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RESUMO

O mosquito da espécie Aedes aegypti € o causador da transmisséo de doencas como
a dengue, febre amarela, chikungunya e zika. Provoca uma elevada taxa de
mortalidade no mundo, principalmente em paises tropicais, sendo um problema de
saude publica. Atualmente, existe um interesse crescente na busca por substancias
de origem natural para o controle de vetores. Os 0Oleos essenciais de plantas, por
exemplo, permitem diminuir os efeitos toxicos no meio ambiente e a resisténcia que
alguns insetos apresentam frente a produtos sintéticos. No entanto, os 6leos séo
pouco sollveis em 4gua e as nanoemulsdes sdo alternativas viaveis, ja que sao
capazes de se dispersarem em meio aquoso. Este estudo teve como objetivo avaliar
a atividade larvicida da nanoemulsdo do O6leo essencial de Philodendron
fragrantissimum (Hook.) G.Don sobre A. aegypti. O material vegetal foi identificado e
a exsicata depositada no herbario amapaense (HAMAB). A extracdo do 6leo da raiz
de P. fragrantissimum foi feita por meio da técnica de hidrodestilacdo em aparato do
tipo Clevenger. A identificagcdo das substancias presentes no dleo essencial foi feita
por cromatografia gasosa acoplada a espectrbmetro de massa CG/EM. As
nanoemulsdes foram preparadas por um método de baixo aporte de energia. A massa
final foi de 4 g e eram compostas por 2,5% (p/p) de Oleo essencial de P.
fragrantissimum; 2,5% (p/p) de tensoativo (s) e 95%(p/p) de agua. Para realizar o teste
larvicida, foram diluidas a 3,125ppm; 12,5ppm; 25ppm; 50ppm; 100ppm; e 150ppm.
As larvas de A. aegypti (cepa Rockfeller) utilizadas nos experimentos foram oriundas
do Insetario do Laboratorio de Arthropoda da Universidade Federal do Amapa. Os
bioensaios da atividade larvicida seguiram o protocolo padrdo preconizado pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), realizados em quintuplicata com 10 larvas em
cada repeticdo e a mortalidade foi verificada apds 24 e 48 horas de exposicdo. A
atividade anticolinesterasica foi realizada de acordo com o método descrito por Eliman
e colaboradores (1961). O 6leo essencial de P. fragrantissimum permitiu identificar 27
constituintes e as substancias majoritarias foram o 3-Bisaboleno (40,44%), a-Pineno
(23,69%), B-Pineno (7,20%), a-Bisabolene (6,59%) e pB-Farnesene (5,29%). A
nanoemulsdo do 6leo essencial de P. fragrantissimum apresentou baixo tamanho
médio de goticulas e mostrou um potencial larvicida frente a espécie A. aegypti. Os
valores da concentragdo letal estimados de ClLso e CLoo apdés 24h foram
respectivamente 55,07ppm (42.44 - 75.36ppm) e 86,70ppm (68.73 - 129.87). O bleo
essencial de P. fragrantissimum apresentou moderada atividade de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase com o valor de Clso =251,9 ug/mL. As larvas da espécie estudada
foram suscetiveis a composi¢cdo do 6leo essencial. Tais resultados poderdo ser uteis
na promocdo de pesquisas para o0 controle vetorial de mosquitos baseado em
compostos ativos oriundos de espécies vegetais como uma alternativa aos larvicidas
sintéticos.

Palavras-chaves: Atividade larvicida, Nanoemulsdo, Oleo essencial, Vetores de
doencas.



ABSTRACT

The mosquito of the species Aedes aegypti is the cause of the transmission of diseases
like dengue fever, yellow fever, chikungunya and zika. It causes a high mortality rate
in the world, especially in tropical countries, and it is a public health problem. Currently,
looking for substances that control the vector, is and increasing interest. The essential
oils of plants, for example, reduce the toxic effects on the environment and the
resistance that some insects present against synthetic products. However, the oils are
poorly soluble in water and the nanoemulsions are viable alternatives, since they are
able to disperse in aqueous medium. This study aimed to evaluate the larvicidal activity
of the essential oil nanoemulsion of Philodendron fragrantissimum (Hook.) G.Don on
A. aegypti. The plant material was identified and the exsicata deposited in the
amapaense herbarium (HAMAB). The extraction of the oil from the root of P.
fragrantissimum was done by means of the hydrodistillation technique in Clevenger
apparatus. The identification of the substances that are in the essential oil was made
by gas chromatography coupled to a GC / MS mass spectrometer. The nanoemulsions
were prepared by a low energy input method. The final mass was 4 g and were
composed of 2.5% (w / w) of essential oil of P. fragrantissimum; 2.5% (w / w) surfactant
(s) and 95% (w / w) water. To perform the larvicidal test, they were diluted to 3.125ppm;
12.5ppm; 25ppm; 50ppm; 100ppm; and 150ppm. The larvae of A. aegypti (Rockfeller
strain) used in the experiments were taken from the Institute of Arthropoda Laboratory
of the Federal University of Amapéa. Bioassays of larvicidal activity followed the
standard protocol recommended by the World Health Organization (WHO), performed
in quintuplet with 10 larvae in each repetition, and mortality was verified after 24 and
48 hours of exposure. The anticholinesterase activity was performed according to the
method described by Ellman et al. (1961). The essential oil of P. fragrantissimum
allowed to identify 27 constituents and the major substances were [(-Bisabolene
(40.44%), a-Pinene (23.69%), B-Pinene (7.20%), a-Bisabolene (6.59%) and [-
Farnesene (5.29%). The essential oil nanoemulsion of P. fragrantissimum showed a
low average droplet size and showed a potential larvicide against A. aegypti species.
The estimated lethal concentration values of CL50 and CL90 after 24h were 55.07ppm
(42.44 - 75.36ppm) and 86.70ppm (68.73 - 129.87), respectively. The essential oil of
P. fragrantissimum presented moderates inhibition of the acetylcholinesterase enzyme
with the IC 50 = 251.9 ug / mL. The larvae of the species studied were susceptible to
the composition of the essential oil. Such results may be useful in promoting research
for vector control of mosquitoes based on active compounds from plant species as an
alternative to synthetic larvicides.

Key words: Activity larvicidal, Nanoemulsion, Essential oil, Vectors of diseases.
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1 INTRODUCAO

Produtos naturais obtidos de matérias-primas vegetais, oferecem uma
variedade de moléculas com grande diversidade estrutural e atividades bioldgicas
diversas, como acdes herbicidas, inseticidas, fungicidas e farmacoldgicas. A questéo
ambiental, atualmente, tem sido um dos principais incentivos a busca de novos
pesticidas naturais mais seguros que os sintéticos. De uma forma geral, esses
pesticidas ndo sao persistentes, ou seja, degradam-se com maior velocidade que os
sintéticos. Estas tendéncias tém criado grandes oportunidades para o
desenvolvimento de pesticidas e repelentes naturais nos laboratérios de pesquisa de
universidades e industrias em todo o mundo. Para que sejam comercialmente viaveis,
0os produtos naturais precisam atender a uma série de critérios, dentre eles:
seletividade contra inimigos naturais, baixa toxicidade em organismos nao alvos, baixa
toxicidade ambiental, biodegradabilidade, auséncia de fitotoxicidade, matéria-prima
abundante e baixo custo (FERREIRA et al., 2001).

O Brasil, com a grandeza de seu litoral, de sua flora e, sendo o detentor da
maior floresta equatorial e tropical umida do planeta, ndo pode abdicar de sua vocacao
para os produtos naturais. A Quimica de Produtos Naturais é, dentro da Quimica
brasileira, a area mais antiga e a que, talvez ainda hoje, congregue o maior nimero
de pesquisadores (PINTO et al., 2002). Atualmente é possivel encontrar varias
pesquisas em que o foco principal estd em extrair, isolar, identificar e aplicar os
produtos naturais obtidos, principalmente de fontes vegetais (BUENO et al., 2009).

A pesquisa fitoquimica tem por objetivo conhecer os constituintes quimicos de
espécies vegetais ou avaliar sua presenca. Quando ndo se dispde de estudos
quimicos sobre as espécies de interesse, a analise fitoquimica preliminar pode indicar
0 grupo de metabdlitos secundarios relevantes. Caso o interesse esteja restrito a uma
classe especifica de constituintes ou as substancias responsaveis por uma certa
atividade biologica, a investigacdo devera ser direcionada para o isolamento e a
elucidacéo estrutural da mesma (SIMOES et al., 1999).

Muitos metabolitos secundarios estdo presentes como defesa quimica da
planta contra patdgenos, estresse e outros fatores. Estas substancias variam de
acordo com a classificagéo taxonémica da planta, a sua localizagéo geografica, clima,
composic¢do do solo, entre outras. Esses fatores permitem obter-se uma variedade de

substancias fitoquimicas com diferentes propriedades biologicas e ecoldgicas. Na
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dltima década, registrou-se um aumento expressivo no interesse em substancias
derivadas de espécies vegetais, evidenciado pelo crescimento de publicacdes dessa
linha de pesquisa nas principais revistas cientificas das areas de quimica e
farmacologia (CALIXTO, 2000).

Atualmente, o estudo fitoquimico e o uso da nanotecnologia sdo importantes
na procura de novas substancias ativas para fins terapéuticos e no controle de vetores
de doencas. Os mosquitos sdo um dos grupos de insetos de maior importancia meédica
e veterindaria, pois atuam como vetores de patdgenos. Dentro da entomologia médica,
0s mosquitos da familia Culicidae sdo os que mais tém atraido a atencdo da saude
publica e, em alguns casos, levando ao desenvolvimento de epidemias de dificil
controle. A espécie de mosquito A. aegypti, por exemplo, desempenha importante
papel na transmissao de doencas como febre amarela, dengue, chikungunya e virus
de zika, provocando uma elevada taxa de mortalidade. No entanto, o uso
indiscriminado de larvicidas e inseticidas quimicos no combate a mosquitos tem
provocado danos a saude do homem e ao meio ambiente, além de promover a sele¢éo
de resisténcia aos inseticidas comerciais (SANTIAGO et al., 2005). Em funcéo de
intervencdes com inseticidas sintéticos no Brasil, o mosquito A. aegypti adquiriu
resisténcia em alguns Estados, dentre eles Rio de Janeiro, Sergipe e Alagoas (BRAGA
et al., 2004).

Sendo assim, os produtos de origem vegetal sdo uma alternativa viavel para
serem usados como larvicidas. Os Oleos essenciais, porém, possuem baixa
solubilidade em agua, dificultando o processo para ser usado como larvicida. Portanto,
as nanoemulsdes do tipo 6leo em agua seriam um caminho para o uso de produtos
oleosos em agua, uma vez que sdo sistemas dispersos em meio aquoso, além de
causarem menos efeitos toxicos ao meio ambiente.

Portanto, este trabalho teve a finalidade de procurar uma alternativa natural
para controle das larvas da espécie A. aegypti. Surge como um questionamento
norteador desse estudo: A nanoemulséo de oleo essencial de P. fragrantissimum
possuem compostos quimicos naturais com atividades larvicida sobre A. aegypti?
Como hipétese alternativa, a nanoemulsédo do 6leo essencial de P. fragrantissimum
apresentam atividades larvicida contra A. aegypti. Na hipétese de nulidade, a
nanoemulsédo do Oleo essencial P. fragrantissimum n&ao apresentam atividade larvicida

na espécie A. aegypti.
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Apesar de P. fragrantissimum ser uma espécie nativa do Brasil, presente na
regido Amazonica e na Mata Atlantica, poucos estudos foram encontrados em
levantamento bibliografico sobre acfes biologicas desta espécie de planta. Diante
disso, espera-se que esta pesquisa seja uma referéncia para incentivar outros estudos
que suportam o impacto positivo na salde humana, no controle de vetores das

doencas, e no uso de produtos naturais que sejam néo prejudiciais ao meio ambiente.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DIVERSIDADE DE PLANTAS

Assume-se hoje que a maior parte dos produtos farmacéuticos foi desenvolvida
a partir dos produtos naturais. A despeito deste fato, estima-se que diante da grande
diversidade de espécies de plantas no mundo, apenas 15% delas tenham sido
submetidas a algum estudo cientifico para avaliar suas potencialidades na preparacéo
de novos produtos. Estima-se também, que 70% das plantas existentes no planeta
ocorrem em apenas 11 paises: Australia, Brasil, China, Coldmbia Equador, india,
Indonésia, Madagascar, México, Peru e Republica Democratica do Congo
(NOGUEIRA et al.,, 2010). As florestas tropicais concentram mais de 50% das
espécies de plantas do mundo, mas a Floresta Amazonica ndo € a Unica regido de
vasta biodiversidade na América do Sul. A Mata Atlantica e o Cerrado séo também
considerados hotspots de biodiversidade, ou seja, estéo incluidos entre os mais ricos
e mais ameacados reservatorios de vida animal e vegetal no planeta
(CONSERVATION INTERNATIONAL, 2010).

O Brasil € o0 pais que detém a maior parcela da biodiversidade (em torno de 15
a 20% do total mundial) com destaque para as plantas superiores, nas quais detém
aproximadamente 24% da biodiversidade (BRASIL, 2006a). A inclusdo brasileira
decorre do fato do que o pais possui a maior diversidade genética vegetal do mundo,
com cerca de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 e
550.000 espécies e, também, por possuir ampla tradicdo do uso das plantas
medicinais, vinculada ao conhecimento popular, transmitido oralmente por geracées
(BRASIL, 2006b). Entretanto, apesar da AmazlOnia ser a regiao de maior
biodiversidade do planeta, apenas uma fracdo dessa biodiversidade é conhecida.
Portanto, além da necessidade de mais inventarios biolégicos, um consideravel
esforco de amostragem também é necessério para se identificar os padrdes e 0s
processos ecoldgicos e biogeogréaficos (SILVA; OLIVEIRA; LIMA, 2015).

Entre os elementos que compdem a biodiversidade, as plantas sdo a matéria-
prima para a fabricacdo de fitoterapicos e outros medicamentos. Além de serem
utilizadas como matéria-prima para a fabricacdo de medicamentos, as plantas séo
também utilizadas em praticas populares e tradicionais como remédios caseiros e

comunitarios, processo conhecido como medicina tradicional. Neste sentido,
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compreende-se que o Brasil, com seu amplo patrimdénio genético e sua diversidade
cultural, tem em mé&os a oportunidade para estabelecer um modelo de
desenvolvimento préprio e soberano na area da saude e uso de plantas medicinais e
fitoterapicos, que prime pelo uso sustentavel dos componentes da biodiversidade e

respeite os principios éticos e compromissos internacionais (BRASIL, 2006a).

2.2 FAMILIA ARACEAE

Araceae é uma familia de monocotiledéneas herbaceas com 125 géneros e
cerca de 3750 espécies (IAS, 2016), amplamente distribuidas (Figura 1)
especialmente nas regibes tropicais e subtropicais, bem como nas regides
temperadas do hemisfério norte (ACOSTA, PATZCUARO, 2003).

Figura 1 - Distribuicdo Geogréfica de Araceae

Fonte: GBIF (2018)

No Brasil, a familia Araceae encontram-se distribuidas em todo territorio
nacional, sendo representadas por 36 géneros e aproximadamente 485 espécies com
ocorréncia de norte ao sul do Brasil: No norte: Acre, Amazonas, Amapa, Para,
Rondbnia, Roraima, Tocantins; nonordeste: Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhao,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe; no Centro-oeste: Distrito
Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso; e no Sul: Parana, Rio Grande do
Sul, Santa Catarina (COELHO et al., 2016). No Brasil, principalmente na area do
bioma Cerrado, ainda é subestimada em nimero de espécies, ja que poucos estudos
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existem para colaborar com informacdes técnicas que permitam melhor conhecer esta
familia (SENA; RIBEIRO, 20086).

As espécies da familia Araceae sdo pouco frequentes em regides frias,
desenvolvendo-se melhor em temperaturas entre 16 e 30°C, a excecdo da
Zantedeschia aethiopica (ex. género Calla), que resiste a temperaturas inferiores a
0°C. Elas apresentam-se em variadas formas: ervas, trepadeiras, geofitas (caule
tuberoso e subterraneo), epifitas (sobre plantas), rupicolas (sobre rochas), redfitas
(plantas resistentes a correntes aquaticas) e helofitas (plantas que crescem ao longo
ou as margens de rios). Muitas sdo cultivadas, sobretudo, para propositos
ornamentais (DOS SANTOS, 2011).

Na medicina popular sédo descritas diversas aplicacdes para o uso de algumas
espécies, tais como contraceptivo, no tratamento de doencas reumaticas e da pele,
contra vermes intestinais, mordidas de cobra e hemorroidas. Apesar disto, algumas
subfamilias sé@o citadas como responsaveis por acidentes toxicos, inclusive letais.

A toxicidade € uma das principais caracteristicas da familia Araceae, apesar de
gue os constituintes quimicos responsaveis pelos efeitos toxicos ainda sdo, em sua
maior parte, desconhecidos (DOS SANTOS, 2011; CORREA et al., 2005; SNITF,
2016).

De acordo com APG IV (2016), a classificacdo taxonbmica de Araceae € a
seguinte:

* Divisao: Magnoliophyta

* Classe: Liliopsida

* Ordem: Alismatales

* Familia: Araceae

Dentre 0os géneros com maior numero de espécies se destacam Anthurium e

Philodendron, com muitos representantes nativos do Brasil (OTTOBELLI et al., 2011).

2.3 GENERO Philodendron Schott

O género neotropical Philodendron Schott € um dos mais importantes da familia
Araceae, sendo o segundo maior depois de Anthurium Schott. Possui cerca de 500
espécies e € utilizado na floricultura, como planta ornamental devido a beleza de sua
folnagem. E principalmente um grupo de floresta tropical, mas podendo ocorrer em

outros habitats. incluindo brejos, afloramentos rochosos e até regibes semiaridas
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(COELHO; MAYO 1998). O género Philodendron Schott é constituido pelos
subgéneros Meconostigma Schott, Philodendron Schotte Pteromischum Saiil, e cada
subgénero possui seu padrdo morfologico, anatdmico e distribuicdo geografica
(DOLABELA et al., 2015).

A riqueza de espécies de Philodendron é especialmente significativa na
Ameérica Latina (Figura 2), especialmente no Brasil, onde 168 espécies foram descritas
até o momento, sendo distribuidas no Norte (Acre, Amazonas, Amapa, Para,
Rondbnia, Roraima) Nordeste (Alagoas, Bahia, Pernambuco, Sergipe) e Sudeste
(Espirito Santo) (Figura 1) (COELHO et al., 2016). Em um estudo realizado por Neto
et al. (2009), visando as angiospermas epifitas de trés areas de altitude no sudeste
de Minas Gerais, Philodendron se encontrava entre 0s cinco géneros mais diversos.
Irume et al., (2013) descreveu os 15 géneros de epifitas mais diversos registrados no
bosque de terra firme da bacia de Urucu, centro da Amazobnia, Brasil, sendo

Philodendron um dos mais diversos e abundantes.

Figura 2 - Distribuicdo Geogréfica de Philodendron.

Fonte: GBIF (2018)

Existem registros na literatura relatando que espécies do género Philodendron
apresentam constituintes quimicos ativos contra Trypanossoma cruzi e Trichomonas
vaginalis, dentre as quais se destaca P. bipinnatifidum Schott (MUELAS et al., 2000).
Frausin et al., (2015) relataram que os géneros neotropicais Philodendrom schotte
Anthurium Schott foram os melhores representados, e mais Uteis para o tratamento
da malaria, febres, problemas hepaticos e dores de cabeca. Além disso, ao género

Philodendron se atribuem muitas propriedades na medicina popular (Quadro 1).
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Quadro 1 -Aplicacfes na medicina popular para algumas espécies de Philodendron

Espécie Parte da Uso
Planta

. acutatum Planta Aplica o exsudado as feridas causadas por

inteira larvas de mosca e flechas envenenadas.

. brevipathum Caule Usado para tratar a mordida de escorpiéo.

. deflexum Raiz Usado para mordidas de formiga.

Raizes E usado contra as picadas de insetos e

adventicias | mordidas de cobra.

Peciolo Usado para aliviar dores de dente e preparados
para aliviar a coceira do corpo.

. goeldi Tallo A agua é gotejada em feridas causadas por
flechas envenenadas.

. grandifolium Raiz aérea | Um segmento € cozido em agua e usado para
inflamacdes da boca.

. hylaeae Raiz Ralado e colocado em ferida mordida de verme
Oestridae para matar a larva.

Folha Um pedaco de folha é colocado na cavidade
dentaria para aliviar a dor de dente.

. linnaei Planta Decoccao para curar farpas e como lavagem

inteira para malaria e falta de ar.

Exsudado Usado para fungos de pele.

Raiz Quebrada e esfregada em ferida causada pelo
verme de mosca.

Folha Usado para tratar o inchaco no noroeste da
Guiana.

. pedatum Planta Para tratar a mordida de cobra e a seiva é

inteira gotejada em um pedaco de algoddo que é
colocado para aliviar a dor de dente.
Folha: usado para dor nas costas no noroeste
da Guiana.

. riedelianum Folha Espremer as folhas para a seiva, que € uma
revulsiva (contra-irritante) usada em inchaco.

. rudgeanum Folha Espremer as folhas para a seiva, que € uma
revulsiva (contra-irritante) usada em inchaco.
Beber uma infusdo de folhas trituradas para
expulsar os vermes estomacais (provavelmente
ascaris).

. scandens Folha Séo fervidas e a decoccado derramada sobre
feridas causadas pelo verme mosca. Usado
para tratar a mordida de munuri formiga
(Pariponera clavata), mordida de cobra, dor de
olhos, feridas e cortes.

. solimoesense Folha Séo fervidas e a decocgcao derramada sobre

feridas causadas pelo verme botou o mosca.

Continua..
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Quadro 1 -Aplicacfes na medicina popular para algumas espécies de Philodendron

Espécie Parte da Uso
Planta
P. tessmannii Planta Decocgédo como tratamento para gonorréia.
inteira
Folha Beber uma infusdo de folhas trituradas para
prevenir ou reduzir o vomito.
P. spp. Raiz aérea | A infusdo €& bebida para tratar a sifilis,
reumatismo e doencas da pele.
p. fragrantissimum | Usa raiz Afrodisiaco liquido e cha
Caule e | Decoccéo para febrifugas, diurético, emoliente
folha
Folha Para reduzir a dor e a inflamacdo do
reumatismo, aquecido e esfregado em areas
edematosas

Fonte: Adaptado de Defilipps et., al (2004) e Lopez, (2006)

Muitas das espécies que pertencem ao género Philodendron sdo popularmente
conhecidas em diversas partes do Brasil como “imbés”. Morfologicamente podem ser
caracterizadas pela presenca de lamina foliar em geral oval a oval-triangular a
orbicular, raramente oblonga; base cordada ou sagitada, raramente truncada,
cuneada ou arredondada; I6culos do ovario com um a poucos 6évulos e apresentando
placentacéo basal ou sub-basal. (SAKURAGUI, 2008)

2.3.1 Philodendron fragrantissimum (Hook.) G.Don

P. fragrantissimum (Hook.) G.Don (Figura 3) é uma planta epifita de tronco,
trepadeira, catafilos persistentes, em fibras castanhas avermelhadas. Folhas com
peciolo, plana ou amplamente céncava acima. Inflorescéncias, espata com o tubo
vermelho intenso para purpura internamente e externamente, a folha esbranquigada,
espadice. Frutos maduros cor vermelhos (Figura 3). P. fragrantissimum se distribui,
principalmente na América Latina, Belice e Guatemala, Peru, Brasil, Cuba e as
Guianas. Na Costa Rica € conhecida em climas muito umidos de toda a encosta do
Caribe e do declive do Pacifico (Figura 4) (FLORURA, 2013).

Figura 3 — Foto da espécie P. fragrantissimum (Hook.) G.



Fonte: Da Silva (2014).

Figura 4 - Distribuicdo Geogréfica de P. fragrantissimum.

Fonte: Discover (2018)
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No Brasil, P. fragrantissimum é nativa, mas nao € endémica. Esta presente na
regido Amazonica, bem como na Mata Atlantica. Até agora, foi descrita no Norte (Acre,
Amazonas, Amapa, Para, Rondbnia, Roraima) no Nordeste (Alagoas, Bahia,
Pernambuco, Sergip) e no Sudeste (Espirito Santo). Philodendron fragrantissimum é
0 nome aceito para a espécie, mas possui oito sinbnimos: Philodendron accrescens
Simmonds, Philodendron brevilaminatum Schott, Philodendron clementis Griseb,
Philodendron demerarae Gleason, Philodendron latipes K. Koch & Augustin,
Philodendron poeppigii Schott, Caladium fragrantissimum Hook. e Arosma obtusifolia
Raf (FLORA DO BRASIL, 2018).

2.4 METABOLITOS SECUNDARIOS

O conceito de metabolismo secundario em biologia foi descrito por Kossel
(1891), que foi o primeiro autor a definir os metabdlitos secundarios como opostos aos
metabalitos primarios. Os metabdlitos secundarios tém sido sumariamente definidos
como compostos pouco abundantes, com uma frequéncia inferior a 1% do carbono
total, ou pelo fato de sua estocagem ocorrer em 0rgdos ou células especificas
(FUMAGALI et al., 2008). Portanto, os metabdlitos primarios possuem funcgéo
estrutural e de armazenamento de energia, enquanto que os metabdlitos secundarios,
aparentemente, ndo possuem relacdo com crescimento e desenvolvimento da planta
(TAIZ; ZEIGER, 2006).

Os metabdlitos secundarios, geralmente de estrutura complexa e baixo peso
molecular, possuem atividades bioldégicas marcantes e diferentemente dos
metabdlitos primarios. Apresentam-se em baixas concentracdes e em determinados
grupos de plantas (BERG; LUBERT, 2008). Embora os produtos secundarios
possuam uma variedade de fungbes nas plantas, é provavel que a sua importancia
ecoldgica tenha alguma relagdo com potencial efeito medicinal (VIZZOTO; KROLOW,
BRUCH 2010).

Cada familia, género e espécie produz uma categoria quimica caracteristica ou
uma mistura delas e podem ser utilizadas como caracteres taxondémicos na
classificacdo das plantas. A biossintese de metabdlitos secundarios é realizada por
rotas metabdlicas especificas do organismo, ocorrendo estreita relacédo entre essas
rotas e aquelas responsaveis pela sintese de metabdlitos primarios (CASTRO et al.,

2004). A sintese de metabdlitos secundarios € influenciada por diversos fatores:
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sazonalidade; ritmo circadiano e desenvolvimento; temperatura; disponibilidade
hidrica; radiagcdo ultravioleta; nutrientes; altitude; poluicdo atmosférica; inducdo por
estimulos mecanicos ou ataque de patdgenos, alterando a sua quantidade e muitas
vezes, até a natureza dos constituintes ativos presentes no tecido (GOBBO; LOPES,
2007).

Sao inumeros os metabdlitos secundarios que as plantas desenvolveram ao
longo de sua existéncia para garantir a sua sobrevivéncia. Podem ser divididos em
trés grandes grupos: terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados, todos
derivados do metabolismo da glicose, via &cido chiquimico e acetato. Os compostos
terpendides sdo derivados de isoprendides (via mevalonato), sintetizados a partir do
acetil coenzima A. Os compostos fendlicos sdo derivados das rotas do acido
chiguimico e mevaldnico, mas principalmente do primeiro. Do acido chiquimico
derivam o triptofano, fenilalanina, tirosina e acido galico, moléculas base para a
construcéo de cumarinas, ligninas, taninos e flavonoéides. Os compostos nitrogenados
sao sintetizados a partir de lisina, tirosina e triptofano dando origem aos alcal6ides. As
principais funcdes nos vegetais sdo para protecdo contra viroses, bacterioses,
infecgbes fangicas, herbivoria e também atuam para atrair ou repelir outros

organismos e para resistir ao estresse ambiental (TAIZ; ZEIGER, 2006).

2.5 OLEO ESSENCIAL

Oleos essenciais s&o resultantes do metabolismo secundario das plantas,
normalmente formados em células ou grupos de células especializadas, geralmente
encontradas nos caules e folhas (HILI; EVANS e VENESS, 1997). Os 6leos essenciais
sdo extraidos de diversas plantas arométicas que na maioria das vezes estao
localizadas em paises de clima temperado a quente, como nos paises tropicais e na
da regido do Mediterraneo, onde representam uma parte importante da farmacopeia
(BURT, 2004).

O oleo essencial € uma mistura de substéncias volateis, lipofilicas, odoriferas
e liquidas (SIMOES; SPITZER, 2004). Quimicamente podem ser constituidos por
hidrocarbonetos terpénicos, alcodis simples e terpenos, aldeidos, cetonas, fendis,
ésteres, Oxidos, peroxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas e
compostos contendo enxofre, apresentando diferentes concentracbes (TAIZ e

ZEIGER, 2006). Os terpenos e fendlicos, dentre os compostos quimicos citados, 0s
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principais responsaveis pelas aplicagbes medicinais, culinarias e flavorizantes
(DORMAN; DEANS, 2000).

Os Oleos essenciais sdo constituidos por complexas misturas naturais que
podem conter 20-60 compostos em concentracdes bastante diferentes. Porém
existem na maioria das vezes 2 ou 3 componentes em concentracdes mais elevadas
que sdo denominados majoritarios, podendo estar presente em concentracdes de até
70%. As plantas utilizam os 6leos essenciais na natureza para fins de protecéo,
exercendo diversas acfes bioldgicas de acordo com as necessidades do vegetal,
dentre elas, atividade bactericida, antifingica, antiviral, efeitos em herbivoros através
da reducao da palatabilidade, atracao ou repeléncia de insetos (BAKKALI et al., 2008).

2.6 EMULSAO E NANOEMULSOES

Emulsdo e um sistema coloidal termodinamicamente instavel constituido por
duas fases liquidas imisciveis, sendo uma dispersa na outra (HOLMBERG et al.,
2002). As emulsdes, em geral, contém trés componentes: 4gua, 6leo e emulsificantes
(MORRISON; ROSS, 2002), sendo que os ultimos sdo usualmente tensoativos
(TADROS et al., 2004).

As emulsbes simples podem ser classificadas em agua em 6leo (A/O), quando
as goticulas da fase aquosa estédo dispersas numa fase continua oleosa; ou 6leo em
agua (O/A), quando as goticulas da fase oleosa estédo dispersas numa fase continua
aguosa (FORGIARINI et al., 2001) (Figura 5).

Figura - 5. Representacao esquematica mostrando os glébulos das emulsées 6leo /
agua (O/A) e agua/ 6leo (A/O).
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Fonte: Oliveira (2008).
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Os agentes tensoativos, ou emulsificantes, sdo moléculas com caracteristicas
anffilicas que adsorvem na interface entre a fase dispersa e a dispersante, durante o
processo de emulsificacdo e podem prontamente prevenir fendmenos de instabilidade
e, consequentemente, uma possivel separacdo de fases (LOCHHEAD, 1994). Os
tensoativos foram classificados numericamente segundo suas caracteristicas de
hidrofilia e lipofilia, conhecida como escala de Equilibrio Hidrdéfilo Lipdfilo (EHL).
Substancias de EHL muito baixo, ou menor que trés, sdo lipofilicas, apresentado
apenas propriedades antiespumantes. Substancias de EHL entre trés e nove ja
apresentam propriedades emulsificantes dando origem a emulsdes do tipo A/O.
substancias de EHL entre oito e dezesseis jA comecam apresentar caracteristicas
hidrofilicas dando origem a emulsdes do tipo O/A. Substancias de EHL acima de
dezesseis jA apresentam caracteristicas hidrofilicas atuando como solubilizantes)
(PRISTA et., 1991). Esse sistema permite que se conheca a ideal composi¢céo de uma
emulsdo para que ela apresente a estabilidade requerida (GRIFFIN, 1949).

O prefixo “nano” esta relacionado a uma escala de medida em que um
nandmetro representa um bilionésimo do metro ou um milionésimo do milimetro.
Estruturas nessa escala apresentam propriedades funcionais Unicas ndo encontradas
na escala macro (CHAU; WU; YEN, 2007).

As nanoemulsdes sao sistemas constituidos de glébulos de tamanho reduzido,
variando de 20 a 500 mm, podem ter uma aparéncia translicida quando apresentam
granulometria menor que 200nm e de aparéncia leitosa acima de 200nm. As
nanoemulsdes sao cineticamente estaveis, ou seja, estaveis, por um logo periodo de
tempo. O tamanho reduzido dos glébulos dificulta a deformacé&o, diminuindo ainda
mais a instabilidade por coalescéncia (FORGIARINI el al., 2001; FERNANDEZ et al.,
2004; TADROS et al., 2004; CAPEK, 2004)

A obtencdo de nanoemulsbes pode envolver alta ou baixa energia de
emulsificacdo. As técnicas que fazem uso de alta energia recorrem a energia por meio
de alta tensdo de cisalhamento, geralmente por meio de homogeneizadores de alta
pressdo ou geradores de ultrassom (FERNANDEZ et al., 2004). As técnicas de baixa
energia de emulsificacdo, como a temperatura de inversdo de fases, utilizam as
propriedades fisicoquimicas dos sistemas para obter emulsdes com gotas muito
pequenas (TADROS et al., 2004).
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2.7 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE Aedes aegypti (LINNAEUS, 1762)

O A. aegypti é originario da Africa e se espalhou para outros paises através dos
navios negreiros (FIOCRUZ, 2016). Ele apresenta duas fases evolutivas: fase larvaria
ou imatura (fase aquatica) e fase adulta ou alada (fase aérea). O A. aegypti € uma
espécie holometabdlica (metamorfose completa) que passa por quatro estagios
distintos: ovo, larva, pupa e adulto. O estagio de larva acontece em quatro estadios
(1° ao 4°), e 0 estagio de pupa € o ultimo do ciclo aquatico do inseto (REGAZZI, 2003)
(Figura 6).

Figura 6 - Estagios de desenvolvimento do mosquito A. aegypti.
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Fonte: GERIS et al (2015)

O ciclo comeca quando uma fémea adulta deposita seus ovos nas paredes dos
reservatorios com agua limpa e parada onde em cerca de 30 minutos elas se

desenvolvem. Em condicbes favoraveis de umidade e temperatura, o
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desenvolvimento do embrido do mosquito é concluido em 48 horas. Os ovos dos
mosquitos podem permanecer por mais de um ano em locais secos, sendo portanto,
resistentes a dessecacdo. Uma fémea pode dar origem a 1.500 mosquitos durante a
sua vida. Se a fémea estiver infectada pelo virus da dengue quando realizar a postura
de ovos, h4 a possibilidade de as larvas filhas j& nascerem com o virus, no processo
chamado de transmisséo vertical (CONSOLI; LOURENCO, 1998; FUNASA, 2001,
OLIVEIRA, 2015; FIOCRUZ, 2017).

Apos a eclosao dos ovos, emergem as larvas que apresentam quatro estadios
larvais (L1, L2, L3 e L4). As larvas de A. aegypti apresentam um aspecto alongado e
vermiforme, corpo definido em cabeca, térax e abdémen. De aspecto globoso e mais
robusto, a cabeca e o torax tém uma maior quantidade de quitina, ja o abdémen fino,
liso, flexivel e dividido por nove segmentos garante grande mobilidade (ABED et al.,
2007).

As larvas de A. aegypti passam todo o periodo de sua vida se alimentando de
detritos organicos, bactérias, leveduras, vitaminas e sais minerais. O desenvolvimento
completo ocorre entre 5° e 7° dia apds a eclosdo dos ovos, podendo variar também
de acordo com as condi¢cfes de temperatura, densidade populacional e a quantidade
de suplementacéo alimentar presente no ambiente. Enquanto a fase larval passa todo
o periodo da vida se alimentando (NATAL, 2002).

ApoOs o quarto e ultimo estadio larval, ocorre a primeira metamorfose e a
passagem para a fase de pupa. Nesta fase, os individuos ndo mais se alimentam e
utilizam as reservas energéticas, armazenadas durante o estagio larval para a
realizacdo da segunda metamorfose. Ap6s 48 a 72 h da pupa emerge a forma alada
do mosquito (BESERRA et al., 2009).

Na forma de mosquitos adultos, machos e fémeas, buscam por fontes de
carboidratos, adquiridos na alimentacdo de seivas vegetais, essenciais ao seu
metabolismo basico. Aléem disso, as fémeas também necessitam de alimentacao
sanguinea para a producdo de ovos. A maturidade sexual é alcancada
aproximadamente 24 horas apds a passagem para a fase adulta (OLIVEIRA, 2015).

Apesar de A. aegypti consegui manter uma populacéo consideravel durante as
estacdbes menos chuvosas, reproduzindo-se em criadouros semipermanentes e
independentes das chuvas, como caixas de agua, cisternas e tonéis, € na estacao
chuvosa que a abundancia aumenta significativamente (CONSOLI; LOURENCO,
1998).
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A. aegypti ocorre principalmente nos tropicos e subtropicais, com
concentragdes no norte do Brasil e no sudeste da Asia, incluindo toda a india, mas
com relativamente poucas areas de adequacao na Europa (apenas na Espanha e na
Grécia) (Figura 7) (KRAEMER et al., 2015).

Figura 7 - Mapa global da distribuicdo prevista de A. aegyptiO mapa mostra a

probabilidade de ocorréncia (de 0 azul para 1 vermelho).

Fonte: Kraemer et al., 2015

2.8 DOENCAS TRANSMITIDAS POR Aedes aegypti

As arboviroses sao doencas causadas pelos chamados arbovirus, virus que é
essencialmente transmitido por artropodes como 0s mosquitos. Estas doencas
ocupam destaque nos paises tropicais e subtropicais (ALENCAR et al., 2008). A
expressao "virus transmitido por artrépodes" foi introduzida em 1942 para descrever
um grupo de virus que se espalham por artrépodes e transmissiveis biologicamente a
vertebrados hospedeiros. Duas décadas depois, o International Committee on the
Nomenclature of Viruses, oficialmente recomendou o termo arbovirus para se referir
aos virus mantidos através de ciclos envolvendo vetores de artropodes hemat6fagos
e hospedeiro vertebrado. Também é importante saber que a regido amazonica é o
maior reservatorio de arbovirus em tudo o mundo. Até o ano de 2014, 196 de ao

menos 200 tipos de arbovirus encontrados no Brasil foram identificados na Amazonia
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brasileira, onde a maior variedade tem sido isolados, enquanto muitas das cepas virais
nao foram encontrados em nenhum outro local (CASSEB, 2014).

O mosquito A. aegypti tornou-se na atualidade um dos maiores inimigos do
homem por ser vetor de diversas doencas, como a febre amarela, dengue, Zika e a
chikungunya. Estas doencas tornaram-se um grande problema para a saude publica
e podem se apresentar na forma branda, ou na forma mais severa, que levam a
consequéncias gravissimas, como exemplos, a encefalopatia, sindrome de Guillian-
Barré, sindrome de Reye, sindrome cerebelar, paresias, paralisias, neuropatias,
hepatite, nefrite, insuficiéncia renal aguda, trombocitopenia e muitas outras.
Atualmente, existe vacina apenas contra a febre amarela e a Unica forma de prevenir
as demais € controlando a populacdo do mosquito transmissor (FLORENTINO et al.,
2016). A transmissdo do virus ocorre através da picada de uma fémea adulta
infectada, sendo que uma Unica fémea de A. aegypti € capaz de transmitir o virus até
12 vezes ou mais, ao longo de sua vida (MARCAL; SANTOS, 2004).

Epidemiologicamente, até o ano de 2013 a Dengue (DENV) foi consolidada
como a unica doenca arboviral de real preocupacdo em termos de morbidade e
mortalidade desse grupo na América Latina. Foi entdo quando os primeiros casos de
outros arbovirus como Chikungunya (CHIKV) no Caribe e mais tarde Zika (ZIKV) (que
aparentemente entraram no Brasil nesse ano) comecaram a ser registrados (PATINO;
RODRIGUEZ, 2017).

2.8.1 Dengue

A dengue (DENV) é um flavivirus da familia Flaviviridae, dos quais existem
quatro sorotipos distribuidos nas regides tropicais e subtropicais do mundo. Ao nivel
global, a dengue é consolidada como Arbovirosis mais comum, com 40% da
populacdo mundial vivendo em areas suscetiveis a transmisséo do virus (PATINO;
RODRIGUEZ, 2017).

A febre da dengue reapareceu como um grande desafio para a saude publica
no mundo, com 2,5 bilhGes de pessoas em risco de infecgéo, mais de 100 milhdes de
casos e 25 mil mortes relatadas anualmente. Até agora, acreditava-se que as
infec¢des por dengue eram causadas por quatro serotipos antigénicamente distintos,
virus da dengue DENV -1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, cada um gerando uma

resposta imune ao hospedeiro exclusivo infeccdo, estes quatro serotipos sao
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geneticamente similares e compartilham aproximadamente 65% de seus genomas.
No entanto, a quinta e Ultima adicdo aos seroétipos existente do virus da dengue é
DENV-5, foi anunciada em outubro de 2013. DENV-5 como se conhece, foi detectado
durante a deteccdo de amostras virais de um agricultor de 37 anos na Malasia em
2007. Inicialmente, pensou-se que a infec¢cdo no agricultor era um caso comum de
dengue da selva causada pelo DENV-4, mas quando uma sequéncia genética
completa foi feita, observou-se que o virus era filogenéticamente distinto das trés
formas anteriores da selva DENV-4 e tinha alguma semelhanca com DENV-2.3. Como
ndo havia sido relatado nos ultimos 50 anos, nenhum serétipo novo foi inicialmente
acreditado que o novo virus poderia ser uma variante do serétipo da dengue 4. No
entanto, quando os macacos rhesus foram pré-infectados com os outros quatro
serotipos e ja foram se recuperaram da infeccao infectadas com DENV-5, produziram
um conjunto significativamente diferente de anticorpos. Isto indubitavelmente
demonstrou que o novo virus era, de fato, um novo serétipo e ndo uma variante do
DENV-4 (MUSTAFA et al., 2015).

Em 2018, até a Semana epidemioldgica (SE) #3, (31/12/2017 a 20/01/2018) a
regido Sudeste apresentou o maior nimero de casos provaveis (4.066 casos; 43,3%)
em relacdo ao total do pais. Em seguida aparecem as regides Centro-Oeste (2.481
casos; 26,4%), Norte (1.056 casos; 11,2%), Nordeste (914 casos; 9,7%) e Sul (882
casos; 9,4%) (Tabela 1) (Brasil, 2018a).
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Tabela 1 — Numero de casos provaveis de dengue, até a SE # 3 de 2017 e 2018,
(31/12/2016 a 20/01/2017 e igual periodo do ano de 2018) por regido e Unidade da

Federacéo, Brasil.

Regido/ Unidade da Casos provaveis (n)
federacao

2017 2018
Norte 2.156 1.056
Rondbnia 425 97
Acre 183 395
Amazonas 337 209
Roraima 10 15
Para 756 129
Amapa 103 4
Tocantins 342 207
Nordeste 4.020 914
Maranhao 271 69
Piaui 96 24
Ceara 1.320 326
Rio Grande do Norte 344 101
Paraiba 123 62
Pernambuco 356 227
Alagoas 110 102
Sergipe 50 2
Bahia 1.350 91
Sudeste 5.818 4.066
Minas Gerais 3.235 1.243
Espirito Santo 838 233
Rio de Janeiro 1.071 290
Sao Paulo 674 2.330
Sul 330 882
Parana 263 775
Santa Catarina 28 49
Rio Grande do Sul 39 58
Centro-Oeste 4.536 2.481
Mato Grosso do Sul 166 187
Mato Grosso 816 397
Goias 3.433 1.805
Distrito Federal 121 92
Brasil 16.860 9.399

Fonte: Adaptado de Brasil (2018a).
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2.8.2 Chikungunya

O virus Chikungunya é um virus do género Alphavirus, pertencente a familia
Togaviridae. Historicamente, sua apresentacdo tem sido em grandes epidemias que
ocorreram em paises da Africa, Asia, Europa e especialmente em ilhas dos Oceanos
indico e Pacifico, a infeccdo por CHIK, descrita ha mais de meio século, ndo afetou a
Continente americano, até chegar no final de 2013 as ilhas do Caribe através de casos
importados que, gracas a presenca de seus vetores e, principalmente, A. aegypti,
desenvolveram casos autoctone que, até 2014, conseguiram distribuir-se por todo o
continente americano, tornando-se em uma nova endemia nos paises tropicais do
continente, incluindo a transmissédo autoctone da Flérida nos Estados Unidos da
Ameérica para o Brasil (PATINO; RODRIGUEZ, 2017).

O virus Chikungunya (CHIKV, Togaviridae, género Alphavirus), transmitido aos
humanos pela mordida de Aedes spp. mosquito, leva a uma febre aguda associada a
uma sindrome de artromialgias. Até recentemente, o mosquito A. aegypti foi
amplamente aceito como o principal vetor urbano de CHIKV (GRANDADAM et al.,
2011).

Em 2018, até a SE # 3 (31/12/2017 a 20/01/2018) no Brasil na regido Centro-
Oeste apresentou o maior numero de casos provaveis de febre de Chikungunya (603
casos; 40,1%) em relacdo ao total do pais. Em seguida aparecem as regides Sudeste
(440 casos; 29,2%), Nordeste (292 casos; 19,4%), Norte (128 casos; 8,5 %) e Sul (42
casos; 2,8%) (Tabela 2) (Brasil, 2018a).
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Tabela 2 — Numero de casos provaveis de febre de Chikungunya, até a SE # 3 de
2017 e 2018, (31/12/2016 a 20/01/2017 e igual periodo do ano de 2018) por regido e

Unidade da Federacéo, Brasil.

Regido/ Unidade da

Casos provaveis (n)

federacao
2017 2018

Norte 1.269 128
Rondébnia 34 13
Acre 10 10
Amazonas 27 2
Roraima 16 2
Para 905 74
Amapa 13 0
Tocantins 264 27
Nordeste 2.814 292
Maranhao 191 30
Piaui 27 7
Ceara 901 132
Rio Grande do Norte 105 36
Paraiba 41 19
Pernambuco 114 47
Alagoas 74 3
Sergipe 54 1
Bahia 1.307 17
Sudeste 870 440
Minas Gerais 362 228
Espirito Santo 57 15
Rio de Janeiro 375 92
Sao Paulo 76 105
Sul 24 42
Parana 15 26
Santa Catarina 6 11
Rio Grande do Sul 3 5
Centro-Oeste 158 603
Mato Grosso do Sul 7 12
Mato Grosso 121 567
Goias 21 21
Distrito Federal 9 3
Brasil 5.135 1.505

Fonte: Adaptado de Brasil (2018a)
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2.8.3 Zika

ZIKV é um membro da familia Flaviviridae, género Flavivirus, e transmitido
entre humanos por espécies de mosquitos Aedes, como A. aegypti, A. albopictus e A.
africanus. O virus foi primeiro isolado em 1947 de um macaco sentinela Rhesus na
floresta Zika em Uganda. E classificado por analise de sequéncia em dois genotipos,
africanos e asiaticos. Em maio de 2015, Zika foi informada no Brasil e depois em varios
paises da América Central e do Sul e do Caribe. No caso do Brasil, 30.0000 casos de
infeccdo por ZIKA foram relatados antes de 30 de janeiro de 2016, a maioria dos casos
no Brasil foram relatados no estado da Bahia. Entre novembro de 2015 e 30 de janeiro
de 2016, 4783 casos suspeitos de microcefalia foram comunicados eletronicamente
ao banco de dados (FARIA, 2016).

O virus Zika foi relatado pela primeira vez no Brasil em maio de 2015, até 9 de
fevereiro de 2016, a transmisséo local da infeccéo havia sido relatada em 26 paises
ou territérios nas Américas. A infeccdo geralmente € assintomatica e, quando o0s
sintomas ocorrem, normalmente sdo uma doenca leve, que se resolve
espontaneamente, com sintomas como febre, erupcdo cutanea, artralgia e
conjuntivite. No entanto, houve um aumento no nimero de criangas nascidas com
microcefalia em regides do Brasil com alta prevaléncia de casos suspeitos de doenca
do virus Zika. Mais de 4 700 casos suspeitos de microcefalia foram relatados de
meados de 2015 a janeiro de 2016, embora mais pesquisas possam resultar em um
namero menor. Em resposta, o Ministério da Saude do Brasil estabeleceu um grupo
operacional para investigar ainda mais possiveis conexfes entre o virus e
anormalidades cerebrais em lactentes. (MARTINES, 2016).

Em 2018, até a SE 3, foram registrados 131 casos provaveis de febre pelo virus
Zika no pais (tabela 3), com taxa de incidéncia de 0,1 casos/100 mil hab. destes, 19
(14,5%) foram confirmados (BRASIL, 2018a).
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Tabela 3 — Numero de casos provaveis de febre pelo virus Zika, até a SE # 3 de 2017
e 2018, (31/12/2016 a 20/01/2017 e igual periodo do ano de 2018) por regido e

Unidade da Federacéo, Brasil.

Regido/ Unidade da

Casos provaveis (n)

federacao
2017 2018
Norte 292 18
Rondbnia 24 3
Acre 9 2
Amazonas 46 2
Roraima 5 0
Para 178 0
Amapa 2 0
Tocantins 28 11
Nordeste 474 40
Maranhao 35 4
Piaui 1 1
Ceara 96 0
Rio Grande do Norte 36 10
Paraiba 9 3
Pernambuco 3 5
Alagoas 17 4
Sergipe 3 1
Bahia 274 12
Sudeste 409 26
Minas Gerais 62 6
Espirito Santo 34 4
Rio de Janeiro 285 0
Sao Paulo 28 16
Sul 12 12
Parana 6 !
Santa Catarina 3 2
Rio Grande do Sul 3 3
Centro-Oeste 453 35
Mato Grosso do Sul 0 0
Mato Grosso 130 4
Goias 315 28
Distrito Federal 8 3
Brasil 1640 131

Fonte: Adaptado de Brasil (2018a).
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2.8.4 Febre amarela

A febre amarela € uma doenca viral hemorragica com alta taxa de mortalidade
gue reapareceu como uma ameaca para a saude publica global, apesar de ter uma
vacina segura e eficaz, ainda existem novas epidemias em varios paises da Africa e
da América do Sul (PATINO; RODRIGUEZ, 2017).

Sabendo que o Brasil tem uma populacdo aproximada de 176 milhdes e é
importante notar que aproximadamente 30 milhdes de pessoas vivem em uma area
endémica de febre amarela, 18 milhdes em zonas de emergéncia e 128 milhdes ao
longo da costa livre da costa atlantica (VASCONCELOS et al., 2004).

Entre janeiro de 2016 e janeiro de 2018, sete paises e territérios da regido das
Américas registraram casos confirmados de febre amarela: Bolivia, Brasil, Colémbia,
Equador, Guiana Francesa, Peru e Suriname. Durante esse periodo, 0 maior nimero
de casos humanos e epizodticos registrados na Regido das Américas foi relatado em
varias décadas. Durante as primeiras quatro semanas de 2018, foi observado um
aumento exponencial no nimero de casos confirmados de febre amarela e os casos
notificados nos estados de Sao Paulo e Rio de Janeiro superaram significativamente
o que foi relatado no periodo sazonal anterior. Além disso, casos confirmados de febre
amarela (em dois cidadaos europeus) foram relatados para viajantes ndo vacinados,
com historico de permanéncia em municipios no Brasil considerados de risco para
febre amarela e onde a circulacao do virus foi previamente evidenciada (OMS, 2018)

No periodo de monitoramento (de 1° de julho/2017 a 6 de fevereiro de 2018),
foram confirmados 353 casos de febre amarela no Brasil, sendo que 98 vieram a
Obito. Ao todo, foram notificados 1.286 casos de febre amarela suspeitos, sendo que
510 foram descartados e 423 permanecem em investigacao, neste periodo. Ja ha
um programa nacionalmente estabelecido de controle do A. aegypti em funcéo de
outras arboviroses (dengue, zika, chikungunya), que consegue manter niveis de
infestacdo abaixo daquilo que os estudos consideram necessario para sustentar uma
transmissdo urbana de febre amarela. Além disso, ha boas coberturas vacinais nas
areas de recomendacdo de vacina e uma vigilancia muito sensivel para detectar
precocemente a circulacdo do virus em novas areas para adotar a vacinagao
oportunamente (BRASIL, 2018b)
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2.9 O USO DE PLANTAS NO CONTROLE VETORIAL

Atualmente os métodos de combate aos insetos vetores sdo baseados na
utilizacdo de compostos quimicos que possuem alta eficacia, rapida acédo e custo
acessivel, no entanto as desvantagens do uso dessas substancias ainda sdo muitas.
Podemos citar, os riscos a saude humana e o0s impactos ambientais como o0s
principais problemas gerados pela utilizagdo dos mesmos, sem contar os efeitos
adversos em organismos nao-alvos e a inducdo de resisténcia em populacdes de
vetores. Apesar dos riscos supracitados em se utilizar os inseticidas convencionais,
ndo podemos deixar de cita-los como parte importante no controle integrado de
insetos nocivos. Da-se o nome de “inseticidas” aqueles compostos que sao utilizados
contra as formas adultas de mosquitos e “larvicidas”, as formas imaturas (FORATTINI,
2002).

Os inseticidas e repelentes derivados de plantas constituiram uma das
primeiras estratégias para controle dos mosquitos. Vérias plantas tém sido
investigadas em relacdo as suas propriedades inseticidas, tendo em vista o controle
especificamente de mosquitos vetores, objetivando assim a reducdo de acumulo de
residuos toéxicos no meio ambiente (SUKUMAR et al., 1991).

O primeiro registro do uso de extratos de plantas no controle de larvas de
culicideos foi feito por Campell et al. (1933). Os autores isolaram de uma erva da
Russia, Anabasis aphylla L. (Chenopodiaceae), alcaléides semelhantes a nicotina,
com atividade letal em larvas de Culex pipens, C. territans, e C. quinquesfaciatus.

Sukumar et al.(1991) apresentaram ampla reviséo sobre a bioatividade de 344
espécies vegetais em mosquitos, em diferentes estagios biolégicos. Os autores
relatam alguns trabalhos importantes que mostram a atividade larvicida de 6leos
essenciais extraidos de plantas aromaticas, frente a mosquitos dos géneros
Anopheles, Aedes e Culex.

Heal et al. (1950), relataram que 2.500 espécies de plantas de todo o mundo ja
foram testadas quanto as suas propriedades inseticidas. Em larvas de A. aegypti,
compostos de plantas das familias Annonaceae, Araceae, Asteraceae,
Chenopodiaceae, Convolvulaceae, Flacourtiaceae, Fabaceae, Liliaceae e
Simaroubaceae apresentaram atividade letal na faixa de 50 ppm a 200 ppm.

As plantas tém sido utilizadas como matérias-primas na fabricacdo de

inseticidas e, com isto, varias delas entraram para a agricultura econdmica no Brasil,
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e principalmente na Amazonia. As primeiras referéncias sobre a aplicacdo destes
inseticidas registram o uso de p6 de raizes de Derris elliptica, conhecida por tuba,
toeba ou Timbo. Os estudos demostrarom que Derris elliptica e Derris uliginosa se
revelaram realmente ativas como inseticidas. Na regido Amazonica, antes de 1945,
os Estados do Amapa e do Par4 eram produtores e exportadores do inseticida natural
Timbd (Derris). Este foi introduzido na Europa e América do Norte na forma de um po6
fino de casca de raiz e era usado em hortas (PIRES, 1978).

O timbd foi muito utilizado como inseticida natural antes do advento dos
inseticidas sintéticos, desapareceu e esta retornando para utilizacdo na agricultura
organica, mas em bases racionais. Antes da Segunda Guerra Mundial, os Estados do
Amazonas e do Para eram grandes exportadores de raiz de timbo, utilizada como
inseticida. A descoberta da utilizacdo do DDT pelo quimico suico Paul Hermann Muller
(1899-1965), em 1939, para controle de insetos transmissores de doencgas, acabou
com o mercado de inseticidas naturais. O sucesso no combate as doencas fez com
que, em 1948, recebesse o Prémio Nobel de Medicina. Em 1967, com 0 uso dos
organoclorados, as populagbes de A. aegypti foram erradicadas do Brasil, tendo sua
reintroducdo no estado do Para anos mais tarde. Acredita-se que essa reintroducao,
muito provavelmente, teria ocorrido devido a nao erradicacdo do mosquito em paises
vizinhos. Com o reaparecimento desta espécie em varias regides do Brasil, o DDT
(dicloro-difenil-tricloroetano) comecou a ser utilizado de forma indiscriminada, o que
contribuiu com o aparecimento de populacdes resistentes (HOMMA, 2004).

Existe uma preocupacgéo ambiental em relac@o ao uso de inseticidas sintéticos
existentes para controle vetorial e maior risco de desenvolvimento de resisténcia
generalizada aos inseticidas no vetor da doenca; podem contribuir para que ocorra
resisténcia dos mosquitos por estes apresentarem grande plasticidade genética. Os
inseticidas e repelentes derivados de plantas constituiram uma das primeiras
estratégias para controle dos mosquitos. Varias plantas tém sido investigadas em
relacdo as suas propriedades inseticidas, tendo em vista o controle especificamente
de mosquitos vetores, objetivando assim a reducéo de acumulo de residuos toxicos
no meio ambiente, jA que os inseticidas naturais sao rapidamente degradaveis e sao
obtidos de recursos renovaveis Assim, tem ocorrido um crescente interesse no
desenvolvimento de métodos alternativos para o controle de mosquitos, que sejam
menos perigosos para o0 médio ambiente, 0s seres humanos e outros organismos
(SUKUMAR et al., 1991; EIRAS, 2011; ROEL, 2001; GARCEZ, et al. 2009).
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2.10 INIBIDORES DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE

A acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima do grupo de hidrolases que esta
presente na maioria dos seres vivos, principalmente em vertebrados - incluindo
humanos -, mas também em invertebrados como insetos. Esta localizado no sistema
nervoso e nos musculos e é responséavel por regular a concentracdo de acetilcolina
(ACh), um neurotransmissor envolvido na sinapse colinérgica no sistema nervoso,
permitindo a transmissdo do sinal nervoso no sistema nervoso central e periférica
(WIESNER et al., 2007).

Os inibidores de AChE (AChEI) envolvem um grande niumero de compostos
com estruturas amplamente variaveis, que na presenca de AChE conduzem a inibicéo
da enzima, alterando assim as sinapses colinérgicas (KHAN, 2009). Estes compostos
interagem de diferentes maneiras com a cavidade do sitio ativo da enzima e, em
funcao deles.

Segundo Pohanka, (2011) sao classificados em trés grupos: 1.Compostos que
interagem com o site ativo: 0s compostos gerais séo prejudiciais, mesmo toxinas fatais
pela formacédo de ligacdes covalentes com a serina, causando perda parcial ou total
da atividade enzimatica. 2. Compostos que interagem com a cavidade aromatica: Em
geral, esses tipos de compostos também interagem com o site ativo. No entanto, ndo
se pode dizer que a cavidade aromatica seja um alvo terapéutico para inibidores da
colinesterase; sem embargo, compostos como a galantamina e decametdnio (obtidos
por sintese) tém interacbes com essa cavidade e sdo usados como medicamentos.
3.Compostos que interagem com o subsidio periférico aniénico: € um dos principais
objetivos estudados para a busca e o design de medicamentos contra a doenca de
Alzheimer, gracas a formacédo de placas amil6ides em redes neurais.

Por outro lado, os compostos 6rgao-fosforados e os carbamatos séo Gteis como
pesticidas, sua toxicidade torna seu uso atualmente restrito, entdo novas alternativas
devem ser buscadas para substitui-los, os metabolitos secundarios das plantas sendo
uma das alternativas mais exploradas para obter inseticidas mais seguros, uma vez
gue alguns deles apresentam propriedades téxicas e repelentes contra pragas de
insetos (LOPEZ; PASCUAL, 2010). Entre os produtos naturais com atividade
insecticida estdo alguns dos monoterpenoides, que apresentaram propriedades
anticolinesterasicas, pois apresentam efeitos semelhantes aos apresentados por

inibidores de AChE do tipo 6rgao-fosférico ou carbamato, sem ser tdo téxico
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(HOUGHTON et al., 2006). Estes terpenos demonstraram ser ativos contra insetos da
ordem Coleoptera (LOPEZ, PASCUAL, 2010) e Diptera (DOU et al., 2013)
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar estudos da atividade larvicida da nanoemulsdo do 6leo essencial de

P. fragrantissimum sobre A. aegypti.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter e realizar a caracterizagdo quimica do Oleo essencial de P.

fragrantissimum;
e Obter e caracterizar a nanoemulséo do 6leo essencial de P. fragrantissimum;

e Avaliar a atividade larvicida das diferentes concentracdes das nanoemulsdes

de P. fragrantissimum sobre A. aegypti;

e Estimar as concentracdes letais CLso e CLoo da nanoemulséo do 6leo essencial

de P. fragrantissimum sobre A. aegypti;

e Determinar a acao inibitéria do 6leo essencial P. fragrantissimum frente a

enzima da acetilcolinestrasa
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

O material vegetal (raizes adventicias) de P. fragrantissimum (Figura 8) foi
coletado em outubro (periodo menos chuvoso) de 2016 em uma area de mata de
galeria ambiente de ocorréncia natural da espécie (Figura 9), na localidade de Sé&o
José do Mata Fome, municipio de Macapa, Amapa, as coordenadas geograficas sao:
N 0°12'49.44” W 50° 58’ 26.15”. Foi amostrado material fértil para fins de identificacao
taxondmica, que foi realizada por um boténico, no Herbario Amapaense (HAMAB) do
Instituto de Pesquisas Cientificas e Tecnologicas do Estado do Amapa (IEPA),
encontra-se depositada uma exsicata da espécie em estudo, sob o numero 10734

(Figura 10). O material vegetal foi armazenado a 4°C para seu posterior uso.

Figura 8 - Coleta das raizes adventicias de P. fragrantissimum..

Fonte: Autor
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Figura 9 — Lugar de coleta da raiz adventicia de P. fragratissimum

Fonte: Autor



Figura 10 — Exsicata de P. fragrantissimum depositada no HAMAB
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4.2 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

A extracdo do Oleo essencial foi feita no Laboratério Nanobiotecnologia
Fitofarmacéutica-NANOFITO da UNIFAP, utilizando-se uma amostra de 3587,55 g da
raiz adventicia fresca de P. fragrantissimum, dividida em seis extracdes. Para o
processo de extracao de 6leo se utilizou a técnica de hidrodestilagcdo. Primeiramente,
as raizes foram cortadas e turbolizadas com &agua destilada. Despois o material
vegetal foi colocado num baldo de fundo redondo de 5 L e submetido a hidrodestilacéo
durante 3 horas em um aparelho de tipo Clevenger. O 6éleo foi filtrado com sulfato de
sodio (Naz2 SOa4). No final, o dleo foi recolhido e armazenado a 4 ° C para posterior
andlise.Também se realizou a coleta de hidrolato e decocto para avaliacdo da

atividade larvicida (Fernandes et al., 2013).

4.3 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA

A caracterizacdo do Oleo essencial da raiz P. fragrantissimum foi realizada no
laboratorio de Pesquisa em Farmacos e no laboratério Biocatélise e Biotransformacao
da UNIFAP, onde se realizou a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (GC-MS) utilizando: Cromatégrafo gasoso Shimadzu system/GC 2010
equipado com um espectrometro de massa (Shimadzu MS2010 Plus). Temperatura
do injetor, 250°C; temperatura do detector (MS), 250°C; gas de arraste, Hélio; taxa de
fluxo, 1 mL/min e taxa de injecao 1:20. A temperatura inicial foi de 60°C a uma taxa
aguecimento de 3°C/min até 290°C. Um microlitro da amostra foi dissolvida em
cloroférmio (1:100 mg/uL) injetado no equipamento que contem uma coluna DB-5MS
(Agilent Advanced J & W; 30 m x 0.25 mm x 0.25 upm). As condi¢cdes do
espectrofotometro de massas (EM) foram: ionizacdo por impacto de eletrons (70 eV),
taxa de scan (1 scan/s). O tempo total de andlise foi de 76,67 minutos. Os indices de
retencdo (IR) foram calculados atraves da interpolacéo aos tempos de retencéo de
uma mistura de hidrocarbonetos alifaticos (C9-C30) sobre condi¢fes idéntica. A
identificacdo das substancias foi realizada comparando os indices de retengéo e
espectros de massa, com dados da biblioteca do equipamento e os relatados na
literatura (ADAMS, 2007). O padrédo de fragmentacdo de EM dos compostos foi
também comparado com bibliotecas de espectro de massa NIST (National Institute of

Standards and Technology).



51

4.4 METODO DE NANOEMULSIFICAGCAO

As nanoemulsdes foram preparadas por um método de baixo aporte de energia.
A massa final foi de 4 g e os sistemas eram compostos por de 2,5% (p/p) de Oleo
essencial de P. fragrantissimum; 2,5% (p/p) de tensoativo (s) e 95%(p/p) de agua.
Para isso, 0 0leo essencial e os tensoativos foram reunidos e submetidos a agitacéo
intensa (800 rpm) no Vortex (mod AP59 — Phoenix) durante 2 minutos. Apos,
adicionou-se o volume de 4gua destilada gota a gota sob agitacédo e, depois disso,
agitou-se por mais 2 minutos (Ostertag et al., 2012).
A fase oleosa foi constituida pelo 6leo essencial em diferentes pares de
tensoativos:
e Monooleato De Sorbitan (Span® 80) / Polisorbato (Tween® 80)
e Trioleato de sorbitano/ Tween® 80,
e Polisorbato (Tween® 20) /Span® 80

e Trioleato de sorbitano/Tween® 20

Para o calculo do EHL dos pares de tensoativos, aplicou-se a seguinte

equacao:

__(EHL tensoativo A x mA) + (EHL Tensoativo B x mB)

EHL = (m A + mB)

Onde,

EHL- Equilibrio Hidrofilo Lipéfilo

mMA = massa em gramas do tensoativo A
mB = massa em gramas do tensoativo B

Com os diferentes pares de tensoativos, foram preparados sistemas com
valores de EHL: 10, 11; 12; 13; 14, 15, 16 e 16,7. Durante 3 dias, as nanoemulsdes
preparadas em repouso e sob temperatura ambiente. Apos esse periodo foi feita a
analise macroscopica das formulacdes, avaliando parametros como aspecto,
presenca de cremagem, viscosidade e cor. Apds essa analise foi escolhida as

melhores formulagdes, elas foram refeitas e depois caracterizadas.
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4.5. CARACTERIZACAO DA NANOEMULSAO

O tamanho de goticula e indice de polidispersdo das nanoemulsdes foram
determinados utilizando o analisador de particulas Zetasizer ZS (Malvern, UK). Cada
amostra foi diluida com agua destilada (1:20) para analise. As medidas foram
realizadas em triplicata e os resultados foram expressos como o diametro médio +
desvio padrdo. Se realizo a analise para o dia 0, dia 7 e dia 30. Esta caracterizacao
foi realizada no laboratorio de Pesquisa em Farmacos da UNIFAP (Fernandes et al.,
2013).

4.6. ENSAIO LARVICIDA

As larvas de A. aegypti da cepa Rockfeller, foram obtidas do Laboratério de
Arthropoda da UNIFAP. O ensaio bioldgico foi realizado sob condi¢des controladas
com temperatura de 25+2°C, umidade relativa de 75£5% e um ciclo claro/escuro de
12 horas. O protocolo experimental foi de acordo com a OMS (2005) com pequenas
modificacdes. Todos os experimentos foram realizados em quintuplicada com 10
larvas de quarto estadio jovem em cada repeti¢cao, usando a nanoemulséo de raiz de
P. fragrantissimum diluida a 3,125ppm; 12,5ppm; 25ppm; 50ppm; 100ppm; e 150ppm
(Figura 11). Controle negativo foi feito com agua destilada e tensoativo a 250ppm. As
leituras da mortalidade foram verificadas nos periodos de 24hs e 48hs apds a
exposicao das larvas as solu¢des. A mortandade foi observada devido a auséncia total

de movimentos.

Figura 11 — Ensaio larvicida de nanoemulséo de P fragrantsiimum frente as larvas de

A. aegypti.
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Fonte: Autor
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4.7 ENSAIOS DE INIBICAO DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE

Para este ensaio, as seguintes solucdes foram preparadas:

Preparagdo do tampdo fosfato: 0,1M, pH 7,5Fosfato monossodico mono-
hidratado (13,799g; Merck) foi dissolvido em 950 mL deagua destilada. O pH foi
ajustado para 7,5 com hidréxido de sodio (NaOH; Vetec) 5M eavolumado para 1L. A
solucéo foi armazenada em geladeira (6-8°C)

Preparacéo da solugédo de 5,5'-Ditiobis (2-Acido nitrobenzoico) (DTNB): foram
pesados 134,75mg de &cido 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzdico) (DTNB; Sigma) e 1,7g de
Triton X-100 (Vetec). Os mesmos foram dissolvidos em tampéo fosfato 0,1M, pH 7,5
e avolumados para 500 mL, resultado em solu¢cdo de DTNB 0,68mM. A solucéo foi
armazenada em geladeira (6-8°C).

A enzima acetilcolinesterase foi obtida no Laboratorio de Nanobiotecnologia
Fitofarmacéutica- NANOFITO da UNIFAP. Os animais utilizados foram individuos
adultos de A. aegypti coletados no insetério do laboratorio de Arthropoda da Unifap.
Os mosquitos (5 g) foram suspensos em agua destilada (2 mL) e submetidos a
homogeinizacdo em aparelho de alta pressao (Ultra Turrax) por 2 minutos a 12.000
rpm. A suspensao resultante foi filtrada e a solucéo obtida foi liofilizada e armazenada
sob -18 °C até o momento de uso.

Usaram-se mosquitos adultos simplesmente para se ter maior biomassa e, por
tanto, maior quantidade de enzima extraida. Na obtencdo da enzima de
acetilcolinestera, ndo se isolo a enzima, se obtén outras substancias, inclusive outras
enzimas. O que se obten € um homogenato que contém a acetilcolinesterase. Porém,
0S outros componentes da mistura ndo influenciam no ensaio, porque se mide a
capacidade do homogenato de hidrolisar o substrato da acetilcolinesterase.

A atividade anti-colinesterase foi realizada de acordo com o método descrito
por Ellman e colaboradores (1961). As amostras foram solubilizadas em metanol e
340 pl destas solugdes foram adicionados a 1660 pl de tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,5,
1000 de DTNB e 200 pl da solucéo enzimatica (extraida de mosquitos adultos) (30
mU, diluida em tampédo fosfato 0,1 M, pH 7,5) e incubadas por 15 minutos.
Posteriormente adicionou-se 200 pl de solugcéo de iodeto de acetiltiocolinaATCI 17
mM em agua e fez-se as leituras em espectrofotbmetro (Shimadzu UV-1601) em 412

nm com cubeta de 1 cm, utilizando-se metanol como branco. As concentracdes das
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amostras em termos de 6leo essencial foram: 500, 350, 250, 100 e 50 pg/mL Todas

as andlises foram realizadas em triplicata.

4.8.ANALISES DE DADOS

Para se estimar os valores de ClLso e ClLoo da atividade larvicida da
nanoemulsdo do 6leo essencial de P. fragrantissimum frente as larvas de A. aegypti,
foi utilizada a analise Probit levando-se em consideracdo os tempos 24 e 48 horas
atravésdo software Stat Graphic Centurium XXV.1 (Stat Ease Co. MA. USA).

Para verificar se houve diferenca significativa (p < 0,05) entre a mortalidade
obtida nos diferentes tratamentos adotados foi utilizado o teste da analise de variancia
(ANOVA) unidirecional ou bidirecional seguida do teste de Tukey ou do teste de
Bonferroni por meiodo Software GraphPad Prism 6.02 (GraphPad Software Inc, San
Diego, California EUA).

A concentracao do 6leo capaz de inibir a atividade enzimatica em 50% (CI50)
foi estimada por regressédo linear. As diferencas foram consideradas significativas
quando p < 0,05,utilizando o Software GraphPad Prism 6.02 (GraphPad Software Inc,
San Diego, Califérnia EUA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1.RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL DAS RAIZES FRESCAS

A quantidade total extraida de Oleo essencial de raiz adventicia fresca de P.
fragrantissimum foi 3,33 g com um rendimento de 0,09178% foram calculados sobre
a massa do material fresco. O resultado foi satisfatorio j& que em um estudo que
avaliou o rendimento médio de amostras de 6leo essencial de plantas do género
Philodendron spp foi obtido um menor rendimento com uma média de 0,046% cip6
fresco e 0,030% de cip6 seco (BACCHUS et al., 2015).

O oleo essencial de P. fragrantissimum tem uma coloracéo amarela (Figura 12).
Por outra parte, a Quantidade de hidrolato obtida foi 104,850g e a quantidade de
decocto: 4000ml.

Figura 12 — Oleo essencial de P. fragrantissimum

Fonte: Autor

5.2. CARACTERIZACAO FITOQUIMICA

O resultado da andlise qualitativa e quantitativa do 6leo permitiu identificar 27
constituintes no 6leo essencial de P. fragrantissimum extraido de raizes na forma
fresca. Os compostos majoritarios foram (-Bisaboleno (40,44%), a-Pineno (23.69%),
B-Pineno (7.20%), a-Bisaboleno (6,59%), B-Farneseno (5,29%) (Tabela 4 e Figura 13;

14). Courtois e colaboradores (2009) estabeleceram que os sesquiterpenos sao mais
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diversos e mais abundantes do que o0s monoterpenos em as espécies de P.

fragrantissimum e P. melinonii, como em muitas outras espécies tropicais.

Tabela 4 - Constituintes quimicos, tempo de retencdo (TR), indice de retencéo
calculado (IR) e percentagem da composicéo (%) do 6leo essencial de Philodendrum
deflexum extraidos de raizes adventicias frescas

Pico TR (min) Composto (%) IR IR
GC-MS exp.* lit.**
1 5.057 a-Pineno 23.69 935 939
2 6.044 Sabineno 0.32 975 976
3 6.151 B-Pineno 7.20 979 980
4 6.482 B-Myrceno 0.93 993 991
5 7.660 Limoneno 1.02 1030 1031
6 8.666 y-Terpineno 0.19 1060 1062
7 13.188 1-Terpinen-4-ol 0.30 1179 1177
8 13.736 a-Terpineol 0.57 1193 1189
9 18.348 Undecan-2-ol 0.39 1303 1372
10 21.071 Cyclosativeno 0.33 1369 1368
11 21.432 a-Copaeno 0.19 1377 1376
12 22.409 Cypereno 1.06 1401 1398
13 23.895 a-Trans-Bergamoteno 1.08 1438 1436
14 24.196 [B-Sesquiphellandreno 0.66 1445 1524
15 24.760 B-Farneseno 5.29 1459 1458
16 25.453 a-Gurjuneno 0.20 1476 1409
17 25.663 y-Curcumeno 0.28 1481 1480
18 25.872 NLI. 1.21 1487 -
19 26.355 Tridecan-2-one 4.54 1499 1496
20 26.620 a-Bisaboleno 6.59 1514 1504
21 26.887 B-Bisaboleno 40.44 1520 1509
22 26.976 2-epi-a-Funebreno 0.39 1522 1382
23 27.422 B-Funebreno 0.66 1533 1414
24 31.466 NLI. 0.25 1633 -
25 32.948 Epi-a-Bisabolol 0.26 1673 1686
26 33.005 B-Bisabolol 0.20 1675 1671
27 33.970 NLI. 1.79 1701 -

N.I: Constituinte néo identificado
*IRexp: IR calculado

**|Rlit: IR tabelado para o composto (Adams, 2007)

Fonte: Dados do estudo.
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Figura 13 - Cromatograma de gas do 6leo essencial P. fragrantissimum. Componentes
majoritarios: 1, a-pineno; 3, B-pineno; 15, B-Farneseno; 20, a-Bisaboleno; 21, -
Bisaboleno.
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Figura 14 — Estruturas quimicas dos compostos majoritarios identificados do 6leo
essencial de P. fragrantissimum.
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Fonte: Dados do estudo.

Castellar et al., (2013) relatou 35 compostos para o 6leo de raiz P. fragrantissimum, 8
destes presentes neste estudo, mas com diferentes concentragdes (Tabela 5). Além
disso, apresentaram diferentes compostos majoritarios, com exce¢do do a-pineno e
B-pineno que estdo em concentracdes mais baixas, B-caryophylleno (29.9%),
limoneno (15.8%), B-selineno (11.5%), a-selineno (15.7%), a-pineno (3.4%), a-
copaeno (3.2%), B-pineno (2.5%) and o-cadineno (2.9%). E possivel que esta
diferenca na concentracdo dos constituintes quimicos seja devido ao periodo e local

de coleta.
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Tabela 5 -Comparacéo de constituintes quimicos no estudo realizado por Castellar et
al., (2013) e o presente estudo.

Constituintes quimicos  (%)GC-MS Castellar et (%) GC-MS Em

al., (2013) este estudo
1 a-Pineno 3,4% 23,69%
2 Sabineno 0,4% 0,32%
3 B-Pineno 2,5% 7,20%
4 Myrceno 0.7% 0,93%
5 Limoneno 15,8% 1,02%
6 y-Terpineno 0,1% 0,19%
7 a-Copaeno 3,2% 0,19%
8 Epi-a-Bisabolol 0,1% 0,26%

Em um estudo realizado por Joffard et al, (2017) evidenciou que as folhas de
P. fragrantissimum continham B-bisaboleno assim como a- e B-selineno, que em
conjunto representavam aproximadamente 65% da composicao do 6leo. Além destes
foram também encontrados terpenos oxigenados, tais como a- ep-bisabol. Nas
raizesforam identificadosa- e B-selineno, que representavam, em média, 27,4% e
29,8% da composicédo do 6leo.

O composto B-Bisabolene foi percebida em alta quantidade em outras
espécies do género Philodentron como: P. de defelxum que tem um 44,3%
(ALLIANCE et al., 2017); P. bipinnatifidumum 65.3%, (DE ANDRADE et al., 2014) e
P. acutatum um 49,5%, (VIANA et al., 2002) e em baixa quantidade em P.
solimoesense com um 11,64% (SILVA et al.,, 2016) e Philodendron scabrumf3-
bisaboleno 10,01% (OTTOBELLI et al., 2011).

De acordo com Simdes e Spitzer (2004) as variacbes ambientais, na
composicdo do solo, 6rgdo vegetal, fase do seu desenvolvimento, entre outras,
podem afetar a composi¢céo e a qualidade dos 6leos de uma mesma espécie. Isso
demonstra a importancia de se avaliar o 6leo de uma espécie, mesmo que ele ja
tenha sido anteriormente estudado. No caso de trabalho realizado por Castellar et
al., (2013) P. fragrantissimum foi coletado em agosto de 2010, em o estado de Para,
Brasil. No presente estudo, o material vegetal foi coletado no Amapa, no més de
outubro, periodo menos chuvoso. Ambos Estados se encontram no norte de Brasil
sendo muito pertos, mesmo assim a composicdo de 6leo apresento diferencias
significativas. Segundo Reis et al.,, (2006) geralmente as espécies apresentam

épocas especificas em que contém maior quantidade de principio ativo no seu tecido,
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podendo esta variagdo ocorrer tanto no periodo de um dia como em épocas do
ano.Também Simdes e Spitzer (2004) falam que o periodo de exposi¢édo ao sol pode

provocar uma perda quantitativa importante do 6leo existente no vegetal.

5.3. NANOEMULSIFICACAO

No desenvolvimento de nanoemulsdes foram preparadas diversas formulacdes
com diferentes pares de tensoativos nos valores de EHL de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16
e 16, 7 (Tabela 6 e figura 15 até 19). Na determina¢&o do EHL requerido para o 6leo
essencial de P. fragrantissimum, encontrou-se que o melhor valor foi 15,0 com mistura
de Span 80 e Tween 20 (Figura 20). Essa formulacdo apresentou boa aparéncia,
aspecto translicido e reflexo azulada, que estdo de acordo com o conceito de
nanoemulsdes (SOLANS; SOLE, 2012). De acordo com Holmberg et al. (2002), a
desestabilizacdo de uma emulséo pode ocorrer por diversos mecanismos, tais como:
sedimentacdo, cremagem, floculacdo e coalescéncia, por tanto as demais
nanoemulsdes apresentaram sinais de instabilidade como cremagem e separacao de

fases 24 horas apdés preparacao.
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Tabela 6 - Andlise macroscopica das nanoemulsdes apds dos 3 dias (72 horas)

TENSOATIVOS EHL DESCRICAO

Span 80 e Tween 80 10 Separacgéao de fases, presenca cremagem
11  Separacgéo de fases, presenca cremagem
12  Aspecto leitoso, presenca de cremagem
13  Aspecto leitoso, presenca de cremagem
14  Aspecto azulado com fina cremagem, quase

imperceptivel

Tween 80 15 Aspecto leitoso, presenca de cremagem

Triolato de sorbitano e Tween 80 14  Aspecto leitoso, presenca de cremagem

Tween 80 15 Aspecto leitoso, presenca de cremagem

Tween 20 e Span 80 14  Aspecto leitoso, presenca de cremagem
15 Aspecto azulado, sem cremagem
16  Aspecto azulado, com cremagem

Tween 20 16,7 Aspecto leitoso, presencga de cremagem

Triolato de sorbitano e Tween 20 14  Separacgdo de fases, presenca cremagem
15 Separacgao de fases, presenca cremagem
16  Separacdo de fases, presenca cremagem

Fonte: Dados do estudo.

Figura 15 - Nanoemulsdes usando tensoativos Span 80 e Tween 80 (EHL de 10 até 15)
A) Dia 1; B) Dia 3; C) Dia 30.

Fonte: Autor
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Figura 16 - Nanoemulsdes usando Triolato de sorbitano e Tween 80. (EHL de 14 e 15)
A) Dia 1; B) Dia 3; C) Dia 30

Fonte: Autor

Figura 17 - Nanoemulsées usando Tween 20 e Span 80 (EHL de 14 até 16,7)
A) Dia 1; B) Dia 3; C) Dia 30
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Fonte: Autor
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Figura 18 - Nanoemulsdes usando Triolato de sorbitano e Tween 20 (EHL 14, 15 e 16)
A) Dia 1; B) Dia 3; C) Dia 30
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Fonte: Autor

Figura 19 - Nanoemulsdes usando diferentes tensoativos. A) Dia 1; B) Dia 3; C) Dia
30
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Fonte: Autor
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Figura 20 - Melhor nanoemulsdo (6leo em agua), mistura de Span 80 e Tween 20
(EHL: 15) apresenta aspecto azulado e sem cremagem.

Fonte: Autor

5.4. CARACTERIZACAO DA NANOEMULSAO

A dispersdo de pequenas gotas, em nanoescala, € denominada de
nanoemulsdo. O comprimento convencionado para esta escala esta entre 1 e 100 nm
(Chiesa et al., 2008), ou pode variar entre 20 nm e 200 nm (Ee et al.,, 2008). A
nanoemulséo de a raiz de P. fragrantissimum feita com tween 20 e spam 80 e de EHL
15, amostraram um tamanho bom das goticulas ficou compreendido entre uma média
de 87,51 nm para o primeiro dia e uma média de 69.53 nm para o dia trinta, reduzindo
consideravelmente conforme o tempo, mas em geral se comporta com uma escala
menor a 100nm (Tabela 6).

N&o obstante, do ponto de vista cinético, as nanoemulsfes séo particularmente
propensas a um crescimento no tamanho das particulas ao longo do tempo,
decorrente da coalescéncia das goticulas de 6leo dispersas, fenbmeno este
conhecido como a maturagdo de Ostwald (WOOSTER; GOLDING; SANGUANSRI,
2008). Por tanto, a avaliacéo da estabilidade em funcdo do tempo é importante para

indicar em qual momento este fendmeno ocorre. A medida que as nanoemulsées
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tornam-se instaveis (do ponto de vista termodindmico) algumas propriedades, tais
como o indice de Polidisperséo, podem sofrer variacbes em funcéo da temperatura
ou outros elementos termodinamicos.

As particulas da nanoemulséo estdo em constante movimento e a dispersao da
luz aparece flutuante, o equipo zetasizer mede a flutuagao da intensidade e com isso
o tamanho e a polidispersdo das particulas. Para os autores Izquierdo et al., (2005)
os valores de indice de polidispersdo proximos a 0,2 indicam uma distribuicéo
monomodal. A nanoemulsdo de P. fragrantissimum ficou com um indice de
polidispersdo compreendido com uma média de 0,191 para o primeiro dia, e uma
média de 0,282 para o dia trinta, aumentando consideravelmente conforme o tempo
(Tabela 7). Desta forma se pode dizer que a uniformidade dedistribuicdo no quese
encontram as moléculas foi diminuindo, ou seja, aumento o nimero de particulas de
diferente tamanho no médio, o qual pode ocasionar uma instabilidade na
nanoemulsdo, mas sim embargo depois de 30 dias ndo tem um valor maior a 0,3
sendo ainda baixo. Além disso, observamos alta homogeneidade de tamanho de
particula e distribuicdo quase monomodal mesmo apos 7 dias de armazenamento.
(Tabela 7 e Figura 21).
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Tabela 7 - Tamanho goticula e indice de polidisperséo da nanoemulséo do 6leo de P.
fragrantissimum feita com tween 20 e spam 80 e EHL: 15. Apés Dia 0; 1; 7 e 30 (DO,
D1, D7, D30)

Fonte: Dados do estudo, a partir do analisador de particulas Zetasizer ZS

Tamanho goticula indice de

(nm) polidispersao
86.73 0.188
DO 87.15 0.186
88.65 0.198

MédiazDP 87.51+1.009 0.191+0.006
77.69 0.138
D1 78.1 0.123
79.16 0.153

MédiazDP 78.32+0.7586 0.138+0.015
78.89 0.155
D7 78.99 0.173
81.08 0.172

MédiatDP 79.65+1.237 0.167+0.010
70.1 0.252

D30 69.05 0.29

69.45 0.303

MédiazDP 69.53+0.5299 0.282+0.027
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Figura 21 - Distribuicdo do tamanho de particula da nanoemulsdo da nanoemulséo do
oleo de P. fragrantisimum feita com tween 20 e spam 80 e EHL: 15. Ap6s Dia 0; 1; 7

e 30 (DO; D1; D7; D30).

Intensity (Percent)

IMtensity (Fercent)

Intensity (Percent)

Intensity (Percent)

Fonte: Dados do estudo.
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5.5. ATIVIDADE LARVICIDA DA NANOEMULSAO DE P. fragrantissimum

A Tabela 8 mostra a percentagem da mortalidade e desvio padrédo das
diferentes concentracbes da nanoemulsdo do 6leo de P. fragrantissimum. A
nanoformulacdo de 150 ppm mostrou 100% de mortalidade e as concentracfes de
50, 100 resultaram em mortalidade acima de 50% em 24 horas exposic¢ao. A taxa de
mortalidade aumentou pouco em fungéo do tempo de exposicao de as 24 horas as
48 horas, sendo que somente a de 25 ppm variou em 48 horas. Nao houve
mortalidade nos grupos controle indicando que este efeito larvicida € atribuido a
compostos presente no 6leo essencial contido na nanoformulacdo testada. As
concentracOes baixas de 3,125 ppm e 12,5 ppm néo produziu mortalidade. Por outra
parte, o teste com hidrolato e decocto ndo mostraram atividade larvicida. Por tanto,
pode se dizer que é possivel que os compostos ativos se encontram no 0leo

essencial.

Tabela 8 - Percentual de mortalidade (média tdesvio padréo) de larvas de A. aegypti
produzida por diferentes concentra¢cées da nanoemulséo de P. fragentissimum, em
diferentes periodos (24 e 48 h).

Concentragdes testadas

Tempode  Controle Controle 3,125p 12,5p 25ppm 50ppm 100ppm 150ppm
exposic¢ao Agua Tensoativo pm pm
(h) destilada
24 0 0 0 0 12+4,47 56+26,08 92+8,37 100x0,0
*kkk *kkk *kkk
48 0 0 0 0 14+548  64+23,02 92+8,37 100x0,0

*kkk *kkk *kkk

***%: p < 0,0001 comparado com o controle de agua destilada.
Fonte: Dados do estudo.

O teste de Tukey apresentou que a partir da concentragcdo de 50 ppm, tanto
com tempo de exposicdo de 24 e 48 horas, a mortalidade foi significativamente
diferente. A CLso apés 24 horas foi estimada em 55.07 ppm e apos 48 horas 52.29
ppm. A CLoo apds 24 horas foi estimada 86.70ppm e apos 48 horas 83.7059 ppm
(Tabela 9). A organizacdo Mundial da Saude ainda ndo estabeleceu um critério padréo
para a determinacdo da atividade larvicida de produtos naturais, entretanto, Dias e

Moraes (2014) utilizaram uma classificacdo estabelecida por Cheng et al., (2003) em
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gue os compostos com CLso> 100 mg / L sdo considerados néo ativos, com CLso <100
mg / L considerados ativos, e aqueles com LCso <50 mg / L altamente ativos.
Tabela 9 - Estimativas das concentragdes letais (CLso e CLoo) € seus respectivos

intervalos de confianca, das concentracbes do Oleo essencial de P.
fragrantissimumem diferentes periodos.

Tempo de exposicéao CL50 ppm CL 90 ppm
(h)
24 55.07 (42.44 - 75.36) 86.70 (68.73 - 129.87)
48 52.29 (40.00 - 72.59) 83.71 (65.85 - 127.96)

Fonte: Dados do estudo.

Nos estudos realizados por Viana et al. (1999) e Alliance et al (2017) foram
testadas diferentes concentracdes do 6leo essencial de P. deflexum frente a larvas
de A. aegypti, apresentando potencial larvicida, com concentracdes letais CLso =
85,31 ppm e CLso = 78.28 ppm, respectivamente. Também disso, relatam que entre
0S compostos maioritarios de P. de defelxumse encontram:B-Bisabolene (44,3%),
Limoneno (33,42%), Undecanol (18,94%), (-)-Isoledeno (16,34%),a-Copaeno
(12,57%),lactato de butilbutirila ( 11,46%), B-Caryophyleno, (11,34%), m-Cymeno
(11,4%),B-Selineno (9,3%). Em relacdo com o presente estudo se encontra também
como composto maioritario B-Bisaboleno (40,44%), dessa forma pode ser possivel
gue este composto tenha alta atividade larvicida, ndo obstante a nanoemulsao de P,
fragrantisismum mostra um CLso mais baixo em comparacdo com o 6Oleo deP.
deflexum, é possivel que esta diferencia seja porque as nanoemulsdes podem
potencializar a atividade larvicida dos compostos.

Alguns estudos demonstraram outras atividades biolégicas do género
Philodendron, por exemplo,0 6leo essencial de P. bipinnatifidumtendo como
constituintes majoritéarios o (-bisaboleno (65,3%) e trans-a-bergamoteno (9,9%)
foram ativos quanto a atividade inseticida e de inibicdo alimentar de Diabrotica
speciosa (DE ANDRADE et al., 2014).0 extrato de Philodendron scabrum constituido
majoritariamente por oxido de cariofileno (19,42%), a-capoeno (16,08%) e o [3-

bisaboleno (10,01%), apresentaram atividade antioxidante e citotéxica em Artemia
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salina (OTTOBELLI et al., 2011). P. goeldii tendo como componente majoritario
principal o limoneno (42,27%) produziu inibicdo do crescimento de Corynebacterium

glutamicum e C. glutamicum (SILVA et al., 2016).

5.6 INIBICAO DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE

Conforme dados encontrados na literatura, pode-se verificar que grande parte
dos extratos de plantas considerados ativos apresentam atividade anticolinesterasica
com valores de ICsp acima de 100 pg/mL (MUKHERJEE et al., 2007; SENOL et al.,
2010). O d6leo essencial de P. fragrantissimum apresentou moderada atividade
inibitéria sobre a enzima acetilcolinesterase com o valor de Clso =251,9 pg/mL (210,0
a 311,1) (Tabela 10, Figura 22).

Tabela 10 — Inibicdo de AChE em cada concentracao testada do 6leo.

Concentracdo do 6leo  Porcentagem de Inibicao

de AChE
50 6,00
100 23,50
250 46,50
350 56,98
500 73,69

Fonte: Dados do estudo.
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Figura 22- Efeito da concentracao do 6leo essencial ha porcentagem de inibicdo de
AChE. R=0,981
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Fonte: Dados do estudo.

Apesar de a atividade anticolinesterasiica dos 0leos essenciais serem um

importante foco de estudo quimicos e farmacéuticos, este parece ser o primeiro relato
de tal atividade em uma planta do género
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo da composicdo fitoquimica do Oleo essencial de P.
fragrantissimumpermitiu identificar 27 constituintes, os compostos majoritarios foram
B-Bisabolene, a-Pinene , B-Pinene, a-Bisabolene, B-Farnesene, Tridecan-2-one. O
Oleo essencial de P. Fragrantissimum indicou uma distingdo na constituicdo
fitoquimica com um estudo realizado por Castellar et al, 2013, tais variacdes podem
ser decorrente dos fatores abidticos, ao tempo y lugar da coleta e isso demonstra a
importancia de se avaliar o 6leo de uma espécie, mesmo que ele ja tenha sido
anteriormente estudado.

Na determinacdo do EHL requerido para o Oleo essencial de P.
Fragrantissimum, encontrou-se que o melhor valor foi 15,0 com tensoativos Span 80
e Tween 20. Essa formulacdo apresentou boa aparéncia, aspecto translicido e
reflexo azulada. As nanoemulsdes sdo capazes de dispersar-se em meio aquoso,
portanto sdo uma boa alternativa para utilizar 6leos essenciais que sdo menos
toxicos que os produtos sintéticos.

A nanoemulsédo de P. fragrantissimum, demonstrou potencial uso no controle
larvicida do A. aegypti, que apresentarem baixos valores de CL50 de 55,07 em 24
horas. Portanto, as larvas da espécie estudada, foram suscetiveis a composicdo do
Oleo essencial. Tais resultados poderdo ser Uteis na promoc¢do de pesquisas para o
controle vetorial de mosquitos baseado em compostos ativos oriundos de espécies
vegetais como uma alternativa aos larvicidas sintéticos.

Apesar de a atividade anticolinesterasiica dos 0leos essenciais serem um
importante foco de estudo quimicos e farmacéuticos, este parece ser o primeiro relato
de tal atividade em uma planta do género Philodendron. Atividade moderada
demonstra que esse produto possui baixa propensdo a causar eventos toxicos em

organismos nao alvo, como humanos ou animais domeésticos, por exemplo.
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