)-Caryophyllene 1430 1424° 0.6 0.5 0.4 0.4 0.6 04 04 07 0.4 0.4 0.4 0.4
trans-Prenyl limonene 1467 1357 0.7 0.5 0.5 0.5 0.6 04 05 07 0.3 0.4 0.3 0.4
Germacrene D 1492 1484 0.3 0.3 0.2 0.3 01 03 0.1 0.1
[1-Alaskene 1520 1515° 0.3 0.3 0.2 0.3 01 04 0.2 0.1 0.1
[1-Cadinene 1526 1522 0.1 0.1 0.1

[1-Muurolol (Torreyol) 1649 1644* 0.3 0.2 0.2 0.1 0.1 01 01 0.1 0.2 0.1 0.2
Valerianol 1663 1657° 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1 0.2 0.1
Linoleic acid 2133 2132¢ 0.3 0.1 0.1 0.1
Monoterpene hydrocarbons / % 128 253 300 279 278 284 259 304 277 27.9 27.7 28.5
Oxygenated monoterpenes / % 82.0 70.2 66.4 68.5 67.2 66.1 70.1 648 68.8 68.1 68.1 67.6
Sesquiterpene hydrocarbons / % 2.2 2.0 1.7 1.4 2.3 13 14 25 1.2 11 1.0 1.2
Oxygenated sesquiterpenes / % 0.5 0.3 0.3 0.1 0.1 01 02 0.2 0.4 0.1 0.3
Fatty acids and derivatives / % 2.0 1.9 1.4 1.7 2.0 38 20 19 15 1.9 2.7 2.1
Total / % 99.5 997 99.8 99.6 99.4 996 99.5 99.7 994 99.4 99.6 99.7

aReference 26; "main constituents; creference 27.

Rlc: retention index calculated (Durabond-5ms column); RI,: retention index from literature.
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Table 2. Circadian rhythm of the Pectis brevipedunculata essential oil chemical composition during the rainy and
dry seasons

Yield / % 2.1 19 18 1.8 2.0 13 11 11 0.9 1.2
Constituent / % R RIL April (rainy season) September (dry season)

6am. 9am. 12am. 3p.m. 6p.m. 6am. 9am. 12am. 3p.m. 6p.m.
a-Pinene? 935 932° 4.7 115 8.2 11.3 8.2 8.4 126 14.0 126 101
Sabinene 975 969° 0.2 0.3 04 05 04 04
B-Pinene 979 974° 02 0.2 02 01
6-Methyl-5-hepten-2-one 988 986° 0.4 04 07 0.4 0.7 0.4 08 0.5 08 05
Myrcene 992 988 0.1 0.1
Limonene? 1032 1024> 3.4 6.0 6.1 5.5 5.7 4.8 80 638 78 5.6
(E)-B-Ocimene 1050 1046° 0.3 0.1
3-Methyl-1,2-cyclohexanedione 1094 1089° 04 0.2 0.2 03 03 02 03
Linalool 1102 1095° 0.6 04 07 0.3 0.9 0.7 1.1 05 08 05
a-Campholenal 1131 1126¢ 1.5 1.2 0.4 0.3
exo-Isocitral 1147 1140¢ 0.1 0.1 0.1 0.2
(2)-Isocitral 1165 1160° 0.4 0.4 0.5 04 0.6 05 0.7
(E)-Isocitral 1183 1177° 04 08 0.7 11 09 1.2 1.0 1.1
Terpinen-4-ol 1186 1180° 0.1 0.1
a-Terpineol 1200 1195¢ 0.2 03 0.1 0.2
Nerol 1228 1227 11 04 09 0.4 0.7 1.3 0.5 0.9 0.6 1.0
Neral? 1243 1235 284 203 29.7 21.6 27.5 289 28.1 27.0 29.2 282
Geraniol 1253 1249 4.5 25 34 2.0 29 5.6 24 50 28 47
Carvenone 1261 1255 0.7 04 05 0.4 0.6 0.4 05 0.2 03 03
Geranial® 1273 1264> 39.9 30.3 3838 32.2 347 41.1 36.7 38.1 38.1 397
Neryl formate 1287 1280° 0.3 0.4 0.7 0.4
1-Tridecene 1294 1290° 2.2 1.8 06 13 0.6 0.9 0.5 0.6 0.3 1.1
Geranyl formate 1300 1298 0.5 0.4 0.3
Undecanal 1306 1305° 0.4 0.5 0.4
2,4-Octanediol 1338 1339 14 42 11 4.1 2.0 0.3 0.8 0.1 04 06
Ethyl nerolate 1348 1351° 04 27 05 23 1.5 0.3 02 03
trans-p-Menth-6-en-2,8-diol 1369 1371° 11 1.0 11 0.8 2.1 0.6 08 03 0.4 0.6
2-Undecen-1-ol 1374 1370¢ 2.5 59 17 6.1 2.9 0.7 12 03 0.7 11
Geranyl acetate 1379 1379 0.7 0.7 04 0.5 0.5 0.5 04 04 0.3 0.4
trans-Myrtanol acetate 1387 1385° 1.2 03 1.1 0.5
B-Elemene 1396 1389° 0.7 04 04 0.3 0.4 0.6 05 0.2 03 02
(E)-Caryophyllene 1430 1424¢ 0.2 0.5 02 05 0.2 0.5
Citronellylacetone 1438 1435¢ 0.7 06 0.3 0.7 0.4 0.2
trans-Prenyl limonene 1467 1357° 0.3 0.5 03 04 0.3 0.3
a-Alaskene 1520 1515¢ 0.3 0.2 0.2 0.1 0.1 0.2
Citronellyl butanoate 1531 1530° 0.2 0.3 0.2 0.1
Caryophyllene oxide 1595 1587¢ 0.5 0.6 0.4 0.3 0.2 0.2
Humulol 1605 1604¢ 0.4 0.4
Humulene epoxide Il 1623 1613* 0.3 04 0.2 0.3 0.4 0.1 0.2
a-Muurolol (torreyol) 1649 1644* 0.3 0.2 0.2 02 01 0.1 0.2
Valerianol 1663 1657¢ 0.2 0.1
Fluorensadiol 1872 1869° 0.4 0.5 0.4
Linoleic acid 2133 2132° 1.1 19 0.8 1.8 1.4 0.1 0.4 0.3 0.3
Oleic acid 2141 2141* 0.7 1.2 04 1.1 0.8 0.1 0.2
Monoterpene hydrocarbons / % 8.1 175 145 16.8 13.9 13.5 212 219 212  16.2
Oxygenated monoteterpenes / % 79.8 64.0 785 65.3 75.4 81.3 729 745 747 77.7
Sesquiterpene hydrocarbons / % 1.0 04 09 0.3 0.4 1.8 1.2 1.2 0.9 1.2
Oxygenated sesquiterpenes / % 1.5 19 04 1.5 0.7 0.7 04 0.1 0.1 0.5
Fatty acids and derivatives / % 8.7 15.8 5.5 15.3 8.8 2.6 40 1.8 2.8 4.1
Total / % 99.1 99.2 99.8 99.2 99.2 99.9 99.7 995 99.7 99.7

aMain constituents; reference 25; ‘reference ?’. Ric: retention index calculated (Durabond-5ms column); R.: retention
index from literature.
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4.2 Principal component analysis of the substances identified in the essential oils

The PCA evidenced by the loading plot or plot of principal components not rotated and
rotated (var-ax method) that there was no variation of constituents by the months of the year,
because the weights of each month analyzed show very close, with virtually no distinction. When
analyzing the circadian cycle (collection time) and dry or rainy season, principal component factor
analysis also showed that the analyzed data behaved similarly to seasonality.

Regarding the principal components analysis of the seasonality data of Pectis
brevipedunculata, it was observed that: For seasonality data, the matrix data showed a statistical
KMO ratio in the value of 0.887 and significance less than 0.05 being classified as good overall
adequacy of factor analysis. In addition, Bartlett's 2 test of sphericity showed that the calculated
value is greater than the critical value, showing that Pearson's correlation between pairs of

variables are statistically different, thus meeting the assumptions of factor analysis.
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Figure 1: Principal Component Analysis (PCA) of the aerial parts oils of Pectis brevipedunculata
in the seasonal study, on January at December 2019 (A); and in the circadian study, on rainy (April)
and dry (September) seasons, at 6 a.m., 9 a.m., 12 p.m., 3 p.m., and 6 p.m (B). RS: Rainy Season,
DS: Dry Season

4.2 Motility test

The motility test results for the seasonal and circadian oils of P. brevipedunculata
carried out in C. elegans adult highly showed activity anthelmintic (table 3). The oil of P.
brevipedunculata collected in the month of November exhibited the lower inhibitory concentration
(ICso) among the oils tested, with an I1Cso value of 0.04 mg/mL (Cl 95%= 0.033 - 0.0400, R*=
0.98) for Bristol N2 strain, followed by month of december (1Cs0=0.140 mg/mL, CI 95 %=0.119
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- 0.162). For circadian rhythm, 6 a.m. in month April and September showed lower inhibitory

concentration, with 0.64 and 0.56 mg/ml, respectively (table 3).

Table 3: Anthelmintic activities of Pectis brevipedunculata essential oils collected in seasonal and

circadian regime against C. elegans Bristol N2 strains.

Oils/ Seasonal ICso
Month (6 a.m) IC 95% R?
(mg/mL)
Jan 0.43 0.400 -0.468 0.98
Feb 0.21 0.147 - 0.285 0.82
Mar 0.21 0.163 - 0.267 0.93
Apr 0.52 0.446 - 0.599 0.96
May 0.77 0.646 - 0.917 0.93
Pectis Jun 0.44 0.391-0.511 0.95
brevipedunculata Jul 0.31 0.290 - 0.322 0.99
Aug 0.20 0.186 - 0.223 0.98
Sep 0.20 0.127 - 0.332 0.80
Oct 0.28 0.243-0.322 0.97
Nov 0.04 0.033 - 0.040 0.98
Dec 0.14 0.119-0.162 0.96
Circadian rhythm Hours

April 6 a.m 0.64 0.545-0.755 0.95
9am 0.72 0.618 - 0.840 0.96

12 a.m >10 - -
3p.m 0.71 0.487 - 0.985 0.86
6 p.m 0.67 0.441 - 0.998 0.85
September 6am 0.56 0.519 - 0.605 0.98

9a.m >10 - -
12 am 0.87 0.787 - 0.971 0.96
3p.m 1.85 1.716 - 1.998 0.98

6 p.m >10 - -

4.3 Egg hatch test

The EOs from seasonal and circadian regime tested on eggs of H. contortus highly

exhibited inhibitory activity (table 4). All tested EOs from the seasonal regimen demonstrated
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inhibitory concentrations less than 0.3 mg/mL, the lowest being in the month of December
(1C50=0.01 mg/mL, CI 95 %=0.00308 - 0.03769) and highest in July (1C50=0.37 mg/mL, CI95
%=0.342 - 0.395). In seasonal collection the best result was obtained at 6 a.m and 6 p.m
(September), with 1Cso of 0.08 mg/mL and 0.09 mg/mL, representing a difference reached up to
3-fold and 5-fold, between 6 a.m and 6 p.m (April), respectively.

Table 4: Inhibition concentrations required for achieving 50% of egg hatching in Haemonchus
contortus (ICso) of Pectis brevipedunculata essential oils collected in seazonal and circadian

regime
Oils/ Seasonal Month (6 a.m) I1Cso 1C95% R2
(mg/mL)
Jan 0.17 0.156 - 0.178 0.99
Feb 0.17 0.152 - 0.189 0.98
Mar 0.18 0.166 - 0.194 0.99
Apr 0.14 0.127 - 0.153 0.99
May 0.18 0.165 - 0.196 0.98
Pectis Jun 0.29 0.267 - 0.316 0.99
brevipedunculata Jul 0.37 0.342 - 0.395 0.99
Aug 0.23 0.208 - 0.244 0.99
Sep 0.27 0.249 - 0.293 0.98
Oct 0.24 0.190- 0.212 0.99
Nov 0.20 0.190- 0.212 0.99
Dec 0.01 0.003 - 0.037 0.45
Circadian rhythm
6 a.m 0.24 0.226 - 0.258 0.99
9am 0.39 0.355 - 0.420 0.98
April 12 am 0.51 0.490 - 0.524 0.99
3p.m 0.31 0.298 - 0.332 0.99
6 p.m 0.48 0.417 - 0.546 0.97
6 a.m 0.08 0.068 - 0.092 0.97
9am 0.13 0.113-0.141 0.98
September 12 a.m 0.16 0.143-0.174 0.98
3p.m 0.12 0.098 - 0.138 0.96
6 p.m 0.09 0.078 - 0.099 0.98
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5 Climatological Parameters vs Anthelmintic Activity

The climatological parameters regarding precipitation and temperature were observed during the
period from January to December 2019, in order to evaluate the influence of seasonality in relation
to the activity of Haemonchus contortus (figure 2) and C elegans (figure 3). The average
temperature values varied between 26 — 28 °C and media precipitation between 20 — 0 mm? in the
months of January to December 2019, figures 2 and 3. The lowest ICso to C. elegans and H.
contortus were recorded in the rainiest months, when compared to the months with the least
rainfall. This may be related to the with high percentages of the majority compounds, which was
influenced by high rainfall (Fig. A and B).
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Figure 2: Study between climatic parameters and C. elegans activity of the essential oil of P.

brevipedunculata in a seasonal regime.
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Figure 3: Relationship between climatic parameters and Haemonchus contortus activity of the

essential oil of P. brevipedunculata in a seasonal regime



86

6 Discussion

The composition of the OE from P. brevipedunculata can change the percentage of its
chemical components according to the time of collection, consequently, the biological effect could
also change. It has been possible to observe seasonal and circadian variation in oil composition, it
is known that, environmental factors (biotic and abiotic) can cause this variation (DOS SANTOS
etal., 2020; PAVELA; BENELLI, 2016). In the present study, the P. brevipedunculata EO change
the percentages of major compound (Citral - neral and geranial), according to the month of
collection: January (42.4% and 32.6%), March (27.4% and 22.7%), July (34.1% and 26.7%),
September (35.2% and 26.9%) and December (32.9% and 24.7%) (table 1). Regarding collection
hour, the variation can be seen in a-pinene, for exemple: rainy season - 6 a.m (4.8%) and 9 a.m
(11.7%) and dry season - 6 a.m (8.2%) and 12 p.m (13.9%) (table 2).

The main constituents found in the oil of P. brevipedunculata are the monoterpenes
geranial, neral, a-pinene, limonene (table 1). Aerial parts essential oil of P. brevipedunculata
displayed neral (35.6%), geranial (46.2%), limonene (2.9%) and a-pinene (2.6%), as its major
chemical compounds (MARQUES et al., 2013). Oil from P. brevipedunculata collected in
southeastern Brazil was dominant also by neral (31.7%), geranial (18.8%), limonene (7.9%) and
a-pinene (17.5%) (DE OLIVEIRA et al., 2011). Volatile constituents of Pectis elongata current
oils from the Amazon was neral (39.1%), geranial (47.7%), and limonene (1.5%) (MASSING et
al., 2021).

Essential oil of Pectis apodocephala and Pectis oligocephala exhibited nematicide
effect on soil nematode Meloidogyne incognita (ALBUQUERQUE et al., 2007). Antimicrobial
activity also has been showed to oil of P. brevipedunculata (MARQUES et al., 2013), which can
be attributed to oxygenated monoterpene citral. No anthelminthic activity on C. elegans and H.
contortus, evaluations concerning essential oil activity.

In the present study, a significant anthelmintic effect on C. elegans adults and
inhibition of H. contortus eggs hatch was observed for the P. brevipedunculata EO, collected
seasonal and circadian regime, showed different values according to the collection month and
hours: November oil (ICso 0.04 mg/mL) and 6 a.m — rainy season, april (ICso 0.64 mg/mL) being
the most active to C. elegans. And for hatching eggs of H. contortus were, December (ICso 0.01
mg/mL), and 6 p.m — dry season, september (ICs0 0.09 mg/mL).

The highest anthelminthic activity for the December and November oil can be related
to the high concentration of the monoterpene citral, limonene and a-pinene or a possible

synergistic action between them. The high incidence of ultraviolet rays may have provided
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increased photosynthetic activity and species growth, favoring a greater amount of carbon
skeletons for the production of secondary metabolites (LEMOS et al., 2017). The a-pinene
standard was effective against the 1VR15 strain, with an ICso of 1.69 mg/mL, while the (S)-(-)-
limonene standard exhibited an ICso of 1.66 mg/mL against the Bristol N2 strain carried out in C.
elegans adult (LIMA et al., 2021), in the study of ABDEL-RAHMAN; ALANIZ; SALEH (2013),
limonene also exhibited a more significant activity on C. elegans. The monoterpene citral tested
on H. contortus showed highest efficacy in inhibition of egg hatching, exhibited ICsg of 0.30 mg/mi
(SOUSA et al.,, 2021). The data reported here demonstrate the possibility of use of P.
brevipedunculata EO to control gastrointestinal nematodes.

The temperature variation that occurs from cold to extreme heat can trigger different
responses in plants, as a way to keep themselves in balance. High temperatures act directly on the
stomatal opening, it stays closed longer to prevent water loss (transpiration), and negatively
impacts photosynthesis, essential for normal plant growth (VERMA; SHUKLA, 2015).

Water participates in all physiological reactions and its decrease can lead to a reduction
in total size, lower number of leaves, delayed flowering, late reproductive maturation, directly
influencing photosynthesis due to the limiting stomatal opening (GOBBO-NETO; LOPES,
2007b).

A study carried out by demonstrated that plants with larger heights and branches
produced larger amounts of essential oil. The plants with the highest water stress obtained the
lowest amount of essential oil due to the reduction of dry biomass, but not influencing the final
composition of the oil (MORAIS, 2009). Thus, it is demonstrated that the climatic conditions and
the seasonal period can correlated with the variation of the essential oil yield and the anthelmintic

activity.

6 Conclusion

The oils of P. brevipedunculata are constituted by monoterpene hydrocarbons and
Oxygenated hydrocarbons in the main. QOils collected seasonal and circadian regime showed
significant anthelmintic activity against C. elegans and H. contortus, showed a great
biotechnological potential of this plant species for pharmaceutical preparations to combat H.

contortus.
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Capitulo 3: Microemulsao a base de 6leo de babacu para desenvolvimento de produtos de
Pectis brevipedunculata: formulacao, caracterizacéo fisica, aplicagdo e avaliacéo
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RESUMO
As microemulsoes sdo representadas como um sistema promissor na liberacdo de farmacos, com

estabilidade por compostos tensoativos geralmente associados a co-tensoativo, normalmente um
alcool ou uma outro solvente anfifilica apropriada, sendo que esses compostos sdo caracterizados
por fase oleosa, aquosa, surfactante e co-surfactante, demonstram equilibrio termodinamico. Estudos
sdo amplamente desenvolvidos em diversas areas, tanto pela importancia técnico/cientifica, quanto
pela importancia econdmica atraves de formulacdo do sistema para aplicacdes industrias. Sendo
assim, o objetivo deste trabalho foi realizar e avaliar o uso das MEs como veiculo encapsulador de
protecdo e estabilidade do oOleo essencial de Pectis brevipedunculata, quando exposto a fatores
degradantes como variacdo de temperatura e incidéncia de luz. A avaliagdo dos componentes do O.E.
e suas estabilidades quando encapsulado foram determinados por HPLC-UV com deteccdo a 254
nm, fase movel ACN/agua deionizada. Os dados foram tratados estatisticamente pela ANOVA, por
diferenca minima significativa de Fisher (LSD) e método “stepwise fit regression”. Conforme a
analise, ocorreu o encapsulamento da mistura, ja que as MEs demostraram translucidas e estaveis
apos a adicdo do O.E. No teste de estabilidade, a coloracdo do composto evidenciou uma alteracédo
nacoloragdo, amarelo mais claro a 30 OC e amarelo mais escuro a 60 0C, ocorrendo uma mudanca
no comportamento das amostras. O valor p (0,0025), resultou em algumas médias diferentes e
significativas, em especial ao comparar os componentes majoritarios Neral e Geranial, devido a
distincdes entre caracteristicas e concentracGes das mesmas. Todos os isdmeros tiveram erro médio
relativo (MRE) inferiores a 10%, e coeficiente de determinagdo proximos a 1, o que demonstrou um
melhor ajuste, principalmente dos isbmeros Geranial e Neral. Na comparacéo entre valores tedricos
e experimentais, quantidade de residuos e frequéncia dos mesmos, ocorreu melhores ajustes para
todos os isdbmeros avaliados. Em fungdo da temperatura e tempo, 0s isdmeros apresentaram relacoes
eficiente dos modelos, considerando a influéncia destes fatores primordiais na caracteristica das
formulacBes obtidas, por determinarem alteracbes na composicdo das mesmas. Em Sintése, o
encapsulamento a base de 6leo essencial na MEs, podera ser uma op¢édo favoravel em formulacGes
estaveis, na industria farmacéutica ou em outras areas. Estudos futuros serdo fundamentais para
verificar a eficiéncia e a viabilidade econémica do sistema.

Palavras Chaves: estabilidade; degradacéo; encapsulamento



1 INTRODUCAO

O Brasil engloba grande biodiversidades de espécies de plantas, frutos, algas e fungos
ja identificados e catalogados com excelente potencial para desenvolvimento de produtos (Dutra
et al., 2016; de Souza et al., 2021; Neri-Numa et al., 2018). O babacu (Attalea speciosa), um fruto
nativo da regido nordeste e seu 6leo fixo representa cerca de 65% da massa total da améndoas, o
qual foi relatado por Ponte et al., (2017) e Silva et al., (2020). Além disso, uma quantidade
significativa de acidos como o laurico, miristico, oleico, palmitico, esteérico, caprilico, caprino,
caproico e araquidico. Estes componentes conferem ao dleo, propriedades analgésicas e anti-
inflamatorias, nutritivas, higiénicas, e de limpeza (producéo de sabdo). Além disso, a presenca de
acidos insaturados da-lhe um maior tempo de estabilidade favorecendo a sua utilizagdo como
material transportado de biocomponentes ou na formulacdo de sistemas emulsionados tais como
nanoemulsdes (Santos et al., 2021) e microemulsdes (Silva et al., 2020).

Atualmente as microemulsdes foram consolidadas como um dos sistemas coloidais
com aplicagdes potenciais de solubilizagdo para compostos hidrofébicos/hidrofilicos devido a sua
elevada estabilidade termodinamica e a exigéncia de energia mecanica minima para sua producao
(Fernandez-Pefa et al., 2019; Rahdar et al., 2021). As inumeras possibilidades de configurac6es
entre Oleos-agentes tensoativos tém um campo de grande interesse e que encontra aplicacdes de
largo espectro em nutricdo, cosmeticos e produtos biomedicos para melhorar a biodisponibilidade
de moléculas terapéuticas ou drogas (Barreto et al., 2022; Kalaitzaki et al., 2013; Kalaitzaki et al.,
2014; Sargazi et al., 2021).

Para as industrias farmacéutica, alimenticia e veterinaria a utilizacdo de
microemulsdes € restrita devido a limitacdo de materiais de qualidade alimentar utilizados nas
formulacBes (Mendonca et al., 2009; Pavela et al., 2019). Assim, o foco dos investigadores é na
busca por um sistema de base para substituicédo, total ou parcial, de uma fase continua de 4gua ou
6leo para adicdo de um componente bioativo, como 6leos essenciais (Barreto et al., 2022; de Sa
et al., 2020), vitaminas (Yang e McClements, 2013) e outras (Ziani et al., 2012).

Recentemente, os sistemas de microemulsées que incorporam Oleos essenciais
permitem observar de uma forma simples a sua aplicacdo nas indudstrias acima citadas, sendo este
campo de aplicacdo novo com infinitas possibilidades de estudos (Amparo et al., 2021; Barreto et
al., 2022; Fernandez-Pefia et al., 2019; Silva et al., 2020). Apesar de toda esta diversidade e vasta
utilizacdo, poucas espécies estdo licenciadas como, ingredientes farmacéuticos porque ha poucos
dados cientificos publicados, protocolos de garantia de qualidade e seguranca para plantas nativas,
bem como as rigorosas normas brasileiras de acesso a biodiversidade, e a falta de documentagédo
adequada para o uso e regulamentacgdo destas espécies (Carvalho et al., 2018; Dutra et al., 2016).

Este trabalho visa o desenvolvimento de uma microemulsdo com dleo de babagu e

posterior aplicacdo como material de transporte de Oleo essencial (O.E.) de Pectis
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brevipedunculata, avaliando-o a partir de teste de estabilidade (em vérias condigdes de tempo e
temperatura) e por fim avaliar a atividade antiparasitaria in vitro do O.E. encapsulado na
microemuls&o.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal e extracéo do EO

Partes areas de Pectis brevipenduculata foram coletadas as 06:00h da manha no més
de julho no campus Bacanga da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), municipio de Sdo
Luis, Estado do Maranh&o, Brasil. A posicdo geografica do local de coleta foi determinada por
GPS, resultando nas seguintes coordenadas: 2° 33" 20.5" S e 44° 18' 32.7" W. Exemplares
testemunhos foram depositados no herbario Rosa Mochel (SLUI) da Universidade Estadual do
Maranhdo, Maranhd&o, Brasil, sob o nimero 5287. O OE, obtido por hidrodestilacdo (proporcéao
de 1:10 (p/v) por 2,5h), foi desidratado com sulfato de sédio e caracterizado de acordo com
metodologias descrita nos capitulos 2 e 3 deste manuscrito.

2.2 Preparo da Microemulséo

Para esta pesquisa, foram utilizados 6leos comerciais de babacu provenientes do
mercado local da cidade de S&o Luis, monoleato de sorbitano "SPAN 80" (Synth, Diadema,
Brasil) com balanco lipofilico hidrofilico (HBL) de 4,3, polissorbato 80 "TWEEN 80" (Sigma-
Aldrich, S&o Paulo, Brasil) com HBL de 15, agua destilada e alcool etilico com 99,5% de pureza
(Quimex, Uberaba, Brasil).

2.3 Construcao do diagrama de fases

Para a construcdo do diagrama de fases, fez-se inicialmente a mistura de oleo de
babacu:surfactante nas proporc¢oes de 1:9, 2:8, 3:7, 4.6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2 e 9:1 (p/p), em seguida,
cada proporcéo foi intitulada com agua destilada sob agitacdo manual com incremento de volume
de 5 - 10 % (p/p), formando linhas de diluicdo com 5 a 90 % de agua, mantendo constantes as
proporcdes estabelecidas para o diagrama. A quantidade de cada componente foi registrada e a
porcentagem e calculada seu percentual. A regido ME foi marcada no diagramas de fase com o
uso do software Matlab® R2022a (licenca académica da UFMA, Mathworks, EUA).

2.4 Caracterizacao por difusdo quimica
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As microemulsdes, para serem identificadas como W/O ou O/W, foram desenvolvidas pelo

método Roohinejad et al. (2015) modificado, em que, o hidrofilico, azul de metileno e o lipofilico, circuma

foram adicionadas no sistema microemulsionado (sistema macroscépio, homogéneo e translicido). Desta

forma, com a difusdo répida do azul de metileno, classifica-se como ME tipo O/W ou ainda, para a adi¢ao
curcuma, difundindo ligeiramente, significa representa uma ME tipo W/O.

2.5 Teste da estabilidade da ME quanto a incidéncia da luz ultravioleta e diferentes
temperaturas
Os testes de estabilidade s&o responsaveis por fazer uma avaliacdo eficaz da

capacidade de um produto em manter seu aspecto original, ou seja, suas caracteristicas fisicas,

de
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quimicas e microbioldgicas.

A avaliar da estabilidade do 6leo essencial na ME quanto a degradacédo do composto
foi por meio da incidéncia de luz negra e temperatura maxima e minima. Através de uma caixa
escura acoplada a luz negra fluorescente (26 W, 1300 Im, Taschibra, Brasil) e armazenadas em
B.O.D a 60°C e 30°C, a observacédo foram feita seis em seis dias durante trinta dias.

Para o preparo da solucdo, as amostras (5 mg) foram diluidos em 1 mL de ACN
grau HPLC. Aliquotas de 10 pL foram injetadas diretamente no HPLC-UV com detecgéo a 254
nm. Utilizou-se um sistema (Shimadzu Corp. Quioto, Japdo), constituido por um médulo de
bombas binério, detector UV-VIS (SPA-10A). A coluna utilizada foi Luna Sum C18 100 °A
(150 um x 4,6 um). A fase movel foi constituida por agua deionizada e ACN, em sistema
gradiente: 60— 100% de ACN em 70 min, fluxo de 1 mL/min, a temperatura da coluna foi de
20°C

2.6 Medida da condutividade na microemulséo

Foi analisado para cada sistema que apresentou formacdo de ME a condutividade
elétrica empregando um condutivimetro acoplado a uma célula de condutividade. A medicéo foi
realizada na temperatura ambiente (ROOHINEJAD et al., 2015).

2.7 Analise estatistica e modelagem matematica

Abordagens estatisticas foram realizadas o software Statgraphics 19 (Statgraphics
Technologies, Inc.) e as avaliacbes matematicas por Matlab® R2020b (The Mathworks Inc.,
Natick, MA, USA). A andlise de variancia entre as médias dos grupos e intergrupos, a = 95%, e
a significancia (p < 0,05), modelos de regressao multipla. O método foi em fungao “stepwisefit”,
com teste de significancia (p <0,05) (CEVIK, 2007; HEN et al, 2013; GOODENOUGH; HART;
STAFFORD, 2012). Na validacdo da modelagem e simulacéo, aplicou-se o coeficiente ajustado
(R%adj), Equacéo 1, e o erro médio relativo (MRE), Equacéo 2. O R?adj determina a eficiéncia
sob a variacao dos dados e MRE é um critério que avalia a precisdo das estimativas, um modelo
em MRE menor que 10% é considerado como um modelo com boa precisdo (CASTELL-PALOU
et al, 2012).

R, =1-(1-R?) "~ v 1005 bl
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1) (2)
2.8 Encapsulamento do éleo essencial no sistema microemulsionado
Os encapsulamentos do 6leos essenciais foram avaliados em trés concentragdes 5%,

10% e 20% em relacdo ao dleo de coco babagu, cuja maior concentragdo mostrou-se melhor
para o estudo, uma vez que se apresentou com caracteristicas de MEs. Apds o desenvolvimento,
procedeu-se com a incorporacdo do 6leo essencial na microemulsdo selecionada (proporgéo
7:3:1 6leo:surfactante:dgua) com concentracdo de 20% do 6leo essencial na fase oleosa.

Os valores das massas dos reagentes na formulacdo para formar o sistema



microemulsionado com OE adicionado, encontram-se na tabela abaixo.

Tabela 1: Reagentes em massa usados na formulagao entre ME e OE

Reagentes Massa (g)
Span 80 2, 454
Tween 80 1, 060
Oleo babagu 1, 2128
Oleo essencial 0, 3032
Agua deionizada 0, 264
Etanol 0, 264

Logo a apos a mistura, reagente/dleo, o tubo de ensaio foi agitado manualmente até a
obtencdo visivelmente de uma fase homogénea. Em seguida, a microemulsdo foi armazenada
em local isento da luminosidade, calor e umidade.

2.9 Teste de Imersdo de larvas de R. microplus
O teste foi realizado de acordo com a técnica de Klafke et al. (2006). Foram

realizados experimentos com o 1) microemulsdo 20%, 2) OE de P. brevipedunculata 20%, e o
3) controle negativo. Para o teste com a microemulsao (M) foi adicionado 500ul da MI em um
tubo eppendorf sem diluicdo. Para o OE de P. brevipedunculata foi preparada uma diluicao,
usando a mesma concentracdo do OE presente na microemulsdo (20%). Para o experimento
quatro repeticdes de cada concentracao foram realizadas. De cada tratamento foi transferido 0,5
mL para microtubos de eppendorf, em seguida aproximadamente 500 larvas foram adicionadas
a cada tubo. Apos 10 minutos os tubos foram abertos e as larvas transferidas para um papel
filtro para secagem. Aproximadamente 100 larvas foram transferidas para um envelope de papel
filtro (8,5cm x 7,5¢cm), que foi fechado e acondicionado em estufaa 27 + 1°C e UR 80%, durante
24 horas. Apo0s este periodo, as larvas vivas e mortas foram contadas. Para este teste, 0s
controles negativos usados foram o OE de P. brevipedunculata 20% e uma solucdo de etanol
1% e triton 0,02%. Os dados obtidos foram analisados pelo software GraphPad Prism 8.0,
obtendo a concentragéo letal (CLso) para 50% das populagdes estudadas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacdo do sistema microemulsionado
Dos sistemas estudados previamente, o que se mostrou mais eficiente para a

formulacdo de uma microemulséo foi o 7:3:1, representando respectivamente, 6leo, surfactante
e agua, em fase O/W, com caracteristicas W-IV, tipicos de sistemas microemulsionados,
transldcidos e estaveis termodinamicamente, de acordo com a classificacdo de Winsor. Segundo
Tan et al. (2011), este sistema é fundamental, sobretudo ao adicionar o co-surfactante, que

provoca uma diminuicdo do HBL dos surfactantes e ajuste da conformacdo geométrica do
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mesmo na interface para facilitar a formagdo da ME. A Tabela 2, mostra os valores das
proporcoes (p/p) utilizadas no sistema microemulsionado 7:3:1.

Tabela 2: Relagdo dos pesos dos componentes do sistema microemulsionado 7:3:1
(6leo:surfactante:agua) determinado por estudo prévio do diagrama ternario de fases

Proporcéo Span 80 Tween 80  Oleo babagcu Agua Etanol
@) (9) (9) deionizada (g) (@)
7:3:1 2,454 1,060 1,516 0,264 0,264

Uma vez conhecidos os componentes e seus respectivos valores de equilibrio
hidrofilico-lipofilico ou EHL, calculou-se o ponto EHL de 8 como start para a construcdo do
diagrama ternério, utilizando como surfactantes a mistura na propor¢éo 50/50 de Twen 80 e
Span 80.

0 0.2 0.4' 0.6 0.8 1
_ _ _ OLEO
Figura 1: Diagrama ternario de fases para o 6leo de coco babacu, agua e surfactante.

A Figura acima, mostra de todas as proporcOes avaliadas, a que obteve melhor
caracteristica de ME foi a proporcdo Oleo:surfactante:agua, 7:3:1. Apesar da propor¢do ja
apresentar propriedades de ME, adicionou-se o alcool etilico, como co-surfactante, com a
finalidade de aumentar sua area superficial e assegurar ainda mais um maior espectro de
formacdo da microemulséo, além de promover a fluidificacdo do filme interfacial que é formado
pelo surfactante, impossibilitando a elevacdo significativa da viscosidade do sistema.

Obtendo a regido de microemulsdo no diagrama de fase, foram selecionadas
amostras para caracterizagdo. A seguir serdo apresentados alguns resultados preliminares da
caracterizacdo da ME. Os demais resultados serdo apresentados na versdo final da tese.

3.2 Caracterizagéo por difusdo quimica
Nesta caracterizagdo utilizou-se o critério descrito por Roohinejad et al. (2015) com



modificacBes. Neste, o corante hidrofilico, azul de metileno, e o corante lipofilico, curcumina,
foram adicionados aos sistemas que apresentaram formacdo de ME (sistema homogéneo e
translucido), com a finalidade de identificar se a ME pode ser considerada W/O ou O/A. Assim,
se 0 azul de metileno se difundir rapidamente considera-se ME tipo O/W ou, se a curcumina
difundir-se rapidamente, indica-se uma ME tipo W/O. No entanto é preciso destacar que a
utilizacdo deste método ndo indica com veracidade o tipo de ME, j& que elas podem ter
caracteristicas bicontinuas ou até mesmo de outras estruturas.

No experimento foi possivel analisar que a propor¢do 7:3:1 tornou-se nitidamente
uma microemulsdo, e ja apresentou transparéncia adequada as condicdes de caracterizacdo do
sistema.

3.3 Teste da estabilidade da ME quanto a incidéncia da luz ultravioleta e diferentes temperaturas

A anélise da estabilidade foi realizada seis vezes num intervalo de 6 dias. Ou seja,
a cada seis dias as amostras eram injetadas no HPLC-PDA e submetidas novamente a incidéncia
de luz negra e temperaturas de 60°C e 30°C, com a finalidade de obter o nivel de degradacéo e
resisténcia das mesmas.

O método desenvolvido por Gaonkar et al., (2016) utilizando cromatografia liquida
de alta eficiéncia de fase reversa na presenca de acetonitrila grau HPLC e agua (70:30) a 1
mL/min, foi considerada uma condicéo eficiente ao analisar o Neral e Gerenial, mostrando uma
boa separacao e a pureza dos picos.

Tabela 3: Resultados do estudo de estabilidade dos ismeros (Neral, ME Neral, Geranial e ME
Geranial) da Pectis brevipedunculata.

Temperatura Tempo Neral ME Geranial ME
(oC) (dia) (%) Neral (%) (%) Geranial (%)
0 40,094+0,758 39,880+0,716  59,906+0,758  60,120+0,716
6 48,035+0,026  54,081+0,437  51,965+0,026  45,919+0,437
12 4, 48,910+0,014  51,601+2,499  51,090+0,014  48,399+2,499
18 50,170+1,321 51,215+1,759  49,830+1,321  48,785%1,759
24 51,280+0,045 52,639+1,863  48,720+0,045  47,361+1,863
30 50,101+0,152 53,625+0,888  49,899+0,152  46,375+0,888
0 39,666+0,770  40,207+0,508  60,334+0,770  59,793+0,508
6 39,813+0,070  41,577+0,458  60,187+0,070  58,423+0,458
12 ¢ 36,997+0,104  39,91440,296  63,003+0,104  60,086+0,296
18 37,861+1,030  41,681+1,304  62,139+1,030  58,319+1,304
24 37,745+0,061  43,343+1,018  62,255+0,061  56,657+1,018
30 36,567+0,226  36,56710,226  63,433+0,226  63,43310,226
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De acordo com os resultados observados, tabela 3, verifica-se que os marcadores
encontrados foram o Geranial (isbmero trans) e o Neral (isbmero cis), considerados assim,
majoritarios.

Observa-se que, através do comportamento na tabela, as microemulsdes protegeram
0s compostos volateis do Gleo essencial, pois visualiza-se um aumento das areas de pico,
funcionando assim como veiculo encapsulador e protetor das caracteristicas do mesmo.

3.4 Caracterizacao por condutividade elétrica

A condutividade elétrica é analisar estruturalmente analise estrutural de uma ME
em diferenciar as microemulsdes do tipo goticula bicontinua e do tipo solu¢éo, se o sistema
microemulsionado € tipo O/W ou W/O, onde o microeumulsdo O/W (tipo goticula) possui
condutividade mais baixa, enquanto W/O, registra alta condutividade (tipo bicontinuas)
(NAOUI etal., 2011). Assim, valores de 0,05 até 0,29 uS/cm sdo valores aceitam na literatura
e estabelecidos para caracterizar uma microemulsdo do tipo O/W (DAS et al., 2012). No
entanto é importante destacar, que em um sistema pressuposto, como € no caso deste estudo
que, somente a medida da condutividade ndo garante a certeza da estrutura das MEs. A

Tabela 4 demonstra o valor de condutividade obtido durante a analise.

Tabela 4: Condutividade do sistema 7:3:1(0leo:surfactante:agua) microemulsionado

encontrado no diagrama ternario de fases.

Proporcao Condutividade (uS/cm)
7:3:1 0,06

O valor de condutividade mostrado na proporcao 7:3:1 foi de 0,06 uS/cm, dentro
da faixa para microemulsao, sugerindo caracteristica de difusdo em sistema aquoso. No
entanto, reforca-se que esta caracteristica € apenas uma hipotese, sendo necessarios estudos
com equipamento SAXS (espalhamento de raios-X a baixo angulo), para confirmacdo da
veracidade da estrutura das MEs, permitindo assim, o acompanhamento das mudancas
morfoldgicas e estruturais em escala nanométrica, 0 que pode ser correlacionadas as
transicdes de fase do sistema, em funcdo de tamanho das particulas, forma, distribuicéo,
razdo entre a area e 0 volume (BRAS et al., 1995; RYAN, 1993).

3.5 Anova para os grupos (Neral, ME Neral, Geranial e ME Geranial)
A representacdo estatistica na Tabela 5 demonstra se ha diferenca entre distribuicao de

uma medida entre trés ou mais grupos. A variacdo dos dados em dois componentes, ou entre grupos
que representa a variagdo entre os quatro grupos existentes (Neral, ME Neral, Geranial e ME
Geranial) e o intra grupos, que expressa a relacdo da variacdo da temperatura e dias dentro de um

mesmo grupo.
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Tabela 5: Tabela ANOVA para os grupos (Neral, ME Neral, Geranial e ME Geranial).

Fonte Somados  Graude Quadradomédio FatorF Valor-P
quadrados liberdade
entre grupos  4,091x10% 3 1,363x10" 5,00 0,0025
intra grupos _ 3,822x10% 140 2,730x10%
Total 4,231x10°° 143

Nos resultados estatisticos, observa-se que o Fator F, foi de 4,9953, muito proximo de
5,00 e o valor-P do teste-F foi de 0,0025, ou seja, inferior a 0,05. Isto demonstra que ndo ha hipotese
nula, e nem todas as médias da populacdo sdo iguais. Assim, hd uma diferenca estaticamente
significativa entre as médias entre grupos, ao comparar a variagao entre 0s quatro grupos de isbmeros
existentes (Neral, ME Neral, Geranial e ME Geranial) com nivel de confianca de 95,0%. Segundo
Sodeifian, Sajadian e Ardestani (2017), os menores valores de p associados demonstram que 0s
coeficientes correspondentes sdo mais significativos e também demonstram que o melhor ajuste do
modelo desenvolvido. Enquanto valores de quadrado médio apresentam o0 grau de precisdo e
confiabilidade dos experimentos

3.6 Método da diferenca minima significativa de Fisher (LSD)

A diferenca minima significativa de Fisher (LSD), no qual consiste em um risco de 5,0%
para cada par de médias é significativamente diferente, quando a diferenca real € igual a 0. As tabelas
6 e 7 representam as médias pelo método de mdltiplas faixas, respectivamente.

Tabela 6: Médias obtidas pelo método de multiplas faixas LSD- Fisher (0=95%).

Amostras Dados Média Grupos homogéneos
Neral 36 3,889x10° X

ME Neral 36 3,911x10° X

Geranial 36 4,813x10° X
ME G 36 5,085x10° X

Tabela 7: Comparativo das diferengas das médias de significancia entre os pares analisados.

Comparativo Sig. Diferenca +/- Limites
Neral — ME Neral -2,201x107 7,7x108
Neral — ME Geranial *-1,195x10° 7,7x108
Neral — ME Geranial * -9,234x108 7,7x108
ME Neral — Geranial *  -1,173x10° 7,7x108
ME Neral — ME Greranial * -9,014x108 7,7x108
Geranial — ME Geranial -2,720x108 7,7x108

* Indica que h& diferenca significativa entre 0s grupos.
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Na tabela 7, esta repreentado a maior média relacionada a ME, logo se referente ao
Geranial que permaneceu com mais presente em relacdo ao Neral, além disso, o Geranial também
teve maior média em comparagdo ao Neral.

Na comparacao da significancia das médias, observa-se na Tabela 7 que, para os pares
com asterisco ha uma diferenca significativa entre as médias, com um nivel de confianca de 95,0%.
O Geranial e Neral. Isso acontece devido as concentragdes, caracteristicas e até mesmo, a presenca,
de cada composto sdo distintas umas das outras (CARNEIRO et al. 2013). Ressalta-se, que ha
influéncias como, tamanho de particulas, e a concentragdo de um determinado composto na
formulagdo, por exemplo, na qual o didmetro médio das microemulsbes estdo relacionados ao
didametro médio da goticula das emulsdes de entrada, ou seja, microcapsulas com tamanho de
particula maior, foram obtidas a partir de emulsdes com tamanho de gota e viscosidade maior. Assim
sendo, as modificacdes e a interacfes desses componentes, geram afinidades e quantidades diferentes
dos mesmos em cada amostra, tanto de OE ou microemulsionada.

Neste sentido, os resultados obtidos nos mostram que ndo ha diferencas significativas
entre OE e a ME, o que significa que ocorreu o esperado quanto a estabilidade dos mesmos.
3.7 Modelagem utilizando o método “Stepwise Fit Regression”

A modelagem utilizando o método “stepwise fit regression” (Figura 8) em que sdo
mostrados os parametros dos modelos de ajustes, como, valores dos coeficientes calculados, o
valor-P, além do coeficiente de determinacédo adjacente (R2adj) e do erro relativo médio (MRE).

Tabela 8: Parametros estimados para os modelos dos isdmeros obtidos utilizando o0 método
“stepwise fit regression”

Isbmeros Coeficiente Valor do coeficiente  p< 0,05 R2asj MRE (%)
Intercepto 40,463
t 1,451 4,365x101°
Neral t2 -3,333x1072 5,420x10 0,968 1,868
txT? -4,682x10* 5,637x101®
2xT? 1,035x10° 1,175x10°
Intercepto 50,985
ME Neral t 0,632 5,804x10 0,891 4,671
T -0,208 2,168x10°
txT? -3,745x10% 3,886x10°
Intercepto 59,537
t -1,451 4,365x1071°
Geranial t2 3,333x107 5,420x10t 0,968 1,406
txT2 4,682x10* 5,637x107
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t2xT? -1,035%x10° 1,175x10°
Intercepto 49,015
ME Geranial t -0,632 5,804x10 0,891 3,981
T 0,208 2,168x10°
txT? 3,745x10* 3,886x10°

De acordo com Sodeifian et al. (2017), a qualidade do ajuste do modelo de regresséo
pode ser avaliada pelo valor estimado do coeficiente de determinacdo adjacente. Dessa forma, para
verificar o grau de ajuste dos modelos dos isomeros, consideraram-se as magnitudes de determinagéo
(R2adj) e do erro médio relativo (MRE), quanto menores forem seus valores, melhores sdo 0s
resultados dos ajustes dos isdmeros aos dados obtidos. O R2adj determina a eficiéncia dos isdmeros
propostos frente a variagdo dos dados. Ja o parametro estatistico MRE é um critério que avalia a
precisio das estimativas, que neste caso, relaciona- se a estabilidade dos compostos (VILLAVELEZ,
et al, 2012).

Os valores demonstrados na tabela 9, o erro médio relativo (MRE) foram inferiores a
10%, o que demonstra um melhor ajuste para a degradacdo de compostos bioativos, representando
com maior precisdo a eficacia da estabilidade e do encapsulamento dos mesmos. No entanto,
verifica-se que para os isbmeros Geranial e Neral, obteve-se um maior coeficiente de determinacéo
(0,968), sendo mais proximo de 1, e menores erros percentuais (0,01406 %; 0,01868 %),
respectivamente, quando comparados aos isémeros microemulsionados, com coeficiente de
determinacéo (0,891), e erros percentuais (0,03981 %; 0,04671 %), respectivamente. Sendo assim,
destaca-se que o melhor ajuste para descrever com maior precisdo os diagramas residuais e de
frequéncia obtidos, foram os modelos de isdbmeros Geranial e Neral, sendo o primeiro ainda mais
eficiente. Esses valores sdo importantes para indicar as condicdes de estabilidade e degradacgéo do
material analisado.

Para o valor-P, ao analisar o nivel de significancia (p< 0,05), Tabela 9, todos os modelos
de isbmeros possuem valor abaixo do nivel de significancia. Os menores valores de p foram aos
modelos Geranial e Neral, que ha diferencas significativas entre si, devido a concentracdes e outras
caracteristicas dos compostos, inclusive da sua predominancia na formulacdo, variacdes de
temperaturas e dias expostos.

Na Figura 3, encontram-se os diagramas de residuais e frequéncia entre valores

experimentais e calculados (Neral, ME Neral, Geranial e ME Geranial).
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Figura 2: Diagrama de residuais e frequéncia entre valores experimentais e calculados pelo
método “stepwise fit regression” (a) Neral, (b), ME Neral, (c¢) Geranial e (d) ME Geranial.
Observa-se que ao comparar os valores tedricos com 0s experimentais, ocorre uma
tendéncia na qual os valores experimentais comportaram-se semelhantemente aos tedricos,
sobretudo aos modelos Neral (a) e Geranial (c). Isto indica que ocorreu uma boa precisdo e exatidao
nos resultados obtidos. A mesma tendéncia foi descrita por Maran et al. (2015), no qual os pontos de
dados do grafico estavam razoavelmente préximos da linha reta demonstrando uma concordancia
adequada entre os dados reais e 0s dados obtidos a partir dos modelos empiricos desenvolvidos.
Dessa forma, pode-se confirmar que os dados sdo normalmente distribuidos e dentro dos limites

aceitos.
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A anélise dos residuos consiste na diferenca entre o valor tedrico e o experimental, e
pode ser considerada eficiente quando os valores se encontram préximos ao zero. Ao verificar que
houve um bom ajuste para todos os modelos, especialmente para Neral (a) e Geranial (c), que
apresentaram, residuos concentrados entre 1 e -1 e presenca de poucos residuos extremos abaixo e
acima do intervalo encontrado. Os residuos ficaram distribuidos aleatoriamente em torno de zero,
indicando o comportamento esperado para a distribuicdo de erros. Um modelo é considerado
aleatério se os valores residuais se encontrarem préximos a faixa horizontal em torno de zero e ndo
formarem figuras definidas, ndo indicando tendenciosidade dos resultados. Se apresentar distribuicéo
tendenciosa, 0 modelo é considerado inadequado para representar o fendmeno em questdo (GONELL,
2011).

Em relacédo a frequéncia, que indica a quantidade de vezes que ocorreu determinado valor
de residuo, observa-se que a média central de cada amostra esteve em torno de zero e os modelos
Neral (a) e Geranial (b), com distribuigdo central, apresentando o maior ponto do grafico na coluna
que esta em zero, conclui-se que as amostras tiveram residuo zero, significando que houve correlacéo
entre os valores experimentais e tedricos. Evidéncias estatisticas deixam claro que as MEs
preservaram os principios ativos do OE da Pectis brevipedunculata, tornando-os estaveis.

Na figura 4, os valores dos isomeros obtidos pelo método “stepwise fit regression” em
funcdo da temperatura e do tempo, representado pelo grafico de dispersdo 3D, utilizado para explorar
as relacdes potenciais entre trés variaveis nos eixos X, y e z. Esta Gltima € considerada a variavel de

reposta.
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Figura 4: Simulacdo dos isomeros (a) Neral, (b), ME Neral, (c) Geranial e (d) ME Geranial pelo
método “stepwise fit regression” em fun¢do da temperatura e tempo.
No geral nas representacdes identificou bom ajuste dos modelos. Além disso, as mesmas

exibiram o comportamento encontrado na Tabela 3 e Figura 2, onde a porcentagem do componente
Neral aumenta na temperatura de 30°C e diminui com o uso de 60°C. Ja o Geranial tem sua
porcentagem aumentada na temperatura de 60°C e diminui em 30°C. Isto se explica pelo
comportamento de interconversao dos isdmeros, devido a influéncia da temperatura, que é um fator
muito importante no comportamento dos OEs. Esta mesma caracteristica se repete nos componentes
microemulsionados. Ranitha et al. (2014) demonstra em seus estudos que composi¢des de OE podem
ser qualitativamente semelhantes, no entanto apresentam-se quantitativamente diferentes. 1sso é
causado pela presenca de compostos que sofreram processo de oxidacéo, hidrolise ou outras reaces
quimicas que podem sofrer no processo de extragdo, onde sdo submetidos a temperaturas e periodos
de anélises diferentes. Segundo Liu et al. (2018) as diferencas de extracdo produzem quantidades
distintas de componentes principais e resultardo em aumentos de temperatura durante o processo de
extracdo que causa mudancas na composi¢édo de 0leos essenciais.

3.8 Atividade carrapaticida de microcapsulas contendo OE de P. brevipedunculata
No presente estudo, o processo de microencapsulacéo, alem de apresentar eficacia

na retencdo dos principais constituintes volateis do OE desta espécie, também apresentou

eficacia na manutencdo de seu potencial antiparasitario, tabela 9.

Tabela 9: Comparacéo entre a atividade carrapaticida do 6leo essencial de P. brevipenduculata livre e
microencapsulado contra R. microplus.

Oleo essencial livre Oleo essencial microencapsulado
(20%) (20%)
% mortalidade 22,56 76

De acordo com a tabela 9, é possivel avaliar o potencial do 6leo essencial incorporado a
em relacdo ao 6leo puro. Uma vez que o 6leo essencial incorporado a microemulsdo, terd um controle
maior na liberacdo dos compostos quando aplicado ao bioensaio e permitindo com que a acdo dos

compostos permaneca por mais tempo.
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4 CONCLUSAO

A retencdo dos principais constituintes volateis e a manutengdo do potencial
antiparasitatio do OE de P. brevipendulata ap6s microencapsulacdo, evidenciam a
viabilidade técnica do processo. Por outro lado, sabendo que as propriedades das
microcéapsulas (tamanho e morfologia da superficie, rendimento percentual, eficiéncia de
encapsulacdo, comportamentos de libertacdo e potencial bioativo) dependem diretamente

das variaveis do processo, futuros estudos devem ser conduzidos, visando sua otimizag&o.
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570 Resumo: FORMULACAO FARMACEUTICA ECTOPARASITICIDA A BASE DO
OLEO ESSENCIAL DE PECTIS BREVIPEDUNCULATA E USO A presente invengio
descreve o0 uso do 0leo essencial do género Pectis, em especial, Pectis brevipenduculata,
conhecida popularmente como cha de moca e alecrim bravo, como constituinte Unico ou
em uma composicdo farmacéutica ectoparasiticida, para o controle de carrapatos. Oleo
essencial foi microencapsulado em um sistema de microemulsdo a fim de conservar seus
principios ativos e aumentar a eficiéncia carrapaticida. Tais composi¢Oes apresentam
atividade ectoparasiticida comprovada a partir de resultados obtidos de ensaios biolégicos,
podendo ser utilizadas no combate, controle e repeléncia de ectoparasitos, principalmente

carrapatos, seja por aplicacdes em vertebrados terrestres ou ambientes peridomociliares.
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4. CONCLUSOES FINAIS

A espécie Pectis brevipedunculata demonstrou estabilidade tanto no rendimento
quanto na produgdo qualitativa e quantitativo de compostos na avaliacdo sazonal e ciclo
circadiano. O que nos mostra que a espécie além de manter a produg@o constante de metabolitos
ao longo dos periodos estudados, pode ser uma espécie de facil cultivo. O 6leo essencial de P,
brevipedunculata, é constituido em sua maior parte por monoterpenos oxigenados, o que podera
facilitar sua incorporacdo na microemulsdo e solubilidade. O O.E. de P. brevipedunculata,
apresentou-se como um potente bioprodutos para o controle de Rhipicephalus microplus e
Haemonchus contortus. Além disso, apresentou excelente seletividade para organismos nao-
alvo. Estudos mais detalhados sobre formulacdo, deveram ser realizados para caracterizagao

quimica e comprovacao da eficacia e seguranga.
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