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RESUMO

A espécie Aeollanthus suaveolens conhecida popularmente como catinga de mulata pertence a
familia Lamiaceae (Labiatae). Na regido amazobnica esta espécie é utilizada na medicina
popular para o tratamento de gastrite, convulsdo de origem epiléptica, dor no estdmago e
diarreia, sendo a folha a parte mais utilizada, na forma de cha e sumo. Os 6leos essenciais
desta espécie apresentam atividade antimicrobiana, analgésica e anti-inflamatéria. O presente
trabalho avaliou a composicdo quimica do 6leo essencial de A. suaveolens, atividade
antioxidante, citotoxica frente a Artemia salina Leach, antimicrobiana e inseticida em
imaturos e adultos de Aedes aegypti. A espécie vegetal foi coleta no distrito da fazendinha na
cidade de Macapa-Amapa. O processo de obtencdo do Oleo essencial foi realizado por
hidrodestilacdo e a identificacdo dos componentes por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrébmetro de Massas. A atividade antioxidante foi avaliada pelo método de sequestro do
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil, enquanto a atividade citotoxica foi avaliada utilizando A.
salina, a atividade microbioldgica foi realizada pelo método de microdiluicdo com bactérias
Escherichia coli, Salmonella sp. e Staphylococcus aureus, o bioensaio do potencial larvicida
foi realizado com larvas no terceiro estadio de desenvolvimento do mosquito A. aegypti e a
atividade adulticida foi realizada de acordo com o protocolo da World Health Organization.
Nas analises cromatograficas, os constituintes majoritarios encontrados no éleo essencial de
A. suaveolens foram (E)-pB-Farneseno (37,615%), Linalol (33,375%), a-Santaleno (3,255%) e
Acetato de linalila (3,222%). Os resultados mostraram que as bactérias E. coli e Salmonella
sp. apresentaram mais suscetibilidade com CIM de 50 mg.mL™, quando comparadas com a
bactéria S. aureus com CIM de 100 mg.mL . Com relagdo & CBM, a concentragdo de 100
mg.mL™ foi suficiente para inibir o crescimento de E. coli. O 6leo essencial ndo apresentou
atividade antioxidante com 1Csy de 6,26 mg.mL'l, no entanto, apresentou elevada atividade
citotoxica frente & A. salina, com CLsy de 8,90 pg.mL™. O éleo essencial da A. suaveolens
apresentou potente atividade larvicida com CLsg de 0,072 mg.mL™ ap6s 24h e CLsg de 0,052
mg.mL™ apds 48h de teste. Em relacéo & atividade inseticida em adultos, o 6leo essencial da
espécie apresentou Clso de 6, 25 mg.mL™ e 5, 35 mg.mL™ em 24 e 48h, respectivamente.
Deste modo, o 6leo essencial obtido das folhas de Aeollanthus suaveolens apresenta potencial

para o desenvolvimento de inseticidas naturais.

Palavras-chave: Aedes aegypti, atividade bioldgica, hidrodestilacdo, produtos naturais.



ABSTRACT

The Aeollanthus suaveolens species is popularly known as catinga de mulata and belongs to
the Lamiaceae family (Labiatae). In the Amazon region, this species is used in folk medicine
for the treatment of gastritis, convulsions of epileptic origin, stomach pain and diarrhea, and
the sheet the most used part, in the form of tea and juice. The essential oils of this species
have antimicrobial, analgesic and anti-inflammatory activity. This study evaluated the
essential oil chemical composition of A. suaveolens, antioxidant activity, cytotoxic on
Artemia salina Leach, antimicrobial and insecticide in immature and adult Aedes aegypti. The
plant species was collected in small farm district in the city of Macapa, Amapa. The essential
oil obtained from the process was performed by hydrodistillation and identifying the
components by Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometer. The antioxidant activity
was evaluated by the method of sequestering radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, while
cytotoxic activity was evaluated using A. salina, the microbial activity was carried out by
microdilution method with Escherichia coli, Salmonella sp. and Staphylococcus aureus. The
larvicidal potential bioassay was conducted using larvae in the third stage of development
mosquito A. aegypti and adulticidal activity was performed according to the World Health
Organization. In the chromatographic analysis, the major constituents found in the essential
oil of A. suaveolens were (E) -B-farnesene (37.615%), Linalool (33.375%), a-Santalene
(3.255%) and linalyl acetate (3.222%). The results showed that the bacteria E. coli and
Salmonella sp. were more susceptible to MIC 50 mg.mL™, when compared with the
bacterium S. aureus MIC 100 mg.mL . Regarding to the MBC concentration of 100 mg.mL"
' it was sufficient to inhibit the growth of E. coli. The essential oil showed no antioxidant
activity with 1Cso of 6.26 mg.mL™, however, it showed high activity against the cytotoxic A.
salina with CLsgy 8.90 pg.mL'l. The essential oil of A. suaveolens showed potent larvicidal
activity with LCso 0.072 mg.mL™ after 24 hours and LCs 0.052 mg.mL™ of the test, after 48
hours. In relation to the insecticidal activity in adults, the essential oil of the species presented
LCso 6.25 mg.mL™ and 5.35 mg.mL™ 24h and 48h, respectively. Thus, the essential oil
obtained from the leaves of A. suaveolens shows potential for the development of natural

insecticides.

Keywords: Aedes aegypti, biological activity, hydrodistillation, natural products.
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1 INTRODUCAO

A familia Lamiaceae (Labiatae) apresenta grande importancia na medicina
popular com muitas espécies que apresentam substancias biologicamente ativas.
Tradicionalmente, sdo usadas como estimulantes do aparelho digestivo, no combate a colicas,
gases, gastrite, dor de cabeca e febre. Os dleos essenciais (OESs) de suas espécies se destacam
por possuir amplo valor econdmico, uma vez que sdo usados, principalmente, na inddstria
farmacéutica, para producdo de medicamentos; na inddstria alimenticia, para conferir sabor
aos alimentos; na industria quimica, como aromatizante e na inddstria cosmética, para
composicao de perfumes.

Dentre as espécies da familia Lamiaceae, a Aeollanthus suaveolens (catinga de
mulata), apresenta destaque na regido amazonica por ser usada na medicina popular para
tratamento de gastrite, convulsdao de origem epiléptica, dor no estbmago e diarreia, para
compor fragrancias regionais e como planta ornamental, sendo a folha a parte mais utilizada,
na forma de chd e sumo. Os Oleos essenciais desta espécie apresentam atividade
antimicrobiana, analgésica e anti-inflamatdria.

Particularmente, no estado do Amapa, as plantas com propriedades terapéuticas
séo utilizadas pelos moradores locais no tratamento de enfermidades em geral. No entanto,
pouco se conhece sobre suas potencialidades e especificidades terapéuticas, principalmente de
espécies da familia Lamiaceae, que sdo importantes produtoras de 6leos essenciais com
grande potencial econdmico. Por possuir capacidade citotdxica, os 6leos essenciais podem
atuar como antissépticos e antimicrobianos para uso pessoal, como purificador de ar,
inseticida para preservacdo de grdos e estoques de alimentos. Além disso, alguns Gleos
essenciais demonstram clara capacidade antimutagénica, que pode estar ligada a sua atividade
anticarcinogeénica.

Inseticidas botanicos sdo definidos como compostos resultantes do metabolismo
secundario das plantas. Dentre os metabolitos secundarios das plantas estdo os Oleos
essenciais que sdo considerados misturas de constituintes, formados principalmente por
monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides. Por possuir efeito ovicida, larvicida e
adulticida que combatem o mosquito A. aegypti, os 6leos essenciais vém despertando amplo
interesse em varios grupos de pesquisa.

Tendo em vista a grande diversidade de vegetais existente no Brasil, de um total
estimada em 15 a 20% do total mundial (60.000 espécies) e a ampla resisténcia do A. aegypti

a inseticidas quimicos, estudos a partir de 0leos essenciais surgem como expectativa para se
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encontrar substancias com propriedades inseticidas e simultaneamente seletivas para serem
usadas em futuras formulagdes de um produto comercial que seja eficiente, economicamente
viavel e biodegradavel.

Desta forma, o uso de plantas medicinais da flora amazonica para o tratamento e
prevencdo de doengas, como a dengue, febre de Chikungunya e Zika, continua sendo um
campo de pesquisa bastante explorado, uma vez que essas doengas se agravam em paises
tropicais onde as condi¢cdes do ambiente associadas a ineficicia das politicas publicas de
salde, favorecem o aumento da populacdo de mosquitos. Porém, antes de sua utilizagdo como
fitoterapico é necessario que se tenha conhecimento prévio de seus compostos para conhecer
sua toxicidade e assim fazer uma formulacdo apropriada e uma estratégia adequada para seu
uso. Neste contexto, o presente estudo objetivou-se analisar a composi¢cdo quimica e o
potencial bioldgico do essencial das folhas de A. suaveolens, buscando agregar conhecimento
tradicional e cientifico para um melhor desenvolvimento e conservagdo da biodiversidade da

regido amazonica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

v" Analisar a composi¢do quimica e atividade biolégica do 6leo essencial das
folhas da espécie vegetal Aeollanthus suaveolens.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Obter os 6leos essenciais das folhas da espécie vegetal A. suaveolens por
hidrodestilacéo;

v" Estimar o rendimento do 6leo essencial;

v" Analisar a composi¢do quimica do 6leo essencial por cromatografia gasosa
acoplada ao espectrometro de massa;

v/ Avaliar a atividade antioxidante do 6leo essencial da A. suaveolens pelo
método de sequestro do radical DPPH;

v" Realizar bioensaio citotéxico do 6leo essencial frente as larvas de Artemia
salina L.

v" Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo minima
bactericida (CMB) do 6leo essencial,

v" Avaliar o potencial larvicida do 6leo essencial da A. suaveolens frente as larvas
de A.aegypti;

v Avaliar o potencial adulticida do 6leo essencial da A. suaveolens em A.

aegypti.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 PLANTAS MEDICINAIS

O uso de produtos naturais como fonte de farmacos, tem sido amplamente
relatado ao longo do tempo (BARREIRO; BOLZANI, 2009). Estima-se que
aproximadamente 80% da populacdo mundial empregam frequentemente as medicinas
indigenas ou tradicionais em suas necessidades primarias de saude, especialmente aquelas que
se utiliza de terapias que envolvem o uso de fitoterdpicos. Essa crescente demanda na
utilizagdo de produtos naturais em todo o0 mundo ocorre, especialmente, devido aos problemas
que sdo atribuidos a inimeros produtos sintéticos tanto para a saude humana quanto para o
meio ambiente (OLIVEIRA, 2013).

No Brasil, o emprego de plantas medicinais estad presente desde antes da
colonizagdo, quando indios ja as utilizavam e, passaram seus conhecimentos para 0S
colonizadores, tornando-as amplamente utilizadas na medicina caseira (LIMA et al., 2012). A
historia do desenvolvimento dos farmacos registra que, no inicio, os materiais vegetais eram
utilizados da maneira como eram encontrados no meio ambiente, depois, passaram a ser
concentrados para melhorar a intensidade e uniformidade de suas ages. A medida que os
avancos da quimica foram surgindo, as substancias ativas puderam ser identificadas, isoladas
e usadas como moléculas sinteticamente elaboradas, com atividade terapéutica ainda maior
(PEREIRA; CARDOSO, 2012).

A utilizacdo de plantas como fonte de novos medicamentos é ainda pouco
explorado. De um total estimado entre 350.000 e 550.000 espécies de plantas existentes,
apenas 15 a 17% foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal (SANTOS, 2015). O
Brasil possui uma rica diversidade vegetal, estimada em 15 a 20% do total mundial (60.000
espécies), que associada a uma rica diversidade étnica e cultural, detém um valioso
conhecimento tradicional associado ao uso de plantas medicinais (PAULERT et al., 2014).
Nestas condi¢des, seria de se esperar que o Brasil fosse um pais privilegiado, considerando
sua extensa e diversificada flora. No entanto, nosso pais ndo tem um desempenho destacado
como deveria no mercado mundial de fitoterapicos, ficando inclusive atrds de paises menos
desenvolvidos tecnologicamente (MORENO, 2013).

Existem iniciativas do governo brasileiro para valorizagdo do conhecimento
popular e da utilizagdo de produtos naturais pela populagdo em seus cuidados primarios de

saude. Como por exemplo, a criagdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e
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Fitoterdpicos, que tem como objetivo garantir a populagdo brasileira 0 acesso seguro, 0 uso
racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo assim o uso sustentavel da
biodiversidade associada ao desenvolvimento de cadeia produtiva e da inddstria nacional,
incentivando pesquisas que comprovem a existéncia de principios ativos para a producédo de
possiveis novos farmacos, a partir de comprovacges cientificas que justifiquem o uso popular
de certas plantas (BRASIL, 2006).

3.2 METABOLITOS SECUNDARIOS

As plantas produzem uma grande variedade de compostos quimicos, 0s quais s&o
divididos em dois grupos, metabolitos primarios e secundarios. O metabolismo primario é
considerado como uma serie de processos envolvidos nas fungbes basicas essenciais da vida
celular, enquanto os metabolitos secundarios possuem atividades biolégicas marcantes, com
baixas concentracfes e em determinados grupos de plantas (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Os metabdlitos secundarios foram considerados por muito tempo produtos de
excrecdo do vegetal, com estruturas quimicas e, algumas vezes, propriedades bioldgicas
interessantes. Atualmente, sabe-se que muitas destas substancias estao diretamente envolvidas
nos mecanismos que permitem a adequagdo do produto ao meio, como por exemplo, na
defesa contra herbivoros e microrganismos, na protecdo contra os raios ultravioleta, na
atracdo de polinizadores ou animais dispersores de sementes, bem como sua participacdo em
alelopatias (PINTO, 2015). Alguns metabolitos secundarios derivam nao apenas de um desses
intermediarios, mas sdo resultantes da combinacdo de uma unidade de &cido chiquimico e
uma ou mais unidades de acetato ou derivados destes, como € o caso das antraquinonas, dos
flavonoides e dos taninos condensados (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Os metabdlitos secundarios se originam a partir do metabolismo da glicose, via
dois intermediarios principais, o acido chiquimico e o acetato (SANTOS, 2007). Esse ciclo

biossintético dos metabolitos secundarios pode ser observado na figura 1.
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Figura 1 - Ciclo biossintético dos metabolitos secundarios
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Fonte: Adaptado de Santos (2007).

Os produtos naturais provenientes do metabolismo secundéario de plantas podem
variar, consideravelmente, dependendo dos varios fatores abidticos, como por exemplo,
sazonalidade, indice pluviométrico, temperatura e altitude, que apresentam correlacGes entre
si, e ndao atuam isoladamente, além de fatores bidticos como microrganismos, insetos e
plantas, (MERCES, 2015).

Os metabdlitos secundarios despertam grande interesse por suas atividades
biologicas em resposta aos estimulos do meio ambiente e por possuir diversas atividades
farmacoldgicas. Neste contexto, estudar os processos de sintese destes compostos fornece
informacdes relevantes, tanto para comunidade cientifica, quanto para a industria (ALBINO et
al., 2015).

3.3 OLEOS ESSENCIAIS

Oleos essenciais s&0 compostos organicos de estrutura quimica heterogénea que
apresentam ampla distribuicio em vegetais superiores. A International Standard
Organization (ISO) define dleos essenciais (OE) ou volateis como produtos obtidos de partes

de plantas, extraidos através de destilagdo por arraste a vapor d’agua, bem como produtos
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obtidos por expressdo dos pericarpos de frutos citricos. Geralmente sdo misturas complexas
de substancias volateis, odoriferas e liquidas (SIMOES; SPITZER, 2007).
Os oleos recebem esta denominacéo devido a suas caracteristicas fisico-quimicas

descritas no quadro 1.

Quadro 1 - Caracteristicas fisico-quimicas dos 6leos essenciais
Oleos essenciais

Aparéncia oleosa a temperatura ambiente

Aroma agradavel e intenso, por isso sdo chamados de essenciais

Soluveis em solventes organicos apolares, como o éter

Em &gua apresentam solubilidade limitada, mas suficiente para aromatizar os
hidrolatos

Sabor geralmente cido e picante

A maioria possui indice de refracdo e sdo opticamente ativos

Fonte: Adaptado de Simdes e Spitzer (2007).

A extracdo dos OEs das plantas, sua preparacao e a concentracdo de suas fragdes
ou compostos sdo de grande importancia. Os métodos de extracdo mais comuns S&o:
enfloracdo, arraste por vapor d’agua ou hidrodestilacdo, extracdo com solventes organicos,
prensagem (ou expressdo) e extracdo por CO, supercritico. Dentre estes, 0 método mais usado
comercialmente no Brasil é o de hidrodestilacdo. E um método versétil e antigo, no qual o
material vegetal permanece em contato com a agua em ebulicdo e o vapor faz com que as
paredes celulares se abram e 0 éleo que esta entre as células evapore junto com a dgua que vai
para o condensador, onde € resfriado e separado por diferenca de densidade. No caso das
producdes em pequena escala, emprega-se o aparelho de Clevenger (SANTIN, 2013;
FONTES, 2014).

Os constituintes dos OEs podem pertencer as mais diversas classes de compostos,
porém os terpenos e os fenilpropenos sdo 0s compostos mais comumente encontrados. Os
terpenos encontrados com maior frequéncia nos 6leos essenciais S0 0S monoterpenos e
sesquiterpenos, enquanto os diterpenos sdo considerados constituintes minoritarios dos 6leos
essenciais (OOTANI et al., 2013). A caracterizacdo quimica dos componentes dos 0Oleos
essenciais é realizada normalmente através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massa (CG-EM), analisando as regibes de pico para definir os constituintes
(GUIMARAES, 2013).
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Dependendo da familia, os dleos volateis podem ocorrer em estruturas secretoras
especializadas, como pélos glandulares (Lamiaceae), células parenquimaticas diferenciadas
(Lauraceae, Piperaceae, Poaceae), canais oleiferos (Apiaceae) em bolsas lisigenas ou
esquizolisigenas (Pinaceae, Rutaceae). Os 0Oleos volateis também podem acumular nos 6rgaos
de uma planta, no entanto, se obtidos de diferentes 6rgdos apresentam composi¢do quimica,
caracteres fisico-quimico e odores bem distintos (SIMOES; SPITZER, 2007).

O mercado de OEs é prospero para paises que dispdem de uma grande
biodiversidade, e possuem condi¢cbes de agregar valor as suas matérias-primas,
transformando-as em produtos beneficiados (GOULART, 2015). Exemplo disso é o Brasil
que tem lugar de destaque na producdo de OE, ao lado da India, China e Indonésia, que s&o
considerados o0s quatro grandes produtores mundiais. A posicdo do Brasil deve-se aos OEs de
citricos (laranja, liméo e lima), que contribuem com 5% do total de 6leos importados para
Unido Européia e encontra-se entre os grandes exportadores internacionais (ZULIAN et al.,
2013).

Os OEs sao utilizados em diversos setores da inddstria como, por exemplo, na
fabricacdo de perfumes, que ocupam 14% do mercado de cosméticos no Brasil, produtos de
limpeza e pela indUstria de alimentos e bebidas. S&o também utilizados pela indUstria quimica
e de medicamentos. O volume de producdo e consumo de OEs no Brasil é, em grande parte,
devido & eficécia da industria brasileira de cosméticos (MIRANDA, 2012).

3.4 FAMILIA LAMIACEAE

A familia Lamiaceae compreende 240 géneros e aproximadamente 7.200 espécies
de distribuicdo praticamente cosmopolita (MARTIN et al., 2013; ADGABA et al, 2016). No
Brasil, ocorrem 46 géneros nativos e cerca de 524 espécies, com distribuicdo em regides
tropicais e subtropicais (HARLEY; PASTORE, 2012; PARTIDA et al., 2015).

As Lamiaceae sdo, geralmente, arvores, (sub) arbustos, ervas perenes ou anuais,
raramente trepadeiras, aromaticos ou ndo. Sdo conhecidas em todo o mundo pelo aroma que
suas plantas exalam. Elas produzem esséncias, e por isso podem ser consideradas aromaticas
por exceléncia, seus componentes sdo 0s principais produtos do metabolismo secundario, mas
sdo conhecidas principalmente por seus 0leos essenciais, encontrados em tricomas glandulares
na superficie das folhas e inflorescéncias. Estima-se que para obtencdo de OEs, sejam
cultivados mais de 500 mil hectares. Alguns géneros como: Mentha, Lavandula, Ocimum,

Rosmarinus, Salvia, Satureja e Thymus possuem grande importancia econdmica, uma vez que
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6leos essenciais de suas espécies sdo utilizados a nivel aroméatico e medicinal, em cosméticos
e como condimento (SILVA, 2012; MENDES, 2007).

Na medicina popular, a familia Lamiaceae ocupa o terceiro lugar em ordem de
importancia, com muitas espécies apresentando substancias biologicamente ativas (HARLEY
et al., 2004). Algumas espécies desta familia sdo comumente usadas na medicina popular
como antimicrobiano, anti-séptico, no tratamento de infec¢bes do trato respiratério,
dermatoses e feridas (SANTIN, 2013; SHENOY et al., 2009; AZAD et al., 2014).

Espécies da familia Lamiaceae indicam grande diversidade quimica, sendo que
Mentha piperita (GERSHENZON et al., 2000), Ocimum sp (ZABARAS; WYLLIE, 2001) e
Mentha arvensis (MATTOS; INNECCO, 2002) apresentaram quantidades expressivas de
substancias volateis. Oleos volateis de espécies da familia Lamiaceae possuem acio
antibactericida (Rosmarinus officinalis); espasmolitica (Metha x piperita L.); anti-séptica,
expectorante, flavorizante (Thymus vulgaris L.) e; antioxidante (Origanum majorana L)
(SIMOES; SPITZER, 2007).

3.5 Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng

A espécie A. suaveolens (figura 2), conhecida popularmente como catinga de
mulata, pertence a familia Lamiaceae. E uma erva com aproximadamente 40 cm de altura,
caule circular, ramificado; folhas pecioladas, revestidas de tricomas secretores, com esséncia
aromatica; sua pre-floracdo é valvar. Possui flores do tipo metaclamideas, bissexuadas,
trimeras; o seu androceu apresenta estames didinamos, graos de p6len esféricos, com carpelos
dialicarpelar e unilocular; ovério do tipo ginobasico, supero, sendo a inflorescéncia em
racemo (OLIVEIRA et al., 2003).
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Figura 2 - Espécie vegetal estudada (A. suaveolens)

Fonte: Martins (2015).

Na medicina popular A. suaveolens é usada no controle de convulsdes epilépticas,
no combate a febre, dor de cabeca, inicio de derrame, quebranto; sendo a folha a parte mais
utilizada, na forma de cha e sumo (OLIVEIRA et al., 2003). Em comunidades ribeirinhas do
rio Solimdes no Amazonas, a espécie € usada no tratamento de gastrite, dor no estbmago e
diarreia. Seus banhos sdo usados a fim de aliviar sintomas em vitima de “mau-olhado”
(AZEVEDO; KRUEL, 2007).

Estudo realizado por Simionatto (2007) mostraram atividade antimicrobiana do
0leo essencial da A. suaveolens, sendo a massoia lactona fortemente ativa contra 0s
microrganismos Salmonella setubal e Bacillus subtilis. Extrato hidroalcéolico de A.
suaveolens apresentaram forte atividade analgésica e anti-inflamatéria em camundongos
(COSTA-LOTUFO et al., 2004).

3.6 ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS OLEOS ESSENCIAIS

O uso terapéutico de OEs tem se expandido por todo 0 mundo, sendo amplamente
utilizados contra vérias doencgas. Até entdo tem sido estabelecido, cientificamente, que cerca
de 60% dos Oleos essenciais possuem propriedades antifungicas e 35% exibem propriedades
antibacterianas (ROSA, 2013). Entre suas diversas propriedades, podem ser destacadas:
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antioxidante, antiviral, analgésicos, sedativos, anti-inflamatdrio, antiespasmaodico e anestésico
local (CALDAS, 2011; PURNHAGEN, 2010).

Os antioxidantes podem ser definidos como substancias capazes de retardar ou
inibir a oxidacdo de substratos oxidaveis. A oxidacdo € um processo natural dos organismos
para a producdo de energia, no entanto, uma producdo descontrolada de radicais livres pode
causar 0 aparecimento de muitas doencgas, como artrite, aterosclerose, cancer e Parkinson.
Como forma de amenizar as patologias geradas por meio de uma producdo excessiva e
descontrolada de radicais livres, observa-se uma busca crescente por novas fontes de
antioxidantes obtidos a partir de produtos naturais (SOUSA, 2013; DUARTE et al., 2014).

Outra atividade bioldgica que tem sido bastante utilizada para determinar a
toxicidade dos 6leos essenciais é o bioensaio com Artemia salina. Este ensaio se caracteriza
como um teste preliminar, de baixo custo, rapido e que ndo exigi técnicas assepticas. Varios
estudos tentam correlacionar a toxicidade sobre Artemia salina com atividades antifingica,
antiviral, antimicrobiana, antiparasitaria, tripanossomicida, inseticida e antitumoral
(AMARANTE et al., 2011; POMPILHO et al., 2014; MEYER et al, 1982; MCLAUGHLIN et
al., 1995) para as substancias com CLsy< 1000 pg.mL™.

Estudos antimicrobianos sdo de grande relevancia, uma vez que, um dos
principais desafios na &rea medica é a busca de agentes antimicrobianos mais eficazes
(ORLANDO, 2011). Oleos essenciais extraidos de vegetais tém sido avaliados como
inibidores de crescimento de patdgenos em alimentos como E. coli, S. aureus, Bacillus
cereus, Streptococcus, Salmonella, dentre outros (BUSSATA et al., 2007). Pelissari et al.
(2010) relataram atividade antibacteriana in vitro de 6leo essencial de Melampodium
divaricatum (Rich) DC., com total inibicdo do crescimento de cepas Gram positivas, como S.
aureus e Bacillus subtillis. Uma das técnicas mais utilizada para triagem antimicrobiana € a
microdiluicdo, uma vez que esta é barata, 30 vezes mais sensivel que outros métodos usados
na literatura, requer pequena quantidade de amostra, pode ser usado para grande nimero de
amostras e deixa um registro permanente (PERAZZO et al, 2012).

Os Oleos essenciais vém despertando amplo interesse em varios grupos de
pesquisa devido a seus efeitos ovicida, larvicida, adulticida que combatem o mosquito A.
aegypti, além de contribuirem com o desenvolvimento de produtos inseticidas menos
agressivos ao meio (LAVOR et al., 2012; SIRIPORN; MAYURA, 2012). De acordo com
Jumbo (2013) estes podem atuar sobre os insetos, causando reducdo do numero de ovos,

repeléncia, bem como a inibicdo da oviposicdo, desenvolvimento e da alimentagdo. Sobre o
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sistema nervoso central dos insetos, os inseticidas botanicos podem apresentar acao toxica e
consequentemente a morte (SOUZA, 2013).

Muitos dos produtos quimicos sintéticos, como os organofosforados e piretroides,
podem causar resisténcia aos mosquitos e impactos negativos ao meio ambiente (ARAUJO et
al., 2013). Dessa forma, a busca por métodos alternativos para serem usados no controle do A.
aegypti, que sejam eficientes, economicamente viaveis, biodegradaveis e mais seletivos torna-
se essencial (SILVA et al., 2014).

Inseticidas botanicos sdo definidos como compostos resultantes do metabolismo
secundario das plantas, que compdem a prépria defesa quimica contra os insetos herbivoros.
Estes possuem diversas vantagens como acdo e degradacdo rapidas, toxicidade baixa a
moderada para mamiferos, maior seletividade e baixa fitotoxidade (ALMEIDA-FILHO,
2013).

Os OEs sdo produtos de extracdo de uma espécie, sendo, portanto, concentrados e
com toxicidade mais elevada que a da planta de origem. Alguns estudos demonstraram que a
toxicidade de alguns componentes dos o6leos volateis constitui uma protecdo contra
predadores e infestantes. Como por exemplo, o0 mentol e mentona que sdo inibidores do

crescimento de varios tipos de larvas (SANTIN, 2013).

3.7 Aedes (Stegomyia) aegypti (LINNAEUS, 1762) (DIPTERA: CULICIDAE)

A. aegypti ¢ um mosquito oriundo da Africa, originalmente descrito no Egito,
encontrado principalmente em paises de clima tropical e subtropical (SILVA et al., 2013).
Por possuir comportamento sinantropico e habito antropogénico, o A. aegypti promove sua
dispersdo em areas urbanas por todo 0 mundo (DIAZ-NIETO et al., 2013). Sua reproducéo
ocorre, principalmente, em agua parada e limpa, acumulada em recipientes abandonados pelo
homem, como latas, pneus, vasos, garrafas pet, ou qualquer recipiente que possa ser
ocasionalmente preenchido por agua das chuvas, bem como por recipientes utilizados para
armazenar agua doméstica, como caixas d’agua, piscinas, aquarios abandonados, dentre
outros (CONSOLI; OLIVEIRA, 1998).

O habitat do A. aegypti estd intimamente ligado as condigdes domiciliares
ofertadas pelo modo de vida das popula¢gdes humanas (POWELL; TABACHNICK, 2013).
Com isso, seu controle pode ser realizado através da eliminacdo de locais de reproducgéo das
larvas, além do controle bioldgico e quimico com a utilizacdo de inseticidas (SILVA et al.,
2013).
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O A. aegypti pertencente a familia Culicidae € um inseto de pequeno porte com
corpo delgado, popularmente conhecido como murigocas, mosquitos ou pernilongos
(SANTANA, 2012). Possui habito alimentar diurno, com maior pico entre 16 h e 18 h
(CARDOSO, 2014). Tanto os machos quanto as fémeas se alimentam de fluidos agucarados
como néctar de flores e de outros nectarios, no entanto, as fémeas sdo hematdfagas, uma vez
que necessitam de repastos sanguineos para maturagdo de ovos (CONSOLI; OLIVEIRA,
1998).

O desenvolvimento do A. aegypti ocorre por metamorfose completa, passando por
quatro estagios bioldgicos distintos: ovo, larva que apresentam quatro instares, pupa e adulto.
O ovo mede aproximadamente 1 mm de comprimento e tém uma ampla capacidade de resistir
a dessecacdo, podendo permanecer por mais de ano em ambiente seco sem prejudicar a
eclosdo da larva, que ocorre caso haja o contato com a agua (GADELHA; TODA, 1985;
SANTANA, 2012). Seus ovos sdo depositados proximo a lamina da agua, nas paredes dos
dep6sitos que servem de criadouros. No momento da postura 0s ovos possuem coloracdo
esbranquicada, mas logo adquirem cor enegrecida brilhante (SILVA, 2012).

A fase larval do Aedes é o periodo de alimentagdo e crescimento. Alguns fatores
como temperatura da agua, disponibilidade de alimento e densidade populacional no
criadouro influenciam no crescimento e no desenvolvimento das larvas (DUTRA et al., 2016).
Apos a eclosdo as larvas passam por quatro estadios e um periodo pupal, todos eles aquéticos,
para enfim chegarem a fase adulta (FARNESI et al., 2012; LELES, 2009).

O momento de transicdo do individuo do meio aquéatico para o terrestre ocorre na
fase pupal (BOHBOT, 2013). A duracdo desta fase é de aproximadamente 2 a 3 dias,
dependendo das condicdes de temperatura. E nesta fase em que ocorre a Gltima metamorfose
do mosquito até a fase adulta (TELES, 2009). A fase adulta representa a fase reprodutora do
mosquito. Os adultos vivem cerca de 35 a 40 dias, medem cerca de 3 a 6 mm de
comprimento, no entanto, os individuos do sexo masculino sdo, de maneira geral, menores
que as fémeas. O macho se distingue da fémea por possuir antenas plumosas e palpos mais
longos (SANTOQOS, 2014).

Os primeiros registros de sua identificagédo em terras brasileiras foram em 1898,
por Lutz, e em 1899, por Ribas (FRANCO, 1969). O A. aegypti é considerado um dos
principais problemas em saude publica, por ser o transmissor da dengue, febre amarela, febre
Chikungunya, doenga Zika (ZARA et al., 2016).

O virus da dengue é originario do Egito, na Africa. A primeira epidemia ocorreu

no continente americano (Peru) e surtos no Caribe, Estados Unidos, Colémbia e Venezuela.
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Sendo que os primeiros casos no Brasil ocorreram no final do século 19, no Rio de Janeiro e
Curitiba (DICK et al., 2012). Segundo o boletim epidemiol6gico do Ministério da Saide, em
2015 o numero de casos de dengue no territorio nacional aumentou para aproximadamente 1
milhdo e 300 mil e 752 dbitos. Até julho de 2016, ja foram registrados mais de 1 milhao e 300
mil casos no pais, no entanto, quando comparado com o nimero de ébitos no mesmo periodo
de 2015, houve uma reducdo de 57,7%. No estado do Amap4, o numero de casos de dengue
em 2015 foi de 2.578 casos, em 2016 ja foram confirmados aproximadamente 1.300 casos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

A febre amarela é uma doenca infecciosa ndo contagiosa causada por um
arbovirus do género Flavivirus pertencente a familia Flaviridae (OLIVEIRA et al., 2014). Sua
manifestacdo é dividida epidemiologicamente em duas modalidades: um ciclo urbano simples
do tipo homem-mosquito em que o A. aegypti responsabiliza-se pela disseminacdo da doenca
e outro silvestre complexo, com Vvérias espécies de mosquitos responsaveis pela transmissao
(BRITO et al., 2014).

No Brasil, a primeira epidemia de febre amarela ocorreu em 1685, em Recife,
atual capital do Estado de Pernambuco, para onde o virus teria sido levado em barco
procedente de Sdo Tomé, na Africa, com escala em Santo Domingo, nas Antilhas, onde a
enfermidade dizimava a populagdo (LEAL, 2012). As patogenias das infecgdes urbanas e
silvestres da febre amarela podem apresentar-se nas formas assintomatica, oligossintomatica,
moderada ou grave (OLIVEIRA et al., 2014).

Diferente da Febre amarela urbana, que estd sob controle no pais desde 1929, a
febre Chikungunya, uma arbovirose causada pelo virus Chikungunya, da familia Togaviridae
e do género Alphavirus (BRITO et al., 2014; GUDO et al., 2015), tornou-se uma grande
preocupacdo pra saude publica brasileira, com epidemias no Oiapoque (Estado do Amapa) e
em Feira de Santana na Bahia no ano de 2014. A principal manifestacdo clinica que difere da
dengue sdo as fortes dores nas articulagbes. Dados do ultimo Boletim Epidemiol6gico do
Ministério da Saude apontam que no primeiro semestre de 2016, mais de 137 mil casos de
chikungunya foram notificados. Este nimero é quase dez vezes maior que 0s registros no pais
durante todo o ano de 2015, onde aproximadamente 14 mil casos foram notificados. No
estado do Amapa até maio de 2016 foram registrados 87 casos provaveis de febre
Chikungunya (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

O virus Zika é um flavivirus (familia Flaviviridae) que foi isolado pela primeira
vez em 1947 em Uganda na Africa (VASCONCELOS, 2015). No Brasil, foi confirmado

transmissdo autoctone de febre pelo virus Zika a partir de abril de 2015, que fizeram o
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Ministério da Saude e a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) declarar estado de emergéncia
de saude publica de importancia nacional e internacional, respectivamente (FARIA et al.,
2016). Até julho de 2016, foram registrados aproximadamente 166 mil casos provaveis de
febre pelo virus Zika no pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

Apesar de ser uma infecgdo viral considerada leve e, na maioria dos casos,
assintomatica, esta doenga tem casos mais severos, que podem acometer o0 sistema nervoso
central, sendo associada a sindrome de Guillian-Barré. Além disso, estudos comprovam a
relacdo entre a infeccdo pelo virus Zika em gestantes com a ocorréncia de malformacoes

congénitas, em especial a microcefalia em recém-nascidos (LUZ et al., 2015).

4 MATERIAL E METODOS

O estudo experimental foi de natureza exploratoria e carater quali-quantitativo.

4.1 MATERIAL VEGETAL

A espécie vegetal foi coletada no distrito da Fazendinha (00°02'23"S e
51°06'29"0) no Municipio de Macapa-Amapa. Duas amostras da espécie foram depositadas
no Herbario Amapaense (HAMAB) do Instituto de Pesquisa Cientificas e Tecnoldgicas do
Estado do Amapa (IEPA) sob o n° de registro M.R.L.001.

4.2 OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL

O oleo essencial foi obtido pelo processo de hidrodestilacdo, utilizando aparelho
do tipo Clevenger (figura 3), 30 g das folhas secas e trituradas de A. suaveolens por um
periodo de 2 h, em temperatura, aproximadamente, de 100°C (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010). O ¢leo essencial foi retirado com auxilio de uma pipeta Pasteur, sendo
em seguida, acondicionado em frasco ambar envolto por papel aluminio e mantido sob

refrigeracdo (4°C) para posterior analise.
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Figura 3 - Sistema de extracdo do 6leo essencial com o aparelho de Clevenger modificado.
N e

W\l ] T

Fonte: Martins (2015).

O rendimento do 6leo essencial de A. suaveolens foi calculado com a férmula de
rendimento de éleo em base Umida (BU) (SANTOS et al., 2004):

To-= _MO_
BM x 100

Onde:

To= Teor de 6leo em % (mL de 6leo em 100g de biomassa Umida)
Vo= Volume de 6leo lido na escala do hidrodestilador

BM= Biomassa do vegetal

100= Fator de converséao para porcentagem

4.3 ANALISE POR CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA AO ESPECTROMETRO
DE MASSAS

A identificacdo dos componentes do 6leo essencial foi realizada por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), utilizando-se equipamento da marca
Shimadzu, modelo CGMS-QP 5050A. A coluna cromatogréafica empregada foi a DB-5HT, da
marca J & W Scientific, com 30 m de comprimento, diametro de 0,32 mm, espessura do filme
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de 0,10 um, e nitrogénio como géas carreador. As condicdes de operagcdo do cromatografo a
gés foram: pressdo interna da coluna de 56,7 kPa, razdo de split de 1:20, fluxo de gas na
coluna de 1,0 mL/min. (210° C), temperatura no injetor de 220° C, temperatura no detector ou
na interface (CG-EM) de 240° C. A temperatura inicial da coluna foi de 60° C, seguido de um
incremento de 3° C/min. até atingir 240° C, sendo mantida constante por 30 min. O
espectrometro de massas foi programado para realizar leituras em uma faixa de 29 a 400 Da,
em intervalos de 0,5 s, com energia de ionizacao de 70 eV.

Foi injetado 1pL de cada amostra com concentracdo de 10.000 ppm dissolvido em
hexano. Para realizacdo da identificagdo dos constituintes foi realizada a comparagdo dos
indices de Kolvats (IK) e espectros de massa de cada substancia com os dados da literatura.

A férmula usada para calcular o IK foi a seguinte:

IK=100 X NCHmn + 100 x (TRO = TRHmn/ o~ o), onde:

IK= Indice de Kovats ou indice de retencéo de Kovats;

NCHmn= N° de carbono na molécula do hidrocarboneto imediatamente menor;
TRO= Tempo de retencdo do componente do 6leo essencial;

TRHmn= Tempo de retencdo do hidrocarboneto imediatamente menor;

TRHmr= Tempo de retengdo do hidrocarboneto imediatamente maior.
4.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A avaliagdo quantitativa da atividade antioxidante foi baseada na metodologia
proposta por Sousa et al. (2007), Lopes-Lutz et al. (2008) e Andrade et al. (2012) diante do
consumo de 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) com algumas adaptac@es as condicdes do
laboratorio.

Foi preparado uma solucdo metandlica de DPPH (solugdo estoque) na
concentracdo de 40 pg.mL™?, a qual foi mantida sob abrigo luz. Os 6leos essenciais foram
diluidos em metanol nas concentragdes 5; 2,5; 1; 0,75, 0,50; e 0,25 mg.mL™. Para a avaliacéo,
foram adicionados em um tubo de ensaio 2,7 mL da solugéo estoque de DPPH, seguido da
adicdo de 0,3 mL da solugdo de oOleo essencial. Foi preparado o branco, sendo este uma
mistura de 2,7 mL de metanol e 0,3 mL de solu¢do metanodlica de cada concentracdo de OE
avaliada. Apo6s 30 minutos foram realizadas leituras em espectrofotdmetro (Biospectro SP-22)

no comprimento de onda de 517 nm. O ensaio foi realizado em triplicata e o calculo de
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porcentagem da atividade antioxidante (%AA) foi calculado com a seguinte equacdo (SOUSA
et al., 2007):
(%AA) = 100-{[(AbSamostra = AbSpranco)100]/AbScontrole }
%AA — porcentagem de atividade antioxidante
ADbSamostra — Absorbancia da amostra
ADbSpranco — Absorbancia do branco

ADbScontrole — Absorbancia do controle
4.5 ATIVIDADE CITOTOXICA COM Artemia salina Leach

O ensaio de citotoxidade frente a A. salina Leach foi baseado na técnica de Aradjo
et al. (2010) e L6bo et al. (2010), com adaptacdes. Foi preparado uma solucdo aquosa de sal
marinho sintético (35,5 g.L™) para incubacdo de 25 mg de ovos de A. salina, no qual foram
colocados em ambiente escuro por 24 h para eclosdo das larvas (nadplios), em seguida 0s
nadplios foram expostos a luz artificial em periodo de 24 h para alcancarem estagio de
metanauplios. A solucdo mée foi preparada contendo 54 mg do 6leo essencial, adicionados
22, 5 mL da solucdo de sal marinho sintético e 4,5 mL de dimetilsufoxido a 5% (DMSO) para
facilitar a solubilizacdo do mesmo.

Os metanauplios foram selecionados e divididos em 7 grupos com 10 individuos
em cada tubo de ensaio, realizado em triplicata. Cada grupo recebeu aliquotas da solu¢cdo mae
(2500, 1250, 625, 250, 25 ¢ 2,5 puL), que em seguida foi completado o volume para 5 mL com
solucdo de sal marinho sintético, obtendo-se solucgdes finais com as seguintes concentracdes
1000, 500, 250, 100, 10 e 1 pg.mL™. Para controle do teste foi utilizado solugdo salina. Ap6s
24 horas foram contados o numero de mortos. A concentracdo letal que causa 50% de
mortalidade na populacdo (CLsg) foi determinada através da analise Probit utilizando o
software SPSS® [version 20.0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA].

4.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.6.1. Microrganismos

Os microrganismos testados foram cepas padrdo ATCC (American Type Culture
Collection) recomendadas para testes de suscetibilidade aos antimicrobianos como mostra a

Tabela 1. Os microrganismos foram fornecidos pela Fundag¢do Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).
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As bactérias foram inicialmente reativadas, a partir das culturas estoque, mantidas em caldo
Mdeller-Hinton (MHC), por 18 h, a 37°C.

Tabela 1 - Microrganismos testados nos ensaios de atividade antimicrobiana.

Microrganismos Caracteristicas

Escherichia coli Bactéria Gram negativa, agente de infec¢bGes gastrintestinal,
(ATCC25922) infeccdes urinarias e apendicite.

Salmonella sp. Bactérias Gram negativa, causador da febre tifoide, febres
(ATCC14028) entéricas, enterocolites e salmoneloses.

Staphylococcus aureus Bactérias Gram positiva, agente responsavel por vérias infeccgdes.
(ATCC6538)

Fonte: Orlanda (2011).

4.6.2. Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e da concentracio
bactericida minima (CBM)

A determinacdo da CIM foi realizada através da técnica de diluicdo em
microplacas (96 pocos) de acordo com o protocolo estabelecido pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute ( 2007), com adaptacdes.

As bactérias foram inicialmente reativadas, a partir das culturas estoque, mantidas
em caldo Mdeller-Hinton (CMH), por 18 h, a 37°C. Ap06s o crescimento bacteriano, foi
preparado um indculo em solucgdo salina 0,9% para cada col6nia, ajustado para a escala 0,5 de
McFarland, posteriormente diluido em CMH e testado na concentragdo 1,5 x10’UFC/mL.

Para a determinacdo da CIM (figura 4), o OE foi diluido em Dimetilsulféxido
(DMSO 4%). Os orificios das microplacas foram preenchidos com 50 pL de NaCl e 50 uL da
solugdo de OE de A. suaveolens. Em seguida, foram realizadas dilui¢cGes seriadas de 100 a
0,048 ug.mL'l. Adicionalmente, foram distribuidos 50 pL das suspensdes de microrganismos
em cada poco das microplacas. Como controle positivo foi utilizado amoxilina (50 pL.mL™).
Foram realizados o controle do meio de cultura, o controle do OE e o controle negativo
(DMSO 4%). As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24h. Os experimentos
foram realizados em triplicatas. A CIM foi considerada a menor concentracdo de OE no qual
ndo foi visualizado crescimento microbiano. A presenca de turvagdo nos pocos indicou

crescimento microbiano e, portanto, que ndo houve atividade antimicrobiana.
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Figura 4 - Esquema para determinagdo da CIM pelo método de microdiluigao.
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A determinacdo da CBM foi realizada com base nos resultados obtidos no teste da
CIM. Os pocos das microplacas com crescimento microbiano foram replicados em &gar
Muller-Hinton e incubadas a temperatura de 37°C durante 24h. A CBM foi considerada como
a menor concentracao de 6leo essencial na qual ndo houve crescimento dos microrganismos

nas placas de Petri, ou seja, houve eliminacdo dos microrganismos.
4.7 ATIVIDADE LARVICIDA

As larvas de A. aegypti utilizadas nos bioensaios foram provenientes da col6nia
mantida no insetario do Laboratério de Arthropoda da Universidade Federal do Amap4, no 3°
estadio jovem. Os ensaios bioldgicos foram conduzidos em uma sala (3m x 4m) com
condic@es climaticas controladas: temperatura de 25+2°C, umidade relativa do ar de 75+5% e
fotoperiodo de 12 horas.

A metodologia utilizada seguiu o protocolo padrdo da WHO (1984; 2015) com
modificagdo no recipiente teste. Apds ensaios preliminares, foram selecionadas as solucgdes
aquosas nas concentragdes: 0,15, 0,125, 0,1, 0,075, 0,050, 0,025 e 0,01 mg.mL-* pré-
solubilizadas em Tween 80 a 5%.

Para cada repeticdo de um tratamento foram utilizadas 10 larvas, pipetadas para

um béquer de 100 mL contendo agua destilada (figura 5). Em seguida, as larvas foram
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removidas do béquer para o recipiente-teste, assim minimizando-se o tempo entre o preparo
da primeira e Gltima amostra. Foi verificada a inocuidade do solvente na concentracdo
empregada, estando a mesma presente, também nas réplicas do controle. Durante o
experimento, a temperatura média da agua foi de 25 °C. Apds 24 e 48 horas foram contadas as

larvas mortas, sendo consideradas como tais todas aquelas incapazes de alcancar a superficie.

Figura 5 - Atividade larvicida do 6leo essencial de A. suaveolens frente a A. aegypti

Fonte: Martins (2016).

4.8 ATIVIDADE ADULTICIDA

A avaliacdo da atividade adulticida em A. aegypti foi realizada de acordo com a
metodologia da World Health Organization (WHO, 1998), com adapta¢fes. Em tubos de 44
mm de didmetro e 125 mm de comprimento (figura 6), uma das extremidades foi tampada
com uma rede de malha fina e na outra extremidade foi acoplada uma tampa deslizante com
um orificio de 20 mm, por onde sdo introduzidos 15 fémeas adultas originarias da cepa
Rockefeller, com idades entre 2 e 5 dias com o auxilio de um aspirador bucal.

Apos ensaio preliminar, solugdes etandlicas dos dleos essenciais de A. suaveolens
foram avaliadas nas concentragbes de 50, 25, 12.5 e 6.25 e 3.125 mg.mL-' previamente
solubilizadas com tween 80 a 5% e impregnadas em papeis filtros de 5.500 mm? fixados no
interior dos tubos de exposicdo. Depois de 1 hora de exposicdo, 0s mosquitos foram
orientados para o tubo de repouso e a mortalidade foi calculada em 24 e 48 horas ap6s 0 inicio
do experimento com temperatura de 25 + 2 °C, umidade relativa do ar de 75 = 5%,

fotoperiodo de 12 horas e alimentados com solucdo agucarada a 10%. A partir de entdo,
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contabiliza-se 0s mosquitos mortos, considerando como tais aqueles incapazes de voar ou

andar dentro e que deslizam ao rotacionar no proprio eixo o recipiente utilizado.

Figura 6. Atividade adulticida do 6leo essencial de A. suaveolens frente a A. aegypti

4.9. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos das andlises fisico-quimicas e ensaios biologicos foram
expressos através da média + DP (desvio-padrdo). Os resultados foram representados em
tabelas e figuras. A CL50 (concentragéo letal que causa 50% de mortalidade na populacdo) foi
analisada pelo programa SPSS, em grafico de Probit. As diferengas que apresentaram niveis
de probabilidade menores e iguais a 5% (p<0,05) foram consideradas estatisticamente
significativas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO

O 6leo essencial das folhas de A. suaveolens, obtido através do processo de
hidrodestilacdo, apresentou rendimento de 1.6 %. Estudos realizados por Simionatto et al.,
(2007) mostraram que a espécie apresentou rendimento de 0,8%, valor inferior ao encontrado
neste estudo. Essas variacOes de rendimento podem estar relacionado a diversos fatores
abioticos, como o clima, composicéo do solo, localizagdo geografica, variagdo sazonal, 6rgdo
da planta, idade, estagio do ciclo vegetativo e periodo de colheita (EL- AKHAL et al., 2014).

5.2 IDENTIFICACAO DOS COMPONENTES QUIMICOS POR CG-EM

Pela anélise de CG-EM (figura 7) do 6leo essencial de A. suaveolens foi possivel
identificar 19 compostos. Dos constituintes quimicos detectados no 6leo extraido das folhas
1,57% sdo monoterpenos hidrocarbonados, 39,65 % sdo monoterpenos oxigenados, 43,56%

séo sesquiterpenos hidrocarbonados e 2,87% séo lactonas (tabela 2).

Figura 7 - Cromatograma obtido por CG-EM do 6leo essencial de A. suaveolens. Condigdes:
Gés de arraste: Hélio (He); temperatura inicial de 60 °C; tempo inicial de 1,0 min.; a
temperatura da coluna aumentou de 3 °C/min. até 240 °C, permanecendo nesta temperatura

por 30,0 min.
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Os principais componentes identificados foram B-pineno (1), B-mirceno (2),
Limoneno (3), 1,8-Cineol (4), p — Ocimeno (5), Linalol (6), Borneol (7), a- Tepineol (8),
Nerol (9), Geraniol (10), Acetato de Linalila (11), Geraniol formate (12), a-Santaleno (13),
(E)-a-Bergamoteno (14), (E)-p-Farneseno (15), Massoia lactona (16), (Z), (E)- a-farneseno
(17), (E)-Cariofileno (18) e 5- Decalactona (19), de acordo com figura 8.

Figura 8 - Estrutura dos principais compostos do OE de A. suaveolens
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A identificagdo dos constituintes quimicos foi baseada na comparagdo do espectro
de massa da substéncia (figura 9) com o perfil de fragmentacdo dos espectros de massa da
biblioteca Wily/PBM do equipamento e com a literatura (ADAMS, 2012).

Figura 9 - Espectros de massas do 6leo essencial da A. suaveolens obtidos por CG-EM em
comparagdo com espectros da biblioteca do equipamento.
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Substancia (5) - p — Ocimeno (tgr = 9.566 min.)
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Substancia (8) - a- Terpineol (tr = 15.327 min.)
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Substancia (11) - Acetato de Linalil (tg = 18.168 min.)
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Substancia (14) - (E)-a-Bergamoteno (tg = 25.691 min.)
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Substéncia (17) - (2), (E)- a-farneseno (tR = 27.522 min.)
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Os componentes majoritarios do OE de A. suaveolens foram (E)-B-Farneseno
(37,615%), o Linalol (33,375%), a-Santaleno (3,255%) e Acetato de Linalila (3,222%). Esses
resultados corroboram com os de Tucker et al. (2001) que apontam estes compostos como 0s

principais componentes majoritarios do 6leo essencial de A. suaveolens.

Tabela 2 - Substancias identificadas, tempo de retencdo, percentual relativo e indice
de Kovats da literatura do 6leo essencial de A. suaveolens por CG-EM.

N°  tg (min) IK* Compostos Porcentagem
relativa (%o)
1 7.163 979 B-pineno 0,411%
2 7.560 990 B-mirceno 0,263%
3 8.857 1029 Limoneno 0,127%
4 8.971 1031 1,8-Cineol 0,223%
5 9.566 1037 B - Ocimeno 0,768%
6 11.648 1098 Linalol 33,275%
7 14.267 1169 Borneol 0,178%
8 15.327 1188 a- Terpineol 1,569%
9 16.949 1229 Nerol 0,180%
10 18.088 1252 Geraniol 0,464%
11  18.168 1257 Acetato de Linalila 3,222%
12 23.595 1298 Geraniol formate (CAS) 0,544%
13 25.049 1417 a-Santaleno 3,255%
14 25.691 1434 (E)-a-Bergamoteno 1,805%
15  26.680 1456 (E)-p-Farneseno 37,615%
16 27.399 1472 Massoia lactona 2,496%
17 27.522 1505 (2), (E)- a-farneseno 0,408%
18  27.678 1419 (E)-Cariofileno 0,475%
19  28.095 1494 6- Decalactona 0,375%
Monoterpenos 1,57%
hidrocarbonados
Monoterpenos oxigenados 39,65%
Sesquiterpenos 43,56%
hidrocarbonados
Lactona 2,87%
Total 87,65

tR: Tempo de retengdo; IK*: Indice de Kovats (ADAMS, 2012).

5.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO OLEO ESSENCIAL DE A. suaveolens PELO
METODO DE CAPTURA DO RADICAL DPPH

A capacidade antioxidante de produtos naturais esta relacionada com a
composigdo de compostos fendlicos e a acdo desses é interromper a cadeia de radicais livres

na etapa de iniciagdo do processo oxidativo (FREITAS et al., 2014).
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O DPPH é um radical livre, que tem sido usado para avaliar a capacidade
antioxidante de compostos fendlicos durante a transferéncia de atomos de H labeis aos
radicais. A intensidade da coloracdo € proporcional a concentracdo da substancia com
potencial antioxidante, como é o caso dos compostos fendlicos que devido as suas
propriedades redox sdo considerados agentes redutores, doadores de hidrogénio e oxigénio
singlete (CHEN et al., 2013; GODOl et al., 2011).

O oleo essencial de A. suaveolens apresentou aumento significativo da atividade
antioxidante de acordo com o aumento da concentragdo, atingindo o valor maximo de 43,5%

de atividade antioxidante na concentracéo de 5 mg.mL™ (tabela 3).

Tabela 3 - Média e desvio padrao do percentual de atividade antioxidante do 6leo
essencial de A. suaveolens em diferentes concentracdes.

Concentracdes do OE (mg.mL-") % AA

0,25 19,5+0,38°
0,50 21,5+0,09°
0,75 22,8+0,05°
1 24,1+0,44°
2,5 31,5+0,50°
5 43,5+0,33

Letras diferentes indicam que houve diferenca significativa (p<0,05). Equacéo da atividade
antioxidante Y= 4,96x + 18,92.

A correlacdo entre atividade antioxidante (%) e a concentracdo do OE apresentou
alto valor de Clso de 6,26 mg.mL™, quando comparado com os padrdes, vitamina C e o
flavonéide rutina, com Clso de 6,13 pg.mL™ ¢ 6,71 pg.mL™ respectivamente (GODOI et al.,
2011). De acordo com Nascimento et al. (2011), quanto maior o consumo de DPPH por uma
amostra, menor sera a sua Clsp € maior a sua atividade antioxidante.

Para Beatovi¢ et al. (2015), a capacidade antioxidante de OE esta relacionada com
Seus compostos majoritarios, no entanto neste estudo, ndo foi observado atividade
antioxidante. Estudos realizados com a espécie Ocimun basilicum, tendo o linalol como
composto majoritario, mostrou forte capacidade antioxidante (TREVISAN et al., 2006). Por
outro lado, Lu e Foo (2001) acreditam que a maioria dos compostos, atuam sinergicamente
entre si produzindo um amplo espectro de propriedades antioxidantes e assim, criam um
eficaz sistema de defesa contra os radicais livres. Estudo realizado por Choi et al. (2000) com
0S compostos a-pineno, B-pineno e 1, 8-cineol também ndo apresentaram capacidade
antioxidante significativa pelo método de captura do radical DPPH, corroborando com o0s

resultados deste estudo.
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5.4 TOXICIDADE FRENTE A A. salina DO OLEO ESSENCIAL DE A. suaveolens

O teste de toxicidade sobre A. salina para extratos organicos e extratos aquosos €
considerados atéxicos se a Clsp for acima de 1000 pg.mL™, os com baixa toxicidade se a
CLso for superior a 500ug.mL™ com toxicidade moderada se a CLs, for entre 100 a
500pg.mL™ e os muito toxico se a CLsp for inferior a 100 pg.mL™ (Amarante et al., 2011).

A tabela 4 mostra as leituras de mortalidade média realizada no periodo de 24 h
da atividade citotdxica do 6leo essencial da folha de A. suaveolens. Os resultados mostraram
gue o bleo essencial de A. suaveolens apresentou elevada toxicidade frente a A. salina, com
CLso de 8,90 pg.mL™ e coeficiente de correlagdo de (R* 0,93), p<0.0000.

Tabela 4 — Percentual de mortalidade de larvas de A. salina em diferentes
concentracdes de 6leo essencial de A. suaveolens.

Concentracdes (ug.mL™) Mortalidade %
Controle o

1 Ob,a

10 76,76"

50 100°

100 100°

250 100°

500 100°

1000 100°

Caracteres minusculos diferentes representam diferencas significativas na mortalidade
entre as concentracGes dos éleos.

N&do foi reportado na literatura atividade citotoxica do Oleo essencial de A.
suaveolens frente & A. salina. No entanto, a elevada toxicidade encontrada (8,90 pg.mL™)
pode estar relacionada com o sinergismo entre monoterpenos e sesquiterpenos presentes no
6leo essencial da A. suaveolens. Estudos realizados pro Boscardin et al. (2012) sobre
atividade citotdxica de Oleos volateis de Eucalyptus benthamii em quatro linhas tumorais,
mostraram que o Gleo essencial apresentou melhor resultado que os compostos isolados (a-
pineno e y-terpineno) para células Jurkat, HeLa e B16F10.

Burt (2004) acredita que 0 mecanismo de acdo dos compostos monoterpénicos e
sesquiterpénicos possa estar relacionado com o deslocamento destes compostos da fase
aquosa em direcdo as estruturas da membrana, causando efeitos toxicos tanto a estrutura

quanto a funcdo da membrana celular.
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5.5 ATIVIDADE MICROBIOLOGICA DO OLEO ESSENCIAL DE A. suaveolens

A descoberta de novos produtos naturais com potencial antimicrobiano é de
consideravel interesse devido a crescente resisténcia de muitas bactérias aos antibidticos
utilizados atualmente para o tratamento de infec¢bes (RASHED et al., 2013).

A tabela 5 refere-se a atividade microbioldgica do oOleo essencial de A.
suaveolens. Os resultados mostraram que as bactérias Gram negativas E. coli e Salmonella sp
apresentaram mais suscetibilidade ao dleo essencial de A. suaveolens, com CIM de 50
mg.mL™?, quando comparadas com a bactéria Gram positiva S. aureus com CIM de 100
mg.mL . Com relacdo & CBM, a concentracdo do OE de A. suaveolens equivalente a 100

mg.mL™ foi suficiente para inibir o crescimento de E. coli.

Tabela 5 - Concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima
(CBM) do 6leo essencial de A. suaveolens

Microrganismo CIM (mg.mL™) CBM ((mg.mL™)
Escherichia coli 50 100
Staphylococcus aureus 100 ND
Salmonella sp 50 ND

Amoxilina (Controle positivo) 0,048 0,048
DMSO (Controle negativo) - -
ND: N&o detectado

Estudos realizados por Simionatto et al. (2007) com compostos isolados de A.
suaveolens analisados por bioautografia mostraram que a lactona monoterpénica
massoialactona apresentou uma excelente propriedade antibacteriana para 0s microrganismos
Salmonella setubal e Bacillus subtilis, sendo ativa na minima concentracdo em que foi testada
(3,125 pg.mL™). Estes mesmos autores ao analisarem a propriedade antibacteriana pelo
método de CIM, mostraram que o OE apresentou uma boa atividade contra a bactéria Gram
negativa E. coli. Neste estudo, o OE da A. suaveolens também apresentou melhor atividade
bacteriostatica (50 mg.mL™) para as bactérias Gram negativas, E. coli e Salmonela sp., e
atividade bactericida (100 mg.mL 1) apenas para E. coli (figura 10).

Diversos mecanismos tem sido propostos afim de se explicar a atividade
antimicrobiana dos Oleos essenciais, que sdo geralmente compostos por monoterpenos,
sesquiterpenos e seus derivados oxigenados (RAHMAN; KANG, 2009). Por possuirem

caréater lipofilico, os OEs se difundem através da bicamada fosfolipidica, o que posteriormente
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afeta a homeostase e o equilibrio de pH e de ions inorganicos (SOUZA et al., 2016;
SILVEIRA et al., 2014).

A maior atividade do OE frente a E. coli e Salmonella sp. e a menor atividade
frente a S. aureus, diferem da maioria dos estudos que relatam que bactérias Gram positivas
sd0 mais sensiveis a Gleos essenciais do que as Gram negativas (VALERIANO et al., 2012).
No entanto, alguns estudos ndo confirmam estas observagdes e afirmam que bactérias Gram
positivas tém sido menos ou igualmente sensiveis a bactérias Gram negativas (BURT, 2004).

Ao contrario do que se observou na atividade citotoxica do OE de A. suaveolens,
onde o efeito sinérgico dos compostos monoterpénicos e sesquiterpénicos parece potencializar
a toxicidade frente a larvas de A. salina, na atividade antimicrobiana os compostos isolados
mostraram ser mais ativos isolados (massoialactona) do que todos os componentes do 6leo
essencial (SIMIONATTO, 2007).

Figura 10 - Concentracdo bactericida minima (CBM) do 6leo essencial de A. suaveolens
frente as cepas de Salmonella sp. (A), E. coli (B) e S. aureus (C) nas concentracdes de 100,
50, 25 e 12,5 mg.mL™ em 24 h de incubacdo a 37° C.

Staphylococcus aureus
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5.6 ATIVIDADE LARVICIDA DO OLEO ESSENCIAL DE A. suaveolens

A atividade larvicida do 6leo essencial de A. suaveolens foi testada em sete
concentracdes diferentes: 0,01, 0,025, 0,05, 0,075, 0,1, 0,125 e 0,15 mg.mL™. Os resultados
mostraram que a concentracdo 0.01 mg.mL™ né&o apresentou atividade larvicida apés 24 h e
baixa atividade ap6s 48h com 1,28 % de mortalidade. A partir da concentracio 0,075 mg.mL™
0 Oleo essencial de A. suaveolens apresentou mortalidade maior que 50 % nos periodos de 24
e 48h (tabela 6).

Tabela 6 - Porcentagem de mortalidade (%) das larvas de A. aegypti em diferentes
concentracdes do 06leo essencial de A. suaveolens em dois periodos.

Atividade larvicida (%)

Concentracdes (mg.mL™) 24 h 48 h
Controle 0 0
0,01 0 1,28
0,025 1,43 5,94
0,05 22,44 52,47
0,075 64,02 86,54
0,1 86,59 98,67
0,125 94,46 100
0,15 98,27 100

O bioensaio com 06leo essencial obtido das folhas de A. suaveolens contra A.
aegypti apresentou efeito larvicida com CLsp de 0,072, p-valor < 0.05 significativo e
coeficiente de determinacdo (R?) de 0.0998 em 24 horas e CLso de 0,052 mg.mL™, p-valor <
0.05 e R? de 0.997 em 48 horas. De acordo com Cheng et al., (2003), 6leos essenciais com
CLso < 100ppm (0,1 mg.mL™) sdo considerados agentes com bons potenciais larvicidas,
corroborando com os resultados de mortalidade do OE de A. suaveolens frente a larvas de A.
aegypti.

Efeitos inseticidas dos Oleos essenciais sdo atribuidos aos seus constituintes
quimicos (MAGALHAES et al., 2015). Estudo realizado por Simas et al. (2004) o composto
majoritario (linalol) da espécie Myroxylon balsamum apresentou atividade larvicida (CLsp de
100 ppm) maior do que a encontrada neste estudo (CLsg de 0,072 mg.mL™ em 24 h e 0,052
mg.mL™ em 48h), isso sugere a possibilidade de que outros compostos sejam responsaveis
pela atividade larvicida do 6leo essencial ou até mesmo que possa existir um sinergismo entre
o linalol e outros compostos do 6leo. Para Silva (2006), a atividade larvicida pode estar

relacionada com a inibi¢do da enzima acetilcolinesterase pelos 0leos essenciais.
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Oleo essencial das folhas de Foenicultm vulgare dos paises Cabo Verde e
Portugal, apresentaram forte potencial larvicida contra o A. aegypti com CLs, de 37,1 e 52,4
uL.L?, respectivamente. Sendo que o principal componente majoritario da espécie foi o (-)-
limoneno (ROCHA et al., 2015).

Estudo realizado por Leite et al. (2009) mostrou que o 6leo essencial de espécies
da familia Lamiaceae apresentaram atividade de embriotoxicidade sobre larvas de A. aegypti

mostrando uma variacéo de inibicdo de viabilidade entre 40 e 100%.

5.7 ATIVIDADE ADULTICIDA DO OLEO ESSENCIAL DE A. suaveolens

Os resultados da atividade adulticida do 6leo essencial de A. suaveolens frente ao
A. aegypti estdo apresentados na tabela 7. A menor concentracéo avaliada, 3,125 mg.mL™,
apresentou mortalidade de 7,02% em 24 h e 9,68% em 48 h. As duas maiores concentragdes
testadas 25 e 50 mg.mL™ apresentaram 100% de mortalidade para A. aegypti adulto ap6s 24 e
48 h, respectivamente. De acordo com a United State Agency for International
Desenvolepment (USAID, 2012), existe suscetibilidade dos adultos de A. aegypti quando a
mortalidade deste vetor for de 98 a 100%, corroborando com os resultados de mortalidade do

OE de A. suaveolens.

Tabela 7 - Porcentagem de mortalidade (%) de A. aegypti adultos em diferentes
concentracdes do 6leo essencial de A. suaveolens durante dois intervalos de tempo.

Atividade Adulticida (%)
Concentracdes (mg.mL™) 24 h 48 h
Controle 0 0

3,125 7,02 9,68
6,25 57,38 69,66
12,5 86,26 94,07

25 100 100

50 100 100

A CLso do 6leo essencial de A. suaveolens frente ao A. aegypti adulto para o
periodo de 24 horas foi equivalente a 6,25 mg.mL™, p-valor < 0,05 significativo e R? de 1 e
para 48 horas foi de 5,351 mg.mL™, p-valor < 0,025 significativo e R? de 1.

N&o h& relatos na literatura sobre a atividade larvicida e adulticida do oleo
essencial de A. suaveolens frente ao A. aegypti. Neste estudo, verificou-se que diferente do
que foi constatado para as larvas, foram necessarias concentragcdes mais elevadas para que o

o0leo essencial da A. suaveolens apresentasse eficiéncia na atividade adulticida com A. aegypti.
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Alguns autores consideram que para avaliar as propriedades de produtos de
origem vegetal sobre o A. aegypti seja necessario observar o método de aplicacdo, a
concentracdo, o tempo de exposicdo e a fase de desenvolvimento do inseto que pode conferir
diferentes graus de tolerancia do produto (MACIEL et al., 2010).

Para Coutinho et al. (2011), a toxicidade de OE para insetos, pode ocorrer por
contato, ingestdo ou fumigacdo. Apesar dos mecanismos de acdo de OEs em insetos ainda
serem pouco conhecidos, estudos apontam que a inalacdo pelos espiraculos seja uma das
formas de acdo (MELLO et al., 2014). Por outro lado, sugere-se que 0s monoterpenos estejam
envolvidos através da inibicdo da enzima acetilcolestirenase (MIYAZAWA et al., 1997).

Kim et al. (2003) acredita que existe uma relagdo importante entre a estrutura
quimica e a atividade biolégica dos compostos, uma vez que quanto maior a lipoficidade,
maior a penetracdo no tegumento do inseto. A acdo inseticida por contato direto raramente é
avaliada, merecendo assim, uma maior investigacao, visto que se apresenta como mais uma
alternativa vidvel ao controle de insetos.

A utilizacdo de OEs no controle do vetor A. aegypti pode ser considerado como
um método alternativo para reduzir os efeitos colaterais de inseticidas sintéticos ao meio
ambiente. Assim, este estudo sugere que o Oleo essencial da folha de A. suaveolens tem
potencial larvicida e adulticida. No entanto, se faz necesséario conduzir mais pesquisas nesta

area, a fim de isolar os compostos eficazes.
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6 CONCLUSOES

A composicdo quimica do 6leo essencial da Aeollanthus suaveolens indicou a
presenca de 19 substancias. Sendo que os principais compostos identificados foram (E)-B-
Farneseno, Linalol, a-Santaleno e Acetato de linalila. O rendimento do 6leo essencial foi
satisfatorio quando comparado com dados da literatura.

O dleo essencial ndo apresentou atividade antioxidante pelo método de captura do
radical DPPH, quando comparado com o padréao vitamina C e rutina.

O dleo essencial da A. suaveolens apresentou elevada atividade citotoxica frente a
Artemia salina. Os dados mostram a importancia de bioensaios preliminares como uma
triagem do potencial biologico dos produtos vegetais, bem como a importancia destes
produtos como fonte de compostos bioativos.

A atividade antimicrobiana mostrou que o Oleo essencial da A. suaveolens
apresentou melhor potencial bacteriostatico para bactérias Gram negativas (E. coli e
Salmonella sp) do que para bactéria Gram positiva (S. aureus) e potencial bactericida para
bactéria Gram negativa (E. coli).

O bioensaio com 6leo essencial de A. suaveolens frente a imaturos de A. aegytpi
demonstrou potencial larvicida. Com relacdo a avaliacdo da atividade inseticida, foi
observado que adultos de A. aegypti sdo suscetiveis ao Gleo essencial. Estes resultados

demonstram o potencial desta espécie no desenvolvimento de inseticidas naturais.
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