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RESUMO

O objetivo do estudo foi investigar a composicao fitoquimica dos Oleos essenciais
dos morfotipos A e B de A. triplinervis e avaliar a atividade antioxidante, citotdxica e
inseticida em imaturos e adultos de A. aegypti. Os 6leos foram extraidos das folhas
por hidrodestilacdo e identificados através de GC-MS, a atividade antioxidante foi
avaliada a partir do sequestro de DPPH, a atividade citotdxica foi avaliado em A.
salina, e a atividade inseticida seguiu o protocolo padréo indicado pela WHO (1984)
para a atividade larvicida e o protocolo da WHO (1998) para a atividade adulticida.
O perfil fitoquimico identificou 12 compostos no morfotipo A e 8 compostos no
morfotipo B, em que o a-pineno (17,39%), sabineno (18,69%) e o trans-a-
bergamoteno (19,56%) foram majoritarios em A, e cis-ocimeno (16,26%),
benzaldeido (22,50%) e a-felandreno (23,73%) os majoritarios de B. Os resultados
demonstraram um baixo percentual de atividade antioxidante, com CLso = 11.928
mg.mL* para o morfotipo A, e 9,249 mg.mL? para o morfotipo B e a atividade
citotbxica demonstrou alta toxicidade frente a A. salina. Em relacdo a atividade
inseticida em imaturos, a ClLso estimada para o morfotipo A em 24 horas foi
equivalente a 126,277 mg.mL?! e 98,251 mg.mL* para 48 horas, em relacdo ao
morfotipo B as CLso estimadas foram 340,470 mg.mL! em 24 horas e de 118,439
mg.mL* para 48 horas de exposicédo. Para a atividade inseticida em adultos, o valor
da CLso do 6leo essencial do morfotipo A para 24 horas foi equivalente a 63.848
mg.mL* e para 48 horas igual a 40.111 mg.mL, enquanto que o morfotipo B
apresentou CLso = 39,894 mg.mLt em 24 horas e 34,306 mg.mL™! para 48 horas. Os
resultados indicam um potencial larvicida para o 6leo essencial do morfotipo A em
48 horas e eventual potencial larvicida em B em 48 horas de exposi¢cdo, assim como
a susceptibilidade de adultos de A. aegypti em ambos os 6leos nos dois periodos
de exposicdo avaliados. Deste modo, os 6leos esséncias de A. triplinervis podem ser
utilizado no controle quimico de A. aegypti e auxiliar no combate as doencas

infectocontagiosas transmitida por esse vetor.

Palavras-chave: Produtos Naturais, Quimiotaxonomia, Controle Quimico.



ABSTRACT

The aim of the study was to investigate the phytochemical composition of the
essential oil of the morphotypes A and B of A. triplinervis and evaluate the
antioxidant activity, cytotoxic and insecticide in immature and adult on A. aegypti.
The oils were extracted from the leaves by hydrodistillation and identified by GC-MS,
the antioxidant activity was evaluated using the DPPH sequestration, the cytotoxic
activity was evaluated in A. salina, and the insecticidal activity followed the standard
protocol indicated by WHO (1984) for the larvicidal activity and protocoloa the WHO
(1998) for adulticide activity. The phytochemical profile identified 12 compounds in A
morphotype and 8 compound in B morphotypes, wherein the a-pinene (17.39%),
sabinene (18.69%) and trans-a-bergamotene (19.56%) were majority in A, and cis-
ocimene (16.26%), benzaldehyde (22.50%) and a-phellandrene (23.73%) the
majority of B. The results showed a low percentage of antioxidant activity with LCso =
11,928 mg.mL* to A morphotype, and 9.249 mg.mL* to B morphotype and cytotoxic
activity demonstrated high toxicity against A. salina. In relation to the insecticidal
activity in immature, the estimated LCso for 24 hours for A morphotype was
equivalent to 126.277 mg.mL! and 98.251 mg.mL* for 48 hours, relative to the B
morphotype, were estimated LC50 340.470 mg.mL! in 24 hours and 118.439 mg.mL"
1 for 48 hours of exposure. For insecticidal activity in adults, the LCso value of
essential oil for 24hrs of A morphotype was equivalent to 63 848 mg.mL"! and for 48
hours equals 40,111 mg.mL"1, while LCso of morfotype B showed 39.894 mg.mL in
24 hours and 34.306 mg.mL* for 48 hours. The results indicate a potential larvicide
for essential oil of A morphotype of 48 hours and possible potential larvicidal at B in
48 hours of exposure, as well as the susceptibility of adults A. aegypti in both oils
during both periods of exposure evaluated. Thus, the essential oils of A. triplinervis
can be used in chemical control of A. aegypti and assist in fighting infectious

diseases transmitted by this vector.

Keywords: Natural products, Chemotaxonomy, Chemical Control.
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1 INTRODUCAO

O uso crescente dos produtos naturais, especialmente o0s metabdlitos
secundarios, como matéria-prima indispensavel a industria na busca de compostos
biologicamente ativos, anticancerigenos, antimalaricos, pesticidas naturais
biodegradaveis que contribuem para 0 sucesso evolutivo nos vegetais, levou ao
estudo pluridisciplinar de numerosas espécies vegetais, dentre as familias de
interesse medicinal esta a Asteraceae (ASCENSAO, 2007).

Bremer (1994) afirma que a familia Asteraceae se desenvolveu na América do
Sul e o Brasil desponta como origem do centro dos géneros mais primitivos.
Entretanto, as informacdes filogenéticas, taxondmicas e quimiossistematicas sao
incipientes, refletindo a presenca de géneros pouco conhecidos (REIS, 2013).
Estudos etnobotéanicos e etnofarmacéuticos indicam o interesse terapéutico de
espécies dessa familia por meio do uso medicinal que as comunidades tradicionais
dispbes em suas praticas sociais, entre elas a espécie Ayapana triplinervis (Vahl) R.
M. King e H. Rob. (RAGGI, 2013).

Plantas com atividade inseticida sdo ricas em monoterpenos, compostos
tipicamente lipofilicos capazes de interferir em processos bioquimicos basicos com
consequéncias fisioldgicas e comportamentais em insetos, entretanto, a escassez de
informacdes quimicas e da atividade biologica associada os morfotipos de A.
triplinervis, desde sua composi¢cdo quimica até sua atividade farmacoldgica,
orientam o0 seguinte questionamento norteador desse estudo: os 6leos essenciais
extraidos dos morfotipos A e B da espécie vegetal Ayapana triplinervis apresentam
atividade inseticida frente a imaturos e adultos de Aedes aegypti que justificam seu
uso na medicinal tradicional?

O crescimento da populacdo mundial, a competicdo entre homem e inseto por
alimentos, a transmissao de doencas infectocontagiosas através de vetores e a
resisténcia naturalmente desenvolvida pelos insetos levam a necessidade de uma
busca continua de novos produtos inseticidas que representam gastos na ordem
bilhdes de dolares para garantir o controle de quimico (SIMOES; et al., 2010). Diante
da necessidade de producdo de conhecimento cientificamente embasado, o objetivo
€ realizar estudo fitoquimico e avaliar a atividade antioxidante, citotoxica e inseticida
dos Oleos esséncias encontrados nos morfotipos A e B de A. triplinervis,

Possibilitando agregar valor a biodiversidade da regido Amazonica, compreender o
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etnoconhecimento das comunidades tradicionais frente a um modelo de
desenvolvimento sustentavel para garantir qualidade de vida a populagéo.

Embora se tratando da mesma espécie, as plantas podem responder de
modo muito diferente a um dado grau de tensdo ambiental, sendo esta resposta
inerente ao seu genotipo, fato que justificaria as diferencas externas entre os tipos
de A. triplinervis, uma vez que a variacdo que ocorre em populacdes naturais de
plantas é a base da sua resisténcia perante as pressdes do ambiente,
representando a matéria prima da selecdo natural (NERY, et al.,, 2014). Como
hipétese alternativa, os 6leos esséncias dos morfotipos A e B de A. triplinervis
apresentardo atividade antioxidante, citotoxica e bioldégica no controle quimico de
imaturos e adultos de Aedes aegypti. Na hipotese de nulidade, os 6leos esséncias
dos morfotipos A e B de A. triplinervis ndo apresentardo atividade antioxidante,

citotoxica e biolégica no controle quimico de imaturos e adultos de Aedes aegypti.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

v Realizar estudo quimico e biolégico de amostras de 6leos esséncias dos
morfotipos A e B da espécie Ayapana triplinervis (Vahl) R. M. King e H. Rob.

(Asteraceae).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Obter os 6leos essenciais dos morfotipos A e B da espécie A. triplinervis por
hidrodestilacdo em aparelho do tipo Clevenger;

v" Analisar a composicao quimica dos 6leos essenciais dos morfotipos obtido das
espécies A. triplinervis por cromatografia a Gas acoplada ao Espectrometro de
Massas;

v Avaliar a atividade antioxidante dos 6leos essenciais dos morfotipos obtido de
A. triplinervis frente ao sequestro de DDPH;

v Avaliarr bioensaios citotéxicos dos 6leos essenciais dos morfotipos obtido de A.
triplinervis frente a A. salina L.;

v" Avaliar o potencial larvicida dos 6leos essenciais dos morfotipos obtido das A.
triplinervis em A. aegypti.;

v Avaliar o potencial adulticida dos 6leos essenciais dos morfotipos obtido da A.

triplinervis (Vahl) em A. aegypti.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 O USO DE PLANTAS MEDICINAIS

No ano de 2011, o mercado global de medicamentos sintéticos e naturais
alcancou U$ 800 bilhdes de ddlares. Em sua distribuicdo percentual, a América do
Norte se destacou ao movimentar 38,2% desse valor, a Europa 28%, Japao 11,3%,
América Latina 6,6% e Asia, Africa e Australia 15,9% juntas. O mercado de
fitoterdpicos atingiu o valor de U$ 26 bilh6es, em que, a Europa movimentou 30%
desse valor, Asia 29%, América do Norte 18%, Japdo 11% e a América Latina 5%, e
0s 7% restantes foram distribuidos nas demais regiées mundiais ndo citadas. No
Brasil, a receita total do setor farmacéutico movimentou R$ 43 bilhdes em 2011, o
mercado de fitoterapicos teve um acréscimo de 13% em relacdo ao ano de 2010,
movimentando cerca de R$ 1,1 bilhdo (ALVES, 2013).

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) apontam gque 80% da
populacdo mundial faz uso de medicamentos derivados de plantas medicinais. No
Brasil, 91,9% fizeram uso de alguma planta medicinal em algum momento e, destes,
46% mantém cultivo caseiro de alguma espécie Util a saude (ETHUR et al., 2011).

Comparando proporcionalmente o desempenho do Brasil neste setor,
observa-se que o pais ndo acompanha o potencial de recursos naturais que dispde.
Dados do Ministério do Meio Ambiente indicam que possuimos de 15% a 20% das
1,5 milhdo de espécies descritas na Terra gracas a extensédo, diversidade geogréfica
e climética do Brasil. A maior cobertura de florestas tropicais do mundo é composta
por cerca de 55 mil espécies de plantas superiores, algo em torno de 22% do total
mundial, destas, 21 mil espécies fanerogamicas estdo distribuidas na Amazonia
Legal (BRASIL, 2002).

Da populagdo mundial, 80% n&o tém acesso ao atendimento primario de
saude por estarem distantes dos centros ou indisporem de recursos para adquiri-los
(VIEIGAS JUNIOR, 2008). Para essas pessoas a terapia alternativa se apresenta
como a principal forma de tratamento, procurando a cura de suas moléstias através
das plantas medicinais. A OMS define plantas medicinais como qualquer vegetal que
possui, em um ou mais 6érgdos, substancias utilizadas com fins terapéuticos ou que
sejam precussoras de farmacos semissintéticos (VIEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL,
2005).
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O surgimento de uma nova racionalidade Newtoniana-Cartesiana separou o
homem da natureza através de reducdes e compartimentacdes, provocou mudancas
na estrutura social do mundo por meio da producéo capitalista e orientou pratica de
salde atual baseada em uma concep¢do mecanicista da vida e estruturada em um
complexo médico-industrial de medicina cientificista (BARBOSA,; SILVA; SOLER,
2011).Em oposicado a concepgdo mecanicista, o cultivo de plantas medicinais esta
baseado no conhecimento popular transmitido entre geracdes que possibilitam
entender a influéncia da cultura indigena, ribeirinha, africana nessa pratica
(LACERDA et al.,, 2013). Sao resultados de uma concepg¢do organica da vida
compostas por seus elementos magico-religiosos que se adequavam ao conjunto do
processo social historicamente determinado, sua identidade cultural e o sentindo do
mundo real (BARBOSA; SILVA; SOLER, 2011).

3.2 ESPECIE DE INTERESSE MEDICINAL DA FAMILIA ASTERACEAE

A familia Asteraceae (Compositae) compreende 1535 géneros, destes 180
encontrados no Brasil, com, aproximadamente, cerca de 23.000 espécies
monofiléticas descritas e botanicamente aceitas. Conhecidas como familia dos
girassoéis ou margarida, a Asteraceae dispde de um capitulo constituido por flores
pequenas, chamado de flésculos, e anteras fundidas em um anel com podlen
empurrado por estilos ou cipselas, espécie de frutos seco com aspectos variados,
98% dos géneros sao de pequeno porte, como ervas e arbustos e, raramente,
arvores. Sao encontradas em regifes tropicais, subtropicais e temperadas, sendo
mais abundante na regido arida do que nas florestas tropicais umidas. (SOUZA et
al., 2003; VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005; CORREIA, 2010).

Os metabdlitos secundarios produzidos pelo seu sistema quimico de defesa
contribuiu para o sucesso evolutivo, tornando o principal responsavel pela
importancia dessa familia na medicinal tradicional, com emprego significativo na
alimentacdo, na cosmeética e como planta ornamental e inseticida (CORREIA, 2010;
REIS, 2013).

A familia é conhecida por produzir poliacetilenos, seisquiterpendides,
diterpendides, triterpendides, flavonoides, cumarinas, benzefuranos e benzepiranos
(EMERENCIANO et al., 1998). No Amap4, estudo de Silva (2002), Costa E. (2013) e

Costa J. (2013) apontam o0 uso terapéutico de espécies desta familia pelas
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comunidades tradicionais com significativo destaque contra maléria, gripe, diarreia,
gastrite, pressdo alta, entre outras. E considerada uma importante familia de
interesse terapéutico em decorréncia da diversidade de espécies utilizadas pela

medicina tradicional, com especial destaque para a A. triplinervis .

3.2.1 Ayapana triplinervis (Vahl) R.M. King & H. Rob.

Espécie conhecida popularmente como Japana-branca ou Japana-roxa, €
indicada pela medina tradicional para o tratamento de doencas como célera, tétano
e lepra (MAIA; ANDRADE, 2009). Carmo et al. (2015) identificaram o uso das folhas
da espécie contra gripe, constipacdo, dor de cabeca e afta; Gupta et al. (2002)
relataram o uso na india das folhas pela medicina tradicional como laxante,
estimulante cardiaco e anticoagulante, além de indicarem a presenca de cumarinas,
esteroides, carotenoides em extratos das folhas.

Originaria da América do Sul, a A. triplinervis pode ser encontrada no Brasil,
Equador, Perl, Porto Rico e Guianas, além de estar adaptada em outros paises
como india e Vietnam (GAUVIN-BIALECKI; MARADON, 2009). De acordo com Nery
et al. (2014), a espécie pode ser encontrada em dois morfotipos: Japana-branca
(aqui identificada como morfotipo A) e Japana-roxa (morfotipo B) que podem medir
entre 40 a 50 cm de altura, ereta ou semiprostrada.

O caule é cilindrico, piloso em ambos os tipos com coloracdo verde, maior
namero de nds e brotos foliares no tipo “branca”. Enquanto que no tipo “roxa”, o
caule apresenta-se com coloracao roxa e entrenés curtos. As folhas sdo simples,
herbaceas, sésseis, opostas; limbo 10-12 cm de comprimento, 1,5-2,5 cm de largura
gquando completamente expandido, ovadolanceolado, apice agudo, margem
levemente serreada, base decorrente no tipo branca e atenuada no tipo roxa;
nervacado acrédroma suprabasalbroquidddroma, como demostra a figura 1 seguinte,
comparando as diferencas morfoanatémicas das folhas e do caule dos morfotipos de

A. triplinervis:
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Figura 1 - Diferencas morfoanatdmicas entre os tipos A e B de A. triplinervis.

Fonte: Nery et al.(2014).

Em um estudo morfoanatdémico cauliar e foliar da espécie, Nery et al. (2014)
constataram na coloracdo do caule e na nervura das folhas, base foliar, distancia
dos entrends, ramificacdo e presenca de brotos foliares que estdo em maior
quantidade no tipo “branca”. Afirmam, ainda, que o caracteres morfoanatdmicos

encontrados estdo de acordo com os descritos em Asteraceae, e concluem que as
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as diferencas encontradas entre 0s espécimes sdo relevantes para separa-los em
morfotipos.

Salvamangai e Bhaskar (2012) caracterizaram fitoquimicamente os extratos
metandlicos de folhas de A. triplinervis coletadas na India através de cromatografia
gasosa acoplada a espectroscopia de massa (GC-MS) e identificaram a
predomindncia de acido hexadecanoico, &cido tetradecacdico e &cido
octadecanodico, capazes de apresentar bioatividade hipocolestémica, antioxidante,
antiproliferativo e anticangerigeno. Estudos de Arung et al. (2012) determinaram
uma inibicdo de 59% de melanomas usando extratos metandlicos de A. triplinervis
com baixa citotoxicidade . Em outro estudo realizado por Melo et al (2013), foi
demonstrado pela primeira vez na literatura que o extrato hidroalcolico da espécie
apresenta atividade ansiolitica, sedativa e efeitos comportamentais antidepressivos
no sistema nervoso central em modelos animais. Contudo, nenhum estudo citado

distinguiu os seus morfotipos.

3.3 ROTAS DE BIOSSINTESSE DOS METABOLITOS SECUNDARIOS NOS
VEGETAIS

Os compostos que tém propriedades medicinais séo oriundos do metabolismo
vegetal através do processo fotossintético. A partir da glicose sdo formadas
praticamente todas as substancia do metabolismo primario, ligado ao crescimento e
desenvolvimento do vegetal, e fornecedores de matéria prima e energia para a
formacao dos metabdlibos secundario (OOTONI et al., 2013; RAGGI, 2013).

Quando a glicose é convertida em acido piravico, 0 metabolismo pode seguir
duas vias distintas: a rota do acido chiquimico para formar os metabdlitos
secundarios aromaticos como alcal6éides inddlicos, quinolinicos, isoquinolinicos,
ligninas e lignanas, cumarinas e taninos hidrossoluveis. Na segunda via o piruvato e
oxidado até formacdo de moléculas de acetil-coenzima A que, por sua vez, podera
seguir trés vias diferentes: a via do acido citrico formando alcaldides pirrolidinicos,
tropanicos, pirrolizidinicos, piperidinicos e quinolizidinicos; a via do mevalonato que
orginara os terpendides e os esterdis; e a condensacdo de acetato que formara as
acetogeninas. A combinacdo de uma unidade do &cido chiquimico e uma ou mais
unidades do acetato ou derivados, podera resultar na producdo de antraquinonas,

flavondides e taninos condensados (OOTONI et al., 2013).
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Figura 2 - Principais rotas biossintética dos metabdlitos secundarios.
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Fonte: Ootoni et al.(2013)

metabdlitos secundarios desempenham nos vegetais. Em virtude de sua polaridade,
pequena massa molecular, meia-vida curta, reatividade quimica, ocorréncia
esporadica e grande potencial oxidante sdo, ainda, mensageiros de informacdo. A
diversidade de metabdlitos secundarios pode ser explicado, em parte, pela
necessidade de defesa quimica contra o meio ambiente e animais que as plantas
desenvolveram no seu processo evolutivo (RAGGI, 2013).

Canton e Onofre (2009) consideram que a composi¢cao quimica é mais
importante que a morfologia quando cita que a variabilidade de classes de
metabdlitos secundarios pode ajudar na taxonomia dos vegetais. As classes de
metabdlitos secundarios tém distribuicdo restrita e limitada a certos géneros e
espécies, por exemplo, em relacdo a Asteraceae, os flavondides tém se apresentado
como um importante marcador taxonémico, permitindo que algumas espécies sejam
classificadas sistematicamente pelo flavonéides que produzem (SILVA et al., 2006).
Seus sitios de producéo e reserva sdo diferenciados, podem ser acumulados nos
vacuolos de forma glicosilada ou em estruturas secretoras especiais tais como

dutos, tricomas e canais laticiferos (RAGGI, 2013).
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3.4 CONSTITUICAO QUIMICA E BIOSSINTESSE DOS OLEOS ESSENCIAIS
(OLEOS VOLATEIS)

As plantas sintetizam e emitem uma grande quantidade de compostos
volateis com a finalidade de defesa em resposta a um ataque patogénico e para
atrair seus polinizadores, esses 6leos esséncias (OE’s) obtidos a partir de extragbes
possuem uma complexa composicdo quimica e sdo considerados fontes em
potencial de sustancia biologicamente ativa (COSTA et al., 2005).

A International Standard Organization (ISO) define 6leos volateis como os
produtos obtidos de partes de plantas através de destilacdo por arraste com vapor
d’agua, bem como produtos obtidos por expressao dos pericarpos de frutos citricos,
geralmente substancias odoriferas e liquidas. Sua composicdo contém
monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropandides e compostos oxigenados como
ésteres, alcoois, aldeidos, cetonas, lactonas, fénois e outras substancias de baixo
peso molecular, sua volatilidade € uma caracteristica importante derivada de seu
processo de obtencdo (SOUZA et al., 2010).

Os 6leos essenciais sao sintetizados em todos os 6rgdos das plantas com
grande abundancia nas angiospermas dicotiledéneas pertencentes as familias
Asteraceae, Apiaceae, Lamiaceae, Lauriaceae, Myrtaceae, Piperaceae e Rutaceae.
A aplicacdo varia de lugar para lugar, mostrando-se dependente da disponibilidade,
o tipo e a eficacia das plantas adequadas em diferentes localizacdes geograficas
(OOTANI et al., 2013). S&do encontrados em glandulas secretoras especiais ou em
células internas e sua acumulacao depende do estagio ou fase de desenvolvimento.
A producédo esta integrada com a fisiologia do vegetal e diretamente relacionada
com os ajustes no desenvolvimento e na diferenciacdo de tecidos, assim como do
impacto de estresses abidticos que podem produzir 6leos essenciais com
propriedades distintas em uma mesma espécie (ADIO, 2005). Entre os fatores
abidticos que influenciam na composicdo quimica de um vegetal estdo:
luminosidade, umidade, radiacdo solar, vento, temperatura, estacdo do ano em que
a planta foi coletada, altitude, ritmo circadiano, poluicdo atmosférica, entre outros
(PURNHAGEN, 2010).

Os 6leos essenciais sdo metabdlitos secundarios quimicamente constituidos

por fenilpropandides e, preponderantemente, terpendides, uma classe de
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metabdlitos originada a partir de unidades isoprénica através da via do mevalonato
(SIMOES, et al.;2010).

3.4.1 Mecanismo de Biossintese dos Terpenos

Sabe-se desde a antiguidade que os constituintes odoriferos de uma planta
podem ser concentrados na forma de um 6leo essencial pelo aquecimento brando
da matéria vegetal, posteriormente descobriu-se que a destilacdo a vapor € um
método mais eficaz para obtencdo desses olhos. Por volta de 1592 ja se conhecia
cerca de 70 diferentes Oleos essenciais. A investigacdo da composi¢cdo quimica
desses O6leos iniciou em no século XIX e levou a descoberta de alguns
hidrocarbonetos isoméricos de formula CioHis a que se chamou de terpenos
(ALLINGER et al., 2011)

Os terpenos, hidrocarbonetos formalmente divididos em unidades isoprénicas,
sdo um dos maiores grupos de produtos naturais e compreende numerosas
substancias com papeis importantes em processos fisioldgicos e patoldgicos. Para a
formacao das unidades isoprénicas, inicialmente trés moléculas de acetil-coenzima
A séo usadas para na formacao do &cido mevaldnico, duas se combinam através de
condensacdao de Claisen para formar a acetoacetil-coenzima A e a terceira molécula
€ incorporada via adicdo aldolica estereoespecifica para gerar o éster B-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA (do inglés, HMG-CoA) (ADAM,; et al.;2012) .

Pela acdo da enzima HMG-CoA redutase ocorre a reducdo de tio éster para
aldeido por via hemitioacetal, formando o acido mevaldico hemitioacetal (3R)-MVA),
sua conversao envolve a transformacdo do grupo tio éster para alcool primario
através de uma reacdao irreversivel. Os seis carbonos do acido mevalbnico (MVA)
sao transformado em unidades isoprénicas por uma série de reacdes de fosforilacao
no alcool priméario por moléculas de ATP, duas diferentes enzimas de ATP séo
envolvidas para a formacdo do &cido mevaldnico difostato, e as reacdes de
descarboxilagéo/desidratacdo originam o isopentenil difosfato (IPP) (DEWICK,
2002).

De acordo com Dewick (2002), uma quarta molécula de ATP € requerida na
altima transformacédo através de fosforilagdo da hidroxila para uma isomerizagéo

alilica estereoespecifica removendo ou préton do C-2 e incorporando um préton no
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C-4 oriundo das moléculas de H20 em equilibrio reversivel para a formagdo do
dimetilalil difostato (DMAPP), de acordo com a imagem seguinte:

Figura 3 - Biossintese do IPP e DMAPP para formagéo das unidades isoprénicas.
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O isopentenil difosfato e seu isbmero, o dimetilalil difosfato (DMAPP) sé&o as
unidades pentacarbonadas ativas na biossintese dos terpenos que se unem para
formar moléculas maiores. Inicialmente o IPP e o DMAPP reagem e formam o
geranil difosfato (GPP), uma molécula de 10 carbonos a partir da qual sdo formados
os monoterpenos. O GPP pode, entdo, ligar-se a outra molécula de IPP formando
um composto de 15 carbonos, farnesil difosfato (FPP), precursor da maioria dos
sesquiterpenos. A adicdo de outra molécula de IPP forma o geranilgeranil difosfato
(GGPP), composto de 20 carbonos precursor dos diterpenos. Finalmente, FPP e
GGPP podem dimerizar para formar triterpendides (C30) e tetraterpenos (C40)
(DEWICK, 2002).
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Figura 4 - Dimerizacéo de IPP para formacédo de Terpenos.
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3.4.2 Mecanismo de Biossintese dos Fenilpropandides

No geral, os terpenodides sdo o0s constituintes predominantes dos o6leos
essenciais, porém, diversas esséncias também podem ser compostas de outras
substancias quimicas, os fenilpropandides. Sua biossintese gera uma grande
variedades de metabolitos aromaticos que desempenham importantes funcdes
fisiologicas essenciais para o desenvolvimento, crescimento e adaptacdo ambiental,
alguns desses compostos com alto valor econémico. Além disso, muitos compostos

fendlicos soluveis, sintetizados de uma forma especifica para a espécie, atuam
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como fitoalexinas antipatogénica, antioxidantes ou como absorventes da radiagao
ultravioleta, que protegem as plantas de estresses bidticos e abioticos ou atuam
como pigmentos para atrair polinizadores, ou, ainda, como moléculas sinalizadoras
gue mediam interacBes planta-microbio A formacdo é especifica no tecido e a
acumulacao de fenilpropanoides provavelmente representa um dos requisitos mais
importantes para a colonizacdo do planeta pelas primeiras espécies vegetais
(ZHANG,; LIU, 2015).

De acordo com Dewick (2002), a formacédo do acido chiquimico inicia por uma
reacdo de condensacdo do tipo alddlica entre o fosfoenolpiruvato (PEP) e a D-
eritrose-4-fosfato para formar o &cido 3-deoxi-D-arabino-7-fosfato (DAHP).
Posteriormente, a eliminacéo do acido fosforico a partir do DAHP, seguido da reacéo
alddlica intramolecular gera o primeiro intermediario carboxilico, o Acido 3-
dehidroquinato. A desidratacdo e a reducdo do &cido 3-dehidroquinato produz o
acido chiquimico, de acordo com a reacédo seguinte:

Figura 5 - Reagéo entre PEP e DAHP para formac&o do Acido Chiquimico.
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Da reacdo entre o acido chiguimico e uma molécula de fosfoenolpiruvato
(PEP), ocorre a formacéo do acido corismico apés a fosforilagdo de ATP e catélise
pela enzima acido 3-fosfato-3-enolpiruvilchiquimato sintase (EPSP) por meio de uma

reacao de eliminacéo ndo concertada (DEWICK, 2002):
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Figura 6 - Reacdao entre o acido chiquimico e PEP para formacéo do acido corismico.
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A partir do acido corismico, a formacdo dos aminoacidos arométicos L-
fenilalanila e L-tirosina via acido prefénico pode variar de acordo com o organismo e
por rotas distintas em funcdo da atividade enzimética disponivel. Essencialmente,
trés reacfes estdo envolvidas: aromatizacado descarboxilativa, transaminacdo e uma
oxidacao para a Tirosina (DEWICK, 2002).
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Figura 7 - Formacéo dos aminoacidos L-Fen e L-Tir via acido prefénico.
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Por fim, os aminoacidos aromaticos L-Fen e L-Tir. formam o p-cumarinico
(acido cinamico), que originara os compostos fendlicos simples denominados de
Fenilpropanoides, através de reacdo de eliminacdo de segunda ordem da amina
(ZHANG,; LIU, 2015).

Figura 8 - Formacéao do acido cinamico através dos aminoacidos L-Fen e L- Tir.
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Figura 9 - Férmulas estrutural do eugenol e anetol.
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A oxidagdo da cadeia lateral do &cido cindmico conduz a formacdo de
compostos importantes como o0 eugenol e o anetol exemplificados na figura
seguinte. A perda de atomos de carbono forma compostos fendlicos simples que
desempenham papel importante na defesa do vegetal contra insetos herbivoros e
fungos. Os fenilpropandides podem, ainda, servir como unidade formadora de
compostos fenélicos mais complexos (SIMOES, 2010; DEWICK, 2002).
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As propriedades fisicas comuns dos Oleos esséncias sdo odores
caracteristicos, alto indice de refracdo, atividade opticamente ativa com rotacao
especifica, tornando-se uma propriedade 0til para sua caracterizacdo. Eles sé&o
imisciveis com agua, mas solluveis em éter, alcool e na maioria dos solventes
organicos. Nao se tornam ran¢osos, mas quando expostos a luz e ao ar se oxidam e
adquirem caracteristicas resinosas. Ndo € incomum que um Oleo volatil contenha
mais de duzentos componentes e muitas vezes 0S componentes vestigiais Sao
essenciais para o odor e aroma, que pode ser mudado na auséncia de apenas um
deles (SOUZA et al., 2010). Sua caracteristica volatil permite que os 6leos
essenciais brutos sejam analisados diretamente por cromatégrafo gasoso (CG)
guando diluidos sem preparacdo prévia da amostra, possibilitando ndo somente a
analise quantitativa dos seus constituintes como também a qualitativa ao ser
acoplado a um espectrdmetro de massa (GC-MS) (SIMOES et al., 2010).

3.5 A ESPECTROSCOPIA DE MASSAS NA IDENTIFICACAO DOS OLEOS
ESSENCIAIS

O fisico britanico Sir John Joseph Thompson (1856-1940) trouxe os elétrons,
ions e is6topos para o centro das discussfes cientificas em 1897. Thompson focou
seus estudos nos raios catddicos e foi 0 pioneiro ao propor que as particulas
carregadas negativamente eram cerca de 1000 vezes menores que o atomo, estudo
com o qual foi agraciado com o Prémio Nobel de Fisica em 1906 pela descoberta do
elétron. Dez anos depois, Thompson retornou ao estudo desses corpusculos e aos
raios canal (anddicos ou feixe de ions positivos), em conjunto com seu assistente, o
fisico britanico Francis William Aston (1877-1945), Thompson orientou neon ionizado
através de um campo eletromagnético e mediu os desvios das particulas
(WHATSON; SPARKMAN, 2007).

Aston percebeu que algumas particulas eram desviadas de maneira diferente
e concluiu que tais desvios resultavam de is6topos do gas, fundamentando a raiz da
espectroscopia de massa. Trabalhando em Cambrindge, Inglaterra, Aston melhorou
a metodologia de Thompson e criou o primeiro instrumento de massa, O
Espectrégrafo, utilizando seu equipamento, Aston péde identificar 212 dos 278
isétopos naturais. Em 1922, Aston foi laureado com o Prémio Nobel de Quimica pelo

desenvolvimento do Espectrégrafo de Massa e por mensurar 0s isétopos dos
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elementos quimicos. Paralelamente, o Canadense-americano Arthur Jeffery
Dempster (1886-1950), trabalhando na Universidade de Chicago, desenvolveu em
1918 o dispositivo que é considerado o primeiro Espectrometro de Massas moderno
(MCLAFFERTY, 2008).

A Espectroscopia de Massa se popularizou durante a Il Guerra Mundial
(1939-1945) ao responder com precisdo qual is6topo de Uranio poderia ser
aproveitado para a producéo de energia e na preparacao de Plutdénio de qualidade
militar, mostrando-se imprescindivel para as pesquisas iniciais do Projeto Manhattan,
gue tinha como objetivo construir a primeira bomba atémica pelos Estados Unidos,
em cooperacao com a Inglaterra e o Canadd (MCLAFFERTY, 2008).

De acordo com Skoog et al (2006), os Espectrobmetros de Massas
basicamente contém uma entrada para a amostra, um analisador m/z que é
responsavel pela separacdo dos ions de acordo com seus valores de m/z, um
detector que gera 0s sinais que sao registrados com os valores de m/z e a
abundancia dos ions, um sistema de vacuo que remove as moléculas
proporcionando um caminho livre de colisdo entre os ions e a fonte de ions no
detector e o computador que coordena as funcgdes dos componentes individuais,
registra e armazena os dados obtidos, de acordo com a ilustracao seguinte:

Figura 10 - Representagdo esquematica de um Espectrometro de Massas
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A Espectroscopia de Massa é uma técnica de microandlise utilizada para
detectar seletivamente e determinar a quantidade, sua composicdo elementar,
certos aspectos da estrutura molecular, a extenséo e a localizacao da incorporagao
de is6topos no analito. Os registros ocorrem quando as moléculas em fase gasosa
sdo bombardeadas por um feixe de elétrons, durante a interacdo entre a molécula e
os elétrons de alta energia ha transferéncia de energia para a molécula, podendo
dissipar a energia adicional pela ejecdo de um elétron, ficando positivamente
carregada e originando o ion molecular. Se o ion molecular formado tiver energia
suficiente, podera haver fragmentacdo de uma ou mais ligagdes, resultando em um
ion e uma molécula neutra ou em um radical (WHATSON; SPARKMAN, 2007)..

Os instrumentos trabalham em baixa pressdo, geralmente 10° mmHg,
podendo ocorrer fragmentacdes e rearranjo intramoleculares, porém a reacdes
intermoleculares entre ions ou moléculas neutra sdo pouco provaveis. As
concentracbes relativas dos ions dependem das velocidades de formacdo, das
fragmentacdes e dos rearranjos subsequentes de todos os ions (WHATSON;
SPARKMAN, 2007).

As fragmentagbes sao essencialmente processos unimoleculares de
decomposicao, para um ion molecular que contém um numero impar de elétrons, a
fragmentacao pode ocorrer por quebra homolitica ou heterolitica de uma ligacdo
sigma. Na quebra homolitica, cada elétron se desloca de forma independente, ja na
guebra heterolitica, um par de elétrons se desloca em direcdo a carga positiva
(SILVERTEIN; WEBSTER; KIEMLER, 2012).

Para Silverstein, Webster e Kiemler (2012), o uso de conceitos fundamentais
de fisico-quimica orgéanica permite estabelecer regras gerais de previsdo dos picos
mais intensos de um espectro obtido por impacto de elétrons, entre elas: o pico do
ion molecular tem maior altura relativa nos compostos de cadeia linear e sua
intensidade diminuiu a medida que o grau de ramificacdo aumenta; a intensidade do
pico do ion molecular diminuiu com o aumento do peso molecular em uma série
homodloga, entretanto os ésteres graxos parecem ser uma excessao; 0 processo de
quebra é favorecido nas ligacbes de atomos de carbonos ramificados, isso é
consequéncia da maior estabilidade dos carbocations terciarios em relagdo aos
secundéarios, e dos secundarios em relagdo aos primarios; ligacdes duplas,
estruturas ciclicas e anéis aromaticos ou heteroatomos estabilizam o ion molecular;

as ligacdes duplas favorecem ligacdes alilicas e dao origem ao carbocation alélico;
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anéis saturados tendem a perder cadeias laterais na ligagdo a, os anéis insaturados
podem sofrer uma reacdo do tipo retro-Diels-Alder; nos compostos aroméaticos
alquissubstituidos a quebra é mais provavel na ligagao B em relagdo ao anel; as
ligacdes C-C proximo a heteroatomo frequentemente se quebram, deixando a carga
no fragmento que contém o heteroatomo; e as moléculas frequentemente séo
associadas a eliminacdo de moléculas neutras e estaveis como monoxido de
carbono, alquenos, agua, amodnia, sulfeto de hidrogénio, cianeto de hidrogénio,
mercaptans, ceteno ou alcoois, muitas vezes com rearranjo.

Os rearranjos que envolvem migracdo de atomos de hidrogénios na molécula
na posicao gama e contém heteroatomos em uma ligacéo pi, sdo bastantes comuns,
como exemplo o Mclafferty, que produz picos intensos caracteristicos e sdo muito
Gteis na identificacdo de estruturas. A espectroscopia de Massas tem ampla
aplicacdo na identificacdo dos constituintes quimicos da mistura complexa de
compostos encontrados nos 6leos essenciais, indicando a massa molecular e o
padrao de fragmentacéo (GRIFFITHS, 2008).

3.6 BIOATIVIDADE MAIS OCORRENTES NOS OLEOS ESSENCIAIS

Dentre as principais atividades farmacologicas dos O6leos essenciais,
destacam-se: antimicrobiana, anti-inflamatoria, antioxidante, anticolinesterasica,
antiparasitaria, analgésica, sedativa, antitumoral, entre outras (PURNHAGEN, 2010).
Estudos sistematizados tém demonstrado o interesse bioldgico dos 6leos esséncias
em relacdo a sua atividade antioxidante.

Entendem-se como atividade antioxidante as substancias que em
concentracdo baixa retardam ou inibem a oxidacdo dos substratos, formando
radicais nao reativos neutralizados por outro radical. Os compostos fendlicos
presentes no metabolismo secundario de espécies vegetais como fendis simples,
acidos fendlicos (derivados de acidos benzébico e cinamico), cumarinas, flavonoides,
estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas tém recebido
atencao por inibirem a peroxidagéo lipidica e a lipo-oxigenase in vitro (SOUZA et al.,
2007).

As propriedades redutoras dos compostos fendlicos se déo pela neutralizacédo
e sequestro de radicais livres e quelacdo de metais de transicdo ainda na etapa de

iniciacdo e na propagacao do processo oxidativo. Os intermediarios formados pela
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acdo antioxidante sao relativamente estaveis devido a ressonéncia do anel
aromatico presente na estrutura dessas substancias (SOUZA et al., 2007).

Novas fontes de substancias obtidas de espécies nativas do Brasil que
apresentem atividade antimicrobiana e baixa toxidade sdo alternativas viaveis, de
baixo custo e facil acesso pelas comunidades carentes da regido onde tais espécies
sdo encontrada, os produtos naturais de origem vegetal tém sido o pronto critico de
diversas pesquisas envolvidas em atividade biocidas (COSTA et al., 2008; LIMA et
al., 2012).

Outro parametro importante em voga € a toxicidade dos 6leos essenciais no
ecossistema. A Artemia salina L. € um crustaceo invertebrado primitivo que pode
viver em condicfes extremas devido as suas habilidades especias de adaptacédo aos
estresses ambientais (ZIN; PARK; CHOI, 2014). Desse modo, a utilizacdo de cisto
em ecotoxicologia é altamente vantajosa sempre que o0s bioensaios sao
rotineiramente exigidos para investigar a toxicidade preliminar, assim como a
disponibilidade dos organismos para ensaio, 0 baixo custo e a facilidade de uso,
apresentando-se como um método eficiente para avaliar contaminacdo ambiental,
qualidade da agua e toxicidade de biocida (SANTOS, et al., 2010). Os bioensaios
sdo amplamente utilizados em produtos farmacéuticos, inseticidas organofosforados,
micotoxinas, testes de toxicidade em zona costeira, maritima e estuarinas, avaliagéo
de compostos fenolicos em efluentes industriais, entre outros (NUNES, et al.; 2006)

Como define Viegas Junior (2003), inseticida sdo substancias quimicas
utilizadas para matar, repelir ou atrair insetos. Sua descoberta, isolamento, sintese,
avaliacdo toxicolégica e de impacto ambiental € um vasto tépico de pesquisa no
mundo inteiro que se desenvolveu muito nas ultimas décadas. Propriedades como
eficacia em baixas concentracdes, auséncia de toxidade frente a mamiferos e
animais superiores, auséncia de fitotoxidade, facil obtencdo, manipulacdo e
aplicacgéo, viabilidade econémica e ndo acumulagéo em tecidos adiposo séo ideais
para uma substancia utilizada para esse fim.

Os terpenos encontrados na Asteraceae e sua variacdo entre espécies da
familia durante seu crescimento e diferenciacdo influenciam na repeléncia e
toxicidade. Lactonas seisquiterpénicas tém demostrados efeito supressor de apetite
e inibicao de desenvolvimento de insetos, reduzindo a taxa de crescimento,
aumentando o nimero de dias das pupas e reduzindo seu peso (VIEGAS JUNIOR,
2003).
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Pesquisas focadas no uso dos metabdlitos secundéarios de espécies vegetais
com potencial para producdo de 6leos essenciais tém se mostrado proficuas no
combate a doencas infectocontagiosas. Estratégias para o controle do mosquito na
fase larval se mostram promissoras através de compostos presentes em extratos
etandlicos de espécies da familia Asteraceae com derivados ativos de tiofendis,
flavonoides e poliacetilenos (MACEDO et al., 1997; FURTADO et al., 2005).

3.7 CONTROLE FITOQUIMICO DO Aedes (Stegomyia) aegypti (LINAEUS, 1972)
(DIPTERA:CULICIDAE)

Ochlerotatus, Stegomyia, Howardina e Protomacleaya sado subgéneros de
Aedes, pertencentes a familia Culicidae, existentes no Brasil, contudo, apenas os
subgéneros Stegomyia e Ochlerotatus reinem espécies de Aedes com importancia
epidemioldgica. o] Aedes (Stegomyia) aegypti (Linaeus, 1972)
(DIPTERA:CULICIDAE) é um inseto sinantropico e antropofilico de origem africana
que foi notificado pela primeira vez no Brasil em 1986.

O seu desenvolvimento dura entre 8 e 10 dias e compreende duas fases do
ciclo de vida: uma aquética e outra terrestre. A fase aquatica possui trés estadios de
desenvolvimento — ovo, larva e pupa-, enquanto que a fase terrestre equivale ao
mosquito adulto. Os ovos sdo depositados na parede dos recipientes pelas fémeas,
embora eventualmente seja possivel deposita-los diretamente na agua,
preferencialmente, limpa. A eclosdo dos ovos ocorre apdés o desenvolvimento do
embrido, com duracdo entre 2 ou 3 dias em condi¢cdes favoraveis de umidade e
temperatura (CRUZ, 2015; PEDROSA, 2013).

O periodo apés a eclosdo compreende 4 estadios larvais e, por fim, tem-se
inicio ao desenvolvimento da pupa. No periodo de pupa, 0s imaturos nao se
alimentam e o seu desenvolvimento sofre influéncia da umidade e da temperatura.
Os mosquitos emergem entre 1 e 3 dias ap0s a pupa e se alimentam de néctar de
fluidos acgucarados ou seivas de variadas fontes. A apdés o 2° ou 3° dia da
emergéncia da pupa e da copula, as fémeas estdo vorazes para fazer a hematofagia
necessaria para maturacao de cerca dos seus 1.500 ovos, de acordo com a figura
seguinte (CRUZ, 2015; PEDROSA, 2013):
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Figura 11 - Ciclo de desenvolvimento do A. aegypti.
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Fonte: Unicamp (2015).

O A. egypti € o principal vetor de viroses como febre amarela, dengue,
chikungunya e zika em todas as areas tropicais e subtropicais do planeta
(LAKWEIRY et al., 2015; DIALLO et al., 2014). De acordo com WHO (2012), a
dengue e a doenca com maior propagacdo viral transmitada por mosquitos dos
altimos 50 anos e infecta em torno de 50 a 100 milhdes de pessoas anualmente,
expondo risco de morte a quase metade da populacdo mundial em regides
endémicas do virus.

Esforcos coordenados pela Pan American Health Organization (PAHO) nas
décadas de 1950 e 1960 voltados para erradicacdo da febre amarela promoveu um
declinio acentuado dos mosquitos vetores. Contudo, a reducdo de esfor¢cos no
controle dos insetos em 1970 na maioria das regides da América Latina e América
do Norte promoveu epidemias sucessivas de dengues e 0 aparecimento da variante
hemorragica (JANSEN; BEEBE, 2010).

A dengue é considera endémica na maioria dos estados brasileiros. Em 2013
a incidéncia de casos equivaleu a 731,5/100 mil habitantes (GALLEGO, 2014). De
acordo com o Ministério da Saude (2015), em 2014 o Amapa registrou cerca de
2.190 casos de dengue, se comparado com o ano anterior, houve um aumento de
28,2% de casos registrados. Em 2014, a incidéncia de casos de Dengue no Amapa
foi equivalente a 153,1/100 mil habitantes, até agosto de 2015 a incidéncia estimada
pelo MS ja chega em 343,6/100 mil habitantes.

Outro problema de saude publica € a transmissao do virus Chinkungunya
através do mosquito A. aegypti. No final do ano de 2013, o chinkungunya emergiu na
ilha de Saint-Martin, no caribe, e se espalhou levantando mais de 1.000.000 de

casos suspeitos por mais de 40 paises da América Latina. Em 2014, 126 casos
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importados foram confirmados na Francga, posteriormente, casos autoctones foram
identificados na Italia e na Franca decorrente da adaptacédo do A. albopictus e sua
transmiss&o em temperaturas iguais ou inferiores a 28 °C (VEGA-RUA et al.; 2015).

No Brasil, o primeiro caso autéctone foi confirmado em Setembro de 2014 no
municipio de Oiapoque, estado do Amapa. Apdés 7 dias o segundo caso foi
confirmado em Feira de Santana, na Bahia (NUNES et al.; 2015) . De acordo com
dados do Ministério da Saude (2015), em 2014 foram diagnosticados 1.146 casos de
febre chinkungunya em Oiapoque e um total de 142.056 casos no Brasil. Apesar de
existir uma vacina eficaz contra o virus da febre amarela, essa doenca continua
sendo um problema de salde publica em regibes da Asia e da Africa. No ano de
2000 foram identificados alguns casos de febre amarela proximo de Brasilia, e em
2001 em Minas Gerais (VASCONCELOS et al.; 2004).

Desde seu isolamento até 2007, foram identificados 40 casos de infecgao por
Zika virus na Africa e na Asia. A partir entdo, uma epidemia em grande escala foi
identifica na Ilha de Yap, pertencente aos Estados Federados da Macronésia. As
autoridades em saude relataram 187 casos entre abril e agosto de 2007. Outro
evento de interesse foi a confirmagédo de 396 casos confirmados de infecgcéo por
Zika virus na Polinésia Francesa. Houveram, ainda, pequenos relatos no Japao, na
Franca e na Noruega (NHAN; CAO-LORMEU; MUSSO, 2014; 100S, et al.; 2014).

Um estudo realizado por Monteiro, Carvalho e Souto (2014) demonstrou no
municipio de Macapa infestacdo vetorial elevada de A. aegypti no ano de 2012, com
disperséo em todas as zonas da cidade e uma fortemente correlagdo com variantes
climaticas como pluviosidade, umidade do ar e temperatura.

O controle quimico tem se apresentado como efetivo, de baixo custo e facil
manejo para combater o A. aegypti como vetor de dengue, da febre amarela, do
chikungunya e do zika. Garcez et al. (2013) afirmam que o uso do controle quimico
continua sendo uma das principais taticas utilizadas para o combate dos vetores,
entretanto, devido a resisténcia adquirida pelos culicideos e as escassas opc¢oes de
novos inseticidas, a situagéo torna-se delicada.

As plantas tornaram-se uma alternativa na busca de substancias bioativas
com estruturas quimica diversas e novas atividades inseticidas, porém a aplicacéo
direta dos extratos brutos se limita ao uso doméstico (SIMOES et al.; 2010)
Produtos organicos baseados em espécies vegetais foram amplamente utilizados na

década de 1940, entre eles a nicotina, um alcaloide natural isolado de espécies
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Nicotiana, foram empregados os piretroides piretrina e aletrina extraido das flores de
Chrisanthemun cinerariaefolium e o retenoide retona isolado de espécies do género
Derris e Lonchocarpus (GARCEZ et al.;2013)

Os organosclorados de origem sintética substituiram os inseticidas de origem
natural entre as décadas de 1950 e 1970. O dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) foi o
primeiro com efeito prolongado utilizado para o controle de vetores com efeito
prolongado quando aplicado nas paredes. O uso indistinto do produto atingiu néao
apenas o0s vetores, mas também a fauna e a flora promovendo problemas
ambientais imensuraveis. O uso intenso de inseticidas desenvolve resisténcia ao
vetores em decorréncia do mecanismo de defesa e sua sobrevivéncia, o que
evidencia a reducéo da eficacia do produto, como por exemplo no A. aegypti que
dispbes de uma rapida recuperacdo apés a intervencdo de controle SIMOES et al.;
2010, GARCEZ et al.; 2013)
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4 MATERIAL E METODOS

A proposicao desse estudo se caracteriza como experimental pela delimitacao
da forma de manipulacdo do objeto de estudo e suas variaveis, exploratoria ao
favorecer familiaridade com e experiéncia para compreender o problema e quanti-
qualitativa ao mensurar os dados e relaciona-los a compreensdo da natureza no
sentido mais intenso (CHEMIM, 2012).

4.1 COLETA DAS ESPECIES E IDENTIFICACAO TAXONOMICA

As espécies vegetais foram coletadas em hortas artesanais localizadas no
distrito da Fazendinha, municipio de Macapa-AP. A regido € situada entre a latitude
0,036955 e a longitude 51,110377. Amostras foram prensadas e enviadas ao
Herbéario do Instituto de Estudos Cientificos e Tecnoldgicos do Estado do Amapa

para confeccdo de exsicatas e identificacdo botanica.

4.2 EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

As folhas da espécie vegetal foram desidratadas em estufa com circulacédo de
ar a 36 °C, os Oleos Essenciais foram extraidos por hidrodestilacdo em aparelho do
tipo Clevenger a 100 °C durante duas horas (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010),
armazenados em frascos ambar e refrigerados a -20 °C ao abrigo da luz para

analises futuras.

4.3 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA AO ESPECTROMETRO DE
MASSAS

A composicdo quimica dos Oleos essenciais foi determinada por
cromatografia gasosa acoplada ao espectrbmetro de massa (CG-EM) em
equipamento da marca Shimadzu, modelo CGMS-QP 5050A, em coluna DB-5HT da
marca J & W Scientific, com comprimento de 30 m, diametro de 0,32 mm, espessura
do filme 0,10 um e nitrogénio como gas carreador, de acordo com Barbosa et al.
(2006).
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O aparelho operou sob pressao interna da coluna de 56,7 kPa, razao do split
1:20, fluxo do géas na coluna de 1,0 mL.min."* (210 °C), temperatura no injetor de 220
°C, e no detector (GC-MS) de 240 °C. A temperatura inicial da coluna foi de 60 °C
com incremento de 3 °C.min1., até atingir 240 °C, mantida constante por 30 minutos.
O espectrdmetro de massas seré programado para realizar leituras em uma faixa de
29 a 400 Da, em intervalos de 0,5 segundos, com energia de ionizagdo de 70 eV.
Sera injetado 1puL de cada amostra com concentracdo de 10.000 ppm dissolvido em
hexano .

Os tr (tempo de retencado) foram obtidos utilizando a série homologa dos n-
alcanos. A quantificacdo dos componentes foi feita através de cromatografia de gas
(GC) em equipamento Shimadzu QP-2010, equipado com detector de ionizacédo de
chama (DIC), nas mesmas condi¢cdes operacionais acima, exceto o gas de arraste
que sera o hidrogénio.

Constituintes do 6leo volatil foram identificados através dos seus indices de
retencao (tr) e seu padrao de fragmentacdo de espectro de massa com os relatado
na literatura (ADAMS, 2001) e os armazenados em Bibliotecas MS (Wiley 7, NIST
02). A gquantificagdo dos componentes foi realizada com base em suas areas dos
picos de GC sobre a coluna de SPB — 5, sem correcao do fator de resposta do FID,
e o célculo dos indices de Kovats (IK) com os dados da literatura, de acordo com a

seguinte férmula:

TRO — TRHmm

IK =100 x NCHmm + 100 X (qpr———rpr—

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

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

TRHmMm = Tempo de retenc¢éo do hidrocarboneto imediatamente menor;

TRHmr = Tempo de retencéo do hidrocarboneto imediatamente maior.
4.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
A avaliagdo da atividade antioxidante foi baseada na metodologia proposta

por Sousa et al. (2007), diante do consumo de 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH)

com algumas modificacdes nas concentracfes avaliadas.
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Os Oleos essenciais foram diluidos em metanol nas concentracdes
seguinte:5; 1; 0,75, 0,50; e 0,25 mg.mL1. Para a avaliacédo, foram adicionados em
um tubo de ensaio 2,7 mL da solucdo metandlica de DPPH na concentracdo de 40
pg.mL?, seguido da adicédo de 0,3 mL da solucéo de 6leo essencial. Paralelamente,
foi preparado o branco com 2,7 mL de metanol e a solugdo metandlica dos
compostos avaliados. Apd6s 30 minutos foram realizadas leituras em
espectrofotometro (Biospectro SP-22) no comprimento de onda de 517 nm. O

percentual de atividade antioxidante foi calculada de acordo com Sousa et al. (2007).

AbSamostra — AbSpranco X 100)
Abscontrole

AA(%) = 100 — (
%AA =porcentagem de atividade antioxidante
AbSamostra = Absorbancia da amostra
Absbranco = Absorbancia do branco

AbsScontrole = Absorbancia do controle
45 TESTE DE CITOTOXICIDADE

A citotoxidade dos Oleos foi avaliada frente as larvas do microcrustaceo
Artemia salina Leach baseado em Araujo et al. (2010) e L6bo et al. (2010). Foi
preparado uma solucédo de sal marinho sintético com concentragéo de 3,5 g.L* para
incubacédo de 25 mg de ovos de Artemia salina Leach. Posteriormente a solucéo foi
exposta a luz artificial por 24 horas para eclosdo dos metanaupios, em seguida as
larvas foram separadas para uma ambiente escuro por mais 24 horas para
alcancarem o estagio de naupios.

Os naupios foram divididos em 7 grupos com 10 individuos em tubos de
ensaios, em cada grupo sera adicionadas uma aliquotas de 3125, 2500, 1250, 625,
250, 25 e 2,5 L da solucdo mée de 6leo composta de 62,5 mg da amostra vegetal,
28 mL de sal marinho sintético e 2 mL de dimetilsufoxido (DMSO), completando o
volume para 5 mL com a solugdo de sal marinho sintético. O teste foi realizado em
triplicata, contabilizando o numero de sobreviventes e considerando mortos o0s
individuos totalmente imobilizados por um periodo de 10 segundos para

determinacao do CLso.
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4.6 ATIVIDADE LARVICIDA

As larvas de A. aegypti utilizadas nos bioensaios foram provenientes da colbnia
mantida no insetario do Laboratério de Arthropoda da Universidade Federal do
Amapa, todas da geracdo Fs, do 3° estadio jovem. Os ensaios bioldgicos foram
conduzidos em uma sala (3m x 4m) com condicbes 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; 1986a;
1986b) com modificagdo no recipiente teste. Apds ensaios preliminares, foram
selecionadas as solucdes aquosas nas concentracfes: 130, 100, 70, 40 e 10 mg.mL"
1 pré-solubilizadas em Twen 80 a 5%.

Para cada repeticdo de um tratamento foram utilizadas 10 larvas, pipetadas
para um béquer de 100 mL contendo agua destilada. Em seguida, as larvas foram
removidas do béquer para o recipiente-teste, assim minimizando-se o tempo entre o
preparo da primeira e Ultima 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. Apos 24
e 48 horas foram contadas as larvas mortas, sendo consideradas como tais todas
aguelas incapazes de alcancar a superficie. Os dados obtidos da mortalidade (%) x
concentragdo (mg.mL™?) foram analisados pelo programa SPSS, em gréafico de
Probit, para determinar a Concentracdo Letal que causa mortalidade de 50% da

populacédo (CLso).

4.7 ATIVIDADE ADULTICIDA

A avaliacdo da atividade adulticida em A. aegypti foi orientada de acordo com
a metodologia da Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 1998). Em tubos de 44 mm
de didmetro e 125 mm de comprimento, 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 séo 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 Oleos essenciais do morfotipo

A foram avaliadas nas concentracdes de 100, 75, 50 e 25 mg.mL* previamente
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solubilizadas com tween 80 a 5% e impregnadas em papeis filtros de 5.500 mm?
fixados no interior dos tubos de exposi¢do. Para os 6leos esséncias do morfotipo B,
seguiu 0 mesmo procedimento, porém utilizando solucbes etandlicas nas
concentragées de 75, 50, 25 e 12,5 mg.mL* com tween 80 a 5%.

Depois de 1 hora de exposi¢cdo, os mosquitos foram orientados para o tubo de
repouso e a mortalidade foi calculada em 24 e 48 horas apos o 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, 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.

Para os recipientes em que a mortalidade ultrapassava 20%, o bioensaio foi
repetido. O que apresentavam mortalidade entre 5 e 20% foram corrigidos através
da formula de Abbot (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

(%Mt — %Mc)x 100
100 — %Mc

Em que:
%Mt = Percentual de Mortalidade no Teste;

%Mc = Percentual de Mortalidade no Controle.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos a partir dos bioensaios serdo expressos através de
Médias e Desvio Padrdo, organizados, de acordo com a pertinéncia, em tabelas,
gréaficos, quadros e figuras. As diferencas significativas entre os tratamentos foram
avaliadas utilizando o teste Anova Um Critério. Os valores de CLso foram
determinados em regressdo PROBIT, através do programa SPSS (Statical Package

for the Social Sciences) com limite probabilistico de erro igual a 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 ANALISE FITOQUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAS POR GC-MS

A andlise por GC-MS dos 0Oleos essenciais do morfotipo A identificou 12
compostos: 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona (1), a-pineno (2), benzaldeido (3),
sabineno (4), B-pineno (5), B-mirceno (6), a-felandreno (7), o-cimeno (8), limoneno
(9), trans-cariofileno (10), trans-a-bergamoteno (11) e o a-humuleno (12), de acordo

com o cromatograma seguinte:

Figura 12 - Cromatograma obtido por CG do 6leo essencial do morfotipo A de A. triplinervis.
Condicdes: Gas 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 espectros de massa foram comparados com o perfil de fragmentacao dos
espectros de massa da biblioteca Wily/PBM do equipamento e com a literatura
(ADAMS, 2012) para identificacdo dos seus constituintes, de acordo com a figura

seguinte:

Figura 13 - Espectros de massas do 6leo essencial do morfotipo A de A. triplinervis obtidos por GC-
MS em comparacdo com espectros da biblioteca do equipamento.

Substéncia 1 : 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona, tr: 3,81 min.
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Espectro de massa da biblioteca.
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Os compostos que apresentaram maiores percentuais relativos foram o a-
pipeno (17,39%), o Sabineno (18,69%) e o trans-bergamoteno (19,56%). Seus
tempos de retencdo, percentual relativo e para os compostos presentes no 0Oleo

essencial do morfotipo A estéo relacionados na tabela seguinte:

Tabela 1 - Substancia identificadas, tempo de rentencéo, percentual relativo e indice de Kovats
calculado e da literatura (ADAMS, 2012) do 6leo essencial do morfotipo A de A. triplinervis por GC-
MS.

Composto tr(min.) Porcentagem m/z IK*
Relativa (%)

4-hidroxi-4-metil-2-pentanona 3,81 5,20 116 839
a-pineno 5,88 17,39 136 939
Benzaldeido 6,63 1,70 106 960
Sabineno 7,04 18,69 136 975
B-pineno 7,15 26,08 136 979
Mirceno 7,55 1,30 136 990
a-felandreno 8,01 5,12 136 1002
0-cimeno 8,71 1,79 134 1026
Limoneno 8,86 1,30 136 1029
Trans-cariofileno 24,79 0,43 204 1408
Trans-a-bergamoteno 25,09 19,56 204 1434

a-humuleno 26,29 1,30 204 1454
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A analise por GC-MS dos 6leos essenciais do morfotipo B identificou 8
compostos: 4-hidroxi-4-metil-2-propanona (1), cis-ocimeno (2), B-pipeno (3),
benzaldeido (4), a-felandreno (5), o-cimeno (6), limoneno (7) e o trans-cariofileno (8),

de acordo com o cromatograma seguinte:

Figura 14 - Cromatograma obtido por CG do dleo essencial do morfotipo B de A. triplinervis.
Condicdes: Gas 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 espectros de massa foram comparados com o perfil de fragmentagcéo dos
espectros de massa da biblioteca Wily/PBM do equipamento e com a literatura
(ADAMS, 2012) para identificagdo dos seus constituintes, de acordo com a figura

seguinte:
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Figura 15 - Espectros de massas do 6leo essencial do morfotipo B de A. triplinervis obtidos por GC-
MS em comparacao com a biblioteca do equipamento.

Substancia 1 : 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona, tr: 3,80 min.
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Os compostos que apresentaram maiores percentuais relativos foram o cis-
ocimeno (16,25%), benzaldeido (22,50%) e o a-felandreno (23,73%), seus tempos
de retencéo, percentual relativo e indice de Kolvats da literatura e o calculado para
0S compostos presentes no 6leo essencial do morfotipo B estdo relacionados na

tabela seguinte:

Tabela 2 - Substancias identificadas, tempo de rentengéo, percentual relativo e indice de Kovats
calculado e da literatura (ADAMS, 2012) do 6leo essencial do morfotipo B de A. triplinervis por GC-
MS.

Composto tr Percentual m/z IK*
Relativo

4-hidroxy-4-metil-2-pentanona 3,80 13,5 116 839
Cis-ocimeno 5,90 16, 25 136 1037
B-pineno 7,14 3,75 136 979
Benzaldeido 6,63 22,50 106 960
a-felandreno 8,01 23,73 136 1002
0-cimeno 8,71 5,00 134 1026
Limoneno 8,86 1,25 136 1029
Trans-cariofileno 24,99 2,50 204 1408

5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS OLEOS ESSENCIAIS

Antioxidante sdo compostos capazes de desacelerar ou retardar a oxidacao
de um material oxidavel, mesmo em pequenas concentracdes, protegendo as
células dos danos do estresse oxidativo e agindo como quimiopreventivo
(AMORATI; FOTI; VALGIMIGLI, 2013). As plantas produzem uma variedade de

metabolitos secundarios com atividade antioxidante. Em relacdo aos Oleos
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essenciais, a atividade antioxidante é atribuida aos terpenoides e aos
fenilpropanoides que apresentam uma estrutura fenodlica capaz de reagir com
radicais ou reduzir o estresse oxidativo (ANTONHY; DEOLUN-SOBOGUN; SALEH,
2012).

O DPPH é frequentemente utilizado como radical livre com atividade
sequestradora baseado na transferéncia de elétrons e representa um importante
mecanismo de acao antioxidante (LI; et al., 2012). Na tabela seguinte € apresentado

o percentual de atividade antioxidante para o morfotipo A de A. triplinervis:

Tabela 3 - Média e desvio padrao do percentual de atividade antioxidante do 6leo essencial do
morfotipo A de A. triplinervis em diferentes concentracoes.

Concentracédo (mg.mL?) Atividade Antioxidante (%)

5 28,166 + 1,27 2
1 15,496 + 0,45 b°
0.75 14,120 £ 0,97 &
0.5 13,732+ 0.39
0.25 13,708 £ 0,82 ¢

Na vertical, valores de (%AA) seguidos da mesma letra ndo apresentam diferencas significativas para
Anova (p < 0.05).

Como demostrou o perfil fitoquimico, o a-pineno é uma substancia capaz de
promover auto-oxidacdo na presenca de agentes oxidantes e proteger o substrato
de interesse (AMORATI; FOTI; VALGIMIGLI, 2013). Contudo, sua abundancia
relativa explica o percentual de atividade antioxidante equivalente a 28,166 + 1,27
(%) para concentracdo de 5 mg.mL?. Deste modo, foi possivel inferior um CLso
equivalente a 11.924 mg.mL! com elevada significancia estatistica (p-valor =

0.0002), como demonstra a figura seguinte:
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Flgura 16 - Concentracdo em funcéo do percentual de atividade antioxidante do 6leo essencial do
morfotipo A de A. triplinervis.
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Em relacdo ao morfotipo B, a tabela seguinte relaciona o percentual de
atividade antioxidante com a concentracao avaliada:

Tabela 4 - Média e desvio do percentual de atividade antioxidante do 6éleo essencial do morfotipo A
de A. triplinervis em diferentes concentracoes.

Concentracdo (mg.mL?) Atividade Antioxidante (%)

5 33,000+1,162
1 16,247 + 2,80
0.75 15,932 +1,67
0.5 15,394 + 4,84 9
0.25 13,830 £ 0,15 ¢

Na vertical, valores de (%AA) seguidos da mesma letra ndo apresentam diferencas significativas para
Anova (p < 0.05).

. A atividade antioxidante é atribuida ao perfil fitoquimico dos compostos que
constituem os 6leos essenciais, porém, levando em consideracdo a complexidade
de substancias distintas em diferentes quantidades, torna-se dificil fazer uma
correlacdo entre atividade antioxidade e substancias presentes. Para tentar explicar
essa atividade antioxidante, muitas pesquisas sugerem 0 conceito de sinergismo,
antagonismo e aditividade (MIRANDA, 2010). Contudo, Li et al. (2012) afirmam que
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substancias cetdnicas ou fendlicas presentes em Oleos essenciais influenciam na
atividade antioxidante.

No morfotipo B foi detectado a presenca do benzaldeido, composto
supostamente relacionado ao maior percentual de atividade antioxidante quando
comparado com o morfotipo A. Na concentracdo equivalente a 5 mg.mL?, o
percentual de atividade antioxidante equivaleu a 33,00 £ 1,16%, a CLso estimada foi
de 9,249 mg.mL* com elevada significancia estatistica dos dados (p-valor = 0,0001),
como demostra o grafico da figura seguinte, que relaciona o percentual de atividade

antioxidante com a concentracao:

Figura 17 - Concentragdo em funcao do percentual de atividade antioxidante do 6leo essencial do
morfotipo B de A. triplinervis.
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Os 6leos esséncias dos morfotipos A e B de A. triplinervis podem indicar
resultados significativos de atividade antioxidante in vivo em decorréncia de
apresentaram CLso igual a 11,928 e 9,249 (mg.mL™1), considerando as investigacdes
de Melo et al. (2013) que avaliaram a atividade antioxidante in vivo de extratos
hidroetandlico de folhas de A. triplinervis coletadas no vilarejo de Acara (PA) e

demonstraram uma diminuicdo no nivel de Oxido nitrico em dose entre 100 e 600
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mg.Kgl. Alem disso, um estudo realizado por Bose et a. (2007), relataram o efeito
antioxidante de extratos metanolicos de folhas proveniente do Ird em roedores

submetidos a danos no figado em dose a partir de 100 mg.Kg2,

5.3 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS OLEOS ESSENCIAIS

As andlises toxicologicas em A. salina é um bioensaio preliminar que avalia a
toxicidade das substancias em face aos organismos marinhos (RAMOS;
RODRIGUES; ALMEIDA, 2014). Nguta et al. (2011) classificaram o0s extratos
vegetais, em graus de toxicidade contra larvas de A. salina, conforme intervalo, no
qual sdo considerados com valores de CLso menores que 100 ug.mL? apresentam
alta toxicidade, entre 100 e 500 ug.mL™? toxicidade moderada, CLso entre de 500 e
1000 pg.mL* fraca toxicidade e CL50 acima de 1000 pug.mL™? sdo considerados
atoxicos. Os dados da tabela 4 demonstram 100% de percentual de mortalidade em
todas as concentragcbes avaliadas durante 24 horas de exposicdo, demonstrando

elevada toxicidade.

Tabela 5 - Percentual de mortalidade dos 6leos essenciais dos morfotipos A e B de A. triplinervis em
diferentes concentracdes frente a A. salina.

Mortalidade (%)
Morfotipo 1250 100 500 250 100 10 1
A 100 100 100 100 100 100 100
B 100 100 100 100 100 100 100

Dados semelhantes foram encontrados por Ramos (2014), que avaliou a
citotoxicidade de Oleo essencial de H. crenata coletadas na cidade de Macapa,

demostrou elevada citotoxicidade, com CLso igual a 8,8 pg.mL™.

5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE LARVICIDA DOS OLEOS ESSENCIAIS

O percentual de atividade larvicida em diferentes concentra¢gdes foi avaliado
em 24 e 48 horas ap6és o inicio do ensaio biolégico, os resultados estdo expressos

na tabela seguinte:
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Tabela 6 - Percentual de atividade larvicida do morfotipo A de A. triplinervis em diferentes
concentracdes durante dois intervalos de tempo.

Concentracao Atividade Larvicida (%)
(mg.mL1) 24 horas 48 horas
130 65,89 84,59
100 30,39 56,86
70 1,59 2,10
40 0 0
10 0 0

Os resultados ndo demonstram mortalidade de imaturos em 10 e 40 mg.mL*
nos dois periodos de avaliacdo, a mortalidade de 65,89% e 84,59% para os periodos
de 24 e 48, respectivamente, foi estimada na concentracdo equivalente a 130
mg.mL*. De acordo com Kumar et al. (2011), os 6leos essenciais afetam os
processos bioquimicos e perturbam o sistema endécrino dos insetos. Como os 6leos
essenciais se apresentam como uma mistura complexa de composto, definir com
exatiddo quais atuam diretamente no controle quimico dos imaturos € uma tarefa
complexa, pois o efeito biolégico pode refletir a acdo do componente majoritario ou é
resultado da acao sinérgica dos constituintes. Contudo, ha relatos na literatura que
indicam que os monoterpenos apresentam atividade inseticida frente a larvas de A.
aegypti (LIMA; et al., 2013).

Outro possivel composto com atividade larvicida em imaturos presentes no
0leo essencial do morfotipo A de A. triplinervis é o benzaldeido. De acordo com
Kumar et al. (2011), os terpenoides oxigenados apresentam melhores atividades que
0s nao oxigenados em decorréncia da diferenciacdo de seus grupos quimicos e
insaturacdes. A acdo possivelmente esta ligada ao bloqueio da sintese da
acetilcolinesterase (AChE) pelo Oleos essenciais, que desempenham papel
colinérgico nas sinapses de insetos e animais superiores para a conducéo nervosa.

O gréfico seguinte relaciona concentracdo (mg.mL) em funcdo do percentual
de mortalidade. Para a avaliacdo em 24 horas, a CLso estimada foi equivalente a
126.27 mg.mL! e para 48 horas o valor foi igual a 98. 251 mg.mL"%, ambos inferiores

ao limite probabilistico de erro.
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Figura 18 - Mortalidade de larvas de A. aegypti em diferentes concentraces de solucao de 6leos
essenciais do morfotipo A de A. triplinervis.
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Um estudo realizado por Zhun e Tian (2011) que avaliava a atividade larvicida
de 6leos essenciais de B. densiflora (Asteraceae) oriunda de uma provincia da
China demonstrou a presen¢a nos compostos majoritario de a-pineno, B-pineno, 3-
cariofileno e a-bergamoteno com mortalidade de 100 + 00% em 100 mg.mL™* no
periodo de 24 horas, e mortalidade de 97 + 4.5% em 30 horas contra larvas de A.
anthropophagus. Em outro estudo utilizando Oleos essenciais de Artemisia
gilvenscens (Asteraceae), foram encontrados como compostos majoritarios o a-
pineno, B-pineno, a-bergamoteno, limoneno e o cariofileno demonstrou mortalidade
de 100% na concentracdo de 150 mg.L* contra larva de A. anthropophagus, 8 + 2,23
% mortalidade em 12 mg.L* e um CLso equivalente a 49,95 mg.L™* em 12 horas de
exposicao (ZHUN; TIAN, 2013). Portanto, de acordo com a definicdo de Cheng
(2003), os oOleos essenciais do morfotipo A podem ser considerado como larvicida
em potencial, pois seu valor de CLso ficou abaixo de 100 ppm no periodo de 48
horas.

Em relacdo ao 6leos essenciais do morfotipo B de A. triplinervis, os dados de

mortalidade em fungcéo da concentracéo estdo expressos na tabela seguinte:
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Tabela 7 - Percentual de atividade larvicida do morfotipo B de A. triplinervis em diferentes

concentrac8es durante dois intervalos de tempo.

Concentragao Atividade Larvicida (%)
(mg.mL"1) 24 horas 48 horas
130 24,95 72,65
100 0,03 32,30
70 0 1.67
40 0 0
10 0 0

Para o periodo de 12 horas nado foi constada mortalidade entre 10 e 70

mg.mL1, e na concentragdo equivalente a 130 mg.mL* o percentual de mortalidade

equivaleu a 24,95%. No periodo de 48 horas a mortalidade nas concentracdes entre

10 e 40 mg.mL? foi nula, em 70 mg.mL foi de 1,67%, na maior concentragdo

avaliada, 130 mg.mL! a mortalidade apontada foi de 72,65% em imaturos de A.

aegypti, de acordo com a figura seguinte:

Figura 19 - Mortalidade de larvas de A. aegypti em diferentes concentra¢des de solucdo de 6leos
essenciais do morfotipo B de A. triplinervis.
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A CLso estimada para o periodo de 24 horas foi equivalente a 340,470 mg.mL-

1, indicando um p-valor superior ao limite probabilistico de erro (0.05), portanto, sem
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significancia estatistica dos dados. Em relacdo ao periodo de 48 horas, a CLso foi
igual a 118,439 mg.mL™* e significancia estatistica dos dados. Contudo, o morfotipo
B indicas dados superiores de CLso se comparado com o morfotipo A de A.
triplinervis. Esses resultados s&o semelhantes ao estudo realizado por Ali et al.
(2014) que avaliou a atividade larvicida contra A. aegypti de 6leos essenciais das
subespécies Tanacetum argenteum (Lam.) Willd. subsp. argenteum (Lam.) e T.
argenteum (Lam.) Willd. subsp. canum (C. Koch) (Asteraceae) oriundas da Turquia,
o seu dados demostraram CLso equivalente a 93,6 mg.mL?! para a subespécie
argenteum e uma mortalidade equivalente a 40% na maior concentracdo avaliada
para a subespécie canum, ambas apresentando compostos como compostos
majoritario o a-pineno com 67,9 e 53,6%, respectivamente. No entanto, 0s mesmo
autores determinaram ClLso da atividade larvicida individual do B-pineno, uma das
substancias majoritarias encontradas no morfotipo B, equivalente a 56,50 mg.mL .
De acordo com a classificacdo de Cheng et al. (2003), é possivel classificar o
Oleo essencial do morfotipo A como reativo & imaturos de A. aegypti, pois

apresentou CLsp inferior a 100 ppm no tempo de exposicdo igual a 48 horas.
5.5 AVALIAC;AO DA ATIVIDADE ADULTICIDA DOS OLEOS ESSENCIAIS

A toxicidade do 6leo essencial do morfotipo A de A. triplinervis foi avaliada em
relacdo a mortalidade de adultos de A. aegypti em periodo de 24 e 48 horas em

diferentes concentracdes, os resultados estdo expressos na tabela seguinte:

Tabela 8 - Mortalidade de adultos de A. aegypti em percentual, frente a diversas concentracdes de
Oleos essenciais do morfotipo A de A. triplinervis em dois periodos.

Atividade Adulticida (%)
Concentracdo (mg.mL™?) 24 horas 48 horas
100 90,62 95,31
75 70,82 89,15
50 24,29 59,47
25 7,90 33,32

Em relacdo a 25 mg.mL™?, a mortalidade foi cerca de 78% superior no periodo
de 48 horas do que em relacdo ao periodo de 24 horas. Em ambos os periodos, a
mortalidade de adultos aumentou progressivamente chegando a 90,62% para 24
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horas na maior concentragdo avaliada, equivalente a 100 mg.mL™, e 95,31% para o
periodo de 48 horas em concentracdo equivalente.

Em relacdo a toxicidade dos Oleos essenciais em adultos de A. aegypti, o
principal canal de entrada para o organismo € a inalacdo através da traquéia, onde
entram na circulagdo da hemolinfa, sdo absorvidos pelas proteinas e transportados
pelo corpo até chegar ao seu local de acdo (LUCIA; ZERBA; MASUH, 2013).Entre
0s terpenos com reconhecida atividade inseticida encontrados no morfotipo A da
espécie, estdo o a-pineno (29,05%). Em um estudo efetuado por Lucia, Zerba e
Masuh (2013) foi relata a acdo do efeito tdxico do monoterpeno a-pineno em A.
aegypti através da acdo neurotoxica no sistema nervoso dos insetos, determinando
uma CLso equivalente a 15,87 mg.mL™.

Em um estudo realizado por Cardenas, Rojas e Ronddén (2012) que avaliou a
atividade adulticida de 6leos esséncias de Monticalia greenmaniana (Asteraceae)
frente ao mosquito Lutzomyia migone, determinou um DLso equivalente a 0,0051
mg.mL1. Apds o ensaio adulticida, a CLso determinada foi equivalente a 63.848
mg.mL para o periodo de 24 horas (p-valor = 0.014) e 40.111 mg.mL* para 48
horas (p-valor = 0,024), ambos com elevada significancia estatisticas dos dados, de

acordo com o grafico da figura seguinte:

Figura 20 - Percentual de mortalidade de adultos de A. aegypti em fungcéo da concentracdo de 6leo
essencial do morfotipo A de A. triplinervis.
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O ensaio preliminar de toxidade em adultos de A. aegypti orientou a
realizacdo do bioensaio utilizando concentracfes dos 6leos essenciais do morfotipo
B de A. triplinervi equivalentes a 75, 50, 25 e 12,5 mg.mL™, de acordo com a tabela

seguinte:

Tabela 9 - Mortalidade de adultos de A. aegypti em percentual, frente a diversas concentracdes de
Oleos essenciais do morfotipo B de A. triplinervis em dois periodos.

Atividade Adulticida (%)
Concentracdo (mg.mL™?) 24 horas 48 horas
70 96,80 98, 20
50 65,41 82,70
25 34,57 42,48
12,5 7,27 11,38

Na menor concentracédo avaliada, 12,5 mg.mL, a mortalidade no periodo de
12 horas foi equivalente a 7, 27%, enquanto que no periodo de 48 horas foi igual a
11,38%. Nas concentracbes superiores 0 percentual de mortalidade subiu
significativamente chegando a 96,80% em 12 horas de exposicdo até 98,20% em
48 na concentracdo equivalente a 70 mg.mLt. Como indica Kumar et al. (2011), a
natureza lipofilica dos oleos esséncias de plantas interfere basicamente no
metabolismo bioquimico, fisioldgico e fungdes comportamentais dos insetos. Deste
modo, CLso de 6leos esséncias do morfotipo A de A. triplinervis frente mosquitos
adultos de A. aegypti foi equivalente a 39,894 mg.mL* para o periodo de 24 horas
de exposicdo, e para 48 horas a CLso estimada foi de 34,306 mg.mL* com elevada

significancia estatistica dos dados, como demonstra o a figura seguinte:
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Figura 21 -Percentual de mortalidade de adultos de A. aegypti em funcdo da concentracdo de 6leo

essencial do morfotipo B de A. triplinervis.
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De acordo com a classificagdo da USAID (2012) -United State Agency for

International Desenvolepment- é possivel afirmar que os adultos de A. Aegypti séo

susceptiveis os 0leos essenciais do morfotipo A e B de A. triplinervis.
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6 CONCLUSOES

A composicgéo fitoquimica indicou 12 substancias para o morfotipo A e 8 para
o morfotipo B. Os compostos B-pipeno, sabineno, Mirceno, trans-a-bergamoteno e a-
humuleno foram exclusivamente encontrados no morfotipo A, enquanto que no
morfotipo B foi detectado o cis-ocimeno. As substancias 4-hidroxi-4-metil-2-
pentanona, benzaldeido, B-pipeno, a-felandreno, o-cimeno, limoneno e trans-
cariofileno monstraram-se presentes nos 0leos esséncias dos dois morfotipos
analisados. Os dados indicam uma distincdo na constituicdo fitoquimica dos oOleos
essenciais de Ayapana triplinervis com o disponivel na literatura, tais variacfes
podem ser decorrente dos fatores abidticos em relagdo ao quimiotipo melhor
adaptado da espécie vegetal.

A avaliacdo da atividade antioxidante indicou uma CLso menor para o
morfotipo B em comparacgédo ao A, equivalente a 9,249 mg.mL?® e 11,928 mg.mL™,
respectivamente. Tais resultados contribuem para o enriquecimento das informagdes
cientificas que buscam alternativas naturais de novas substancias antioxidantes em
detrimento das industrializadas suspeitas de provocar danos a saude humana.

O bioensaio de atividade inseticida em imaturos de A. aegypti demonstrou
potencial atividade larvicida do éleo essencial do morfotipo A no perido de 48 horas
de exposicdo, cuja CLso = 98, 251 mg.mL™%, e um valor aproximado para o morfotipo
B no mesmo periodo com CLso = 118,439 mg.mL?*. Em relacdo a avaliacdo da
atividade inseticida, foi observado a susceptibilidade de adultos de A. aegypti a
ambos os 6leos essenciais, indicando CLso = 63,498 mg.mL! e 40,111 mg.mL* para
os periodos de avaliacdo em 24 e 48 horas do morfotipo A, e um resultado mais
sensivel para o morfotipo e CLso = 39,894 mg.mL! no periodo de 24 horas e 34,306
mg.mL? para o periodo de 48 horas, demonstrando que os Gleos esséncias do
morfotipo A de A. triplinervis portanto, uma fonte promissora de potenciais agentes
eficientes para o controle quimico de imaturos e adultos de A. aegypti, ajudando na
guimiossistematica da espécie com importantes contribuicbes para um eventual

reclassificacao botanica.
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