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RESUMO

Introdugao: O Aedes aegypti € um vetor de arboviroses de grande impacto na saude
publica global, como dengue, zika, chikungunya e febre amarela. A resisténcia
crescente aos inseticidas sintéticos e os efeitos ecotoxicolégicos associados ao seu
uso intensificam a busca por alternativas naturais, seguras e eficazes. Objetivo: Com
base no uso etnoboténico das raizes de Philodendron megalophyllum por
comunidades ribeirinhas da Amazobnia, esta pesquisa teve como objetivo avaliar o
potencial repelente, adulticida e larvicida do OE extraido das raizes adventicias da
espécie frente ao mosquito Ae. aegypti, integrando analises quimicas, bioldgicas e in
silico. Material e Métodos: O OE foi obtido por hidrodestilacdo, apresentando
rendimento de 0,146%, e caracterizado por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM), que identificou 15 compostos majoritariamente
sesquiterpénicos, com destaque para 5-epi-7-epi-a-eudesmol (66,6%), a-pineno
(5,3%) e 10-epi-y-eudesmol (5,3%). Resultados e Discussdo: Nos bioensaios, o OE
demonstrou atividade repelente, promovendo protecdo por até 180 minutos, com
relacdo dose-resposta positiva, sendo a concentragao de 500 pg/mL a mais eficaz. Na
atividade adulticida, observou-se forte dependéncia temporal: a CLso reduziu de
2176,5 pg/mL (15 min) para 457,5 pg/mL (60 min), enquanto a CLgo diminuiu de 4244,3
Mg/mL para 1169,3 ug/mL, evidenciando aumento da eficacia com o tempo de
exposicao. Na atividade larvicida, a CLso passou de 203,98 ug/mL (167,85-263,91) em
24 horas para 89,72 pg/mL (64,80-112,77) em 48 horas, e a CLoo reduziu de 424,11
pg/mL (339,60-600,89) para 241,28 pg/mL (204,63-301,23). As analises morfolégicas
por microscopia eletrdnica de varredura e éptica revelaram alteragdes estruturais nas
larvas tratadas, como deformacgdes cuticulares, escurecimento, encurtamento
abdominal e desorganizacao tecidual, sugerindo interferéncia na integridade celular e
nos processos fisioldgicos vitais. A investigagao in silico mostrou que os compostos
majoritarios 5,7-Diepi-a-eudesmol e 10-Epi-y-eudesmol apresentaram alta afinidade
com o sitio ativo da enzima acetilcolinesterase (AChE), com scores de 65,80 e 64,29,
respectivamente, mediadas por ligagdes de hidrogénio (Tyr370) e multiplas interacoes
hidrofébicas (Trp83, Tyr71, Tyr374). Esses achados indicam que a inibicdo da AChE
€ um dos possiveis mecanismos de acdo do OE sobre o vetor. Conclusdo: O estudo
valida o uso tradicional de P. megalophyllum e apresenta o primeiro registro quimico
e biolégico da espécie frente ao Ae. aegypti, destacando seu OE como uma
promissora fonte natural para o desenvolvimento de produtos biorracionais.

Palavra- Chave: Philodendron megalophyllum; Ae. aegypti; biorracional; Docking
Molecular;



ABSTRACT

Introduction: Aedes aegypti is a vector of arboviruses with a major global public health
impact, including dengue, Zika, chikungunya, and yellow fever. The increasing
resistance to synthetic insecticides and the ecotoxicological effects associated with
their use have intensified the search for natural, safe, and effective alternatives.
Objective: Based on the ethnobotanical use of Philodendron megalophyllum roots by
Amazonian riverine communities, this study aimed to evaluate the repellent, adulticidal,
and larvicidal potential of the essential oil (EO) extracted from the adventitious roots of
this species against Ae. aegypti, integrating chemical, biological, and in silico analyses.
Materials and Methods: The EO was obtained by hydrodistillation, yielding 0.146%,
and characterized by gas chromatography—mass spectrometry (GC-MS), which
identified 15 constituents, predominantly sesquiterpenes, with 5-epi-7-epi-a-eudesmol
(66.6%), a-pinene (5.3%), and 10-epi-y-eudesmol (5.3%) as major compounds. In
bioassays, the EO demonstrated repellent activity, providing protection for up to 180
minutes, showing a positive dose-response relationship, with the 500 pg/mL
concentration being the most effective. Results and discussion: In the adulticidal
assay, a strong time-dependent effect was observed: LCso decreased from 2176.5
pMg/mL (15 min) to 457.5 pug/mL (60 min), while LCg0 dropped from 4244.3 pg/mL to
1169.3 ug/mL, indicating increased efficacy with longer exposure time. In the larvicidal
assay, LCso decreased from 203.98 pg/mL (167.85-263.91) at 24 hours to 89.72 ug/mL
(64.80-112.77) at 48 hours, and LCoo decreased from 424.11 yg/mL (339.60-600.89)
to 241.28 pg/mL (204.63-301.23). Morphological analyses using scanning electron
microscopy (SEM) and optical microscopy revealed structural alterations in treated
larvae, including cuticular deformation, darkening, abdominal shrinkage, and tissue
disorganization, suggesting disruption of cellular integrity and vital physiological
processes. The in-silico investigation showed that the major compounds 5,7-Diepi-a-
eudesmol and 10-Epi-y-eudesmol exhibited high binding affinity to the active site of the
acetylcholinesterase (AChE) enzyme, with scores of 65.80 and 64.29, respectively,
mediated by hydrogen bonds (Tyr370) and multiple hydrophobic interactions (Trp83,
Tyr71, Tyr374). These findings indicate that AChE inhibition is one of the possible
mechanisms of EO action against the vector. Conclusion: This study validates the
traditional use of P. megalophyllum and presents the first chemical and biological
report of the species against Ae. aegypti, highlighting its essential oil as a promising
natural source for the development of biorational control products.

Keywords: Philodendron megalophyllum; Ae. aegypti; Biorational; Molecular
coupling;
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1  INTRODUGAO

O Aedes aegypti € um inseto hematofago responsavel pela transmissdo de
arbovirus como os causadores da dengue, febre amarela, Zika e Chikungunya. A
transmissao viral ocorre quando as fémeas infectadas se alimentam do sangue de
humanos e outros primatas. Essas doengas apresentam taxas de mortalidade,
afetando principalmente paises de climas tropicais e subtropicais.

O uso de repelentes, adulticidas e larvicidas sintéticos no combate a vetores tem
sido questionado por diversos estudos devido aos danos causados a saude humana,
a espécies nao-alvo e ao meio ambiente. Em vista disso, ha uma busca crescente por
alternativas naturais que sejam viaveis, biodegradaveis e de baixa toxicidade. A
prospecc¢ao de novos compostos de origem vegetal, por meio de ferramentas como
estudos fitoquimicos e modelagem molecular, representa uma abordagem promissora
nesse cenario.

A Floresta Amazobnica destaca-se como um tesouro de biodiversidade e um
repositorio de conhecimentos tradicionais mantidos por comunidades locais. Entre as
riquezas encontradas nesse ecossistema, estdo as plantas do género Philodendron
spp., que, além de seu valor ornamental, possuem potencial como repelentes,
inseticidas e larvicidas naturais. Com base nesse saber empirico, populacdes
ribeirinhas da Vila Rabelo, no interior do Para, utilizam as raizes adventicias da planta
popularmente conhecida como cipé-tracua (Philodendron megalophyllum) para se
protegerem contra picadas de mosquitos.

Contudo, apesar deste uso tradicional, a espécie Philodendron megalophyllum é
nativa do Brasil e existem poucas referéncias bibliograficas que validem
cientificamente seu potencial. Esta lacuna no conhecimento impede um
aproveitamento mais amplo deste recurso como uma alternativa no combate a vetores
de importancia médica, como o Ae. aegypiti.

Diante disso, a questao norteadora desta pesquisa é: O 6leo essencial das raizes
adventicias de P. megalophyllum possui propriedades repelentes e inseticidas contra
o Ae. aegypti? Para responder a esse questionamento, foram formuladas as seguintes
hipoteses: Hipotese alternativa: O 6leo essencial das raizes adventicias de P.
megalophyllum apresenta atividades repelentes, adulticida e larvicida contra o Ae.
aegypti. Hipotese nula: 6leo essencial das raizes adventicias de P. megalophyllum

nao apresenta atividades repelentes, adulticidas e larvicidas contra o Ae. aegypti.
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Desse modo, esta pesquisa tem como objetivo avaliar o potencial repelente,
adulticida e larvicida do 6leo essencial de Philodendron megalophyllum Schott, como

uma alternativa natural contra o Ae. aegypti.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial repelente, adulticida e larvicida a partir do 6leo essencial das raizes

adventicias de Philodendron megalophyllum frente ao mosquito Ae. aegypti.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Avaliar o efeito repelente do 6leo essencial contra fémeas de Ae. aegypti.

= Estimar as concentracdes letais CLso e CLoo do dleo essencial contra formas
adultas e formas imaturas de Ae. aegypti.

= Avaliar as altera¢gdes morfolégicas causadas nas larvas de Ae. aegypti apds o
tratamento com o 6leo essencial.

» |nvestigar In silico as interagdes moleculares entres os compostos majoritarios

do 6leo essencial e a acetilcolinesterase do Ae. aegypiti.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 A ESPECIE Philodendron megalophyllum SCHOTT

O P. megalophyllum é uma planta hemiepifita, com raiz grampiforme e
ramificada. Seu caule possui profilo (prophyllum) e suas folhas tém bainha
imperceptivel. O peciolo é achatado na face adaxial e arredondado na face abaxial, o
pedunculo é cilindrico e a espata é ligeiramente contraida (Figura 1). Os frutos séo
bagas subcilindricas de cor creme quando maduros, e as sementes sdo subglobosas

(GBIF, 2025).

Figura 1- Morfologia de P. megalophyllum Schott: (A) Detalhe da face abaxial da folha;(B) Frutos
subcilindricos e sementes subglobosas.

B)

Fonte: Scherberich, (2013).

De acordo com o Sistema de Informacdo sobre a Biodiversidade Brasileira
(SIBBR, 2020), a espécie P. megalophyllum se classifica na Ordem Alismatales,
Familia Araceae e Género Philodendron. Dados de 2020 da mesma plataforma
indicavam a existéncia de 210 registros de ocorréncia para a espécie no Brasil,
confirmando sua presenca em diferentes regides do pais.
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P. megalophyllum €& uma espécie com poucas investigagcbes sobre suas
atividades bioldgicas. Em um dos principais estudos, De Moura et al. (2015) avaliaram
as propriedades antiofidica, antioxidante e antibacteriana da planta. Os resultados
foram promissores, uma vez que o extrato aquoso demonstrou atividade antioxidante
e antibacteriana, indicando seu potencial terapéutico para o tratamento de infecgdes.

Em outra investigacao relevante, Da Costa Guimaraes et al. (2020) conduziram
um estudo etnobotanico em Santarém, Para, para identificar plantas com potencial
antiofidico, avaliando a eficacia de seus extratos na inibicdo da hemorragia causada
pelo veneno de Bothrops jararaca. Dentre as espécies analisadas, P. megalophyllum
demonstrou um resultado notavel, inibindo completamente a atividade hemorragica
induzida pelo veneno.

A analise do perfil fitoquimico de P. megalophyllum, realizada por meio de
cromatografia em camada delgada (CCD), revelou a presenga de diversos
constituintes quimicos. Estudos indicam a ocorréncia de taninos hidrossoluveis,
flavonoides, compostos fendlicos, cumarinas e acidos graxos na espécie (Da Costa
Guimaraes et al., 2020; De Moura et al., 2015)

Em suma, embora P. megalophyllum seja uma espécie ainda pouco explorada
cientificamente, os estudos existentes indicam que ela possui um notavel potencial

bioativo.
3.2 OLEOS ESSENCIAIS (OE’s)

A produgao comercial de OE’s no Brasil teve inicio no século XX, baseada
inicialmente no extrativismo de espécies nativas, como o pau-rosa. A partir de 1940,
a producgao tornou-se mais sistematica com a introducédo de culturas como menta,
laranja, canela, eucalipto e capim-limao (Sebrae, 2019). O pais atua no mercado
internacional de OE’s ha quase 100 anos e destaca-se como o maior produtor mundial
de ¢6leo de laranja (Citrus sinensis), tendo exportado 29 mil toneladas do produto em
2018 (Bizzo; Rezende, 2022).

A International Organization for Standardization (ISO) define os OE’s como
compostos volateis, com odor pronunciado, limpidos, raramente coloridos,
hidrofébicos e sollveis em solventes organicos, apresentando densidade inferior a da
agua (Villamizar-Véliz; Aular, 2022; Zhang et al., 2024). No contexto ecoldgico, esses

compostos desempenham um papel significativo na prote¢cdo das plantas contra
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agentes bidticos e abioticos, além de atrairem polinizadores, favorecendo a disperséo
de pdélen e sementes (Bakkali et al., 2008; Zhang et al., 2024).

Os OE’s sao extraidos de diversas partes das plantas, como folhas, frutos,
raizes e cascas (Bizzo; Ana Maria; Rezende, 2009). De acordo com (Raybaudi-
Massilia; Mosqueda-Melgar; Martin-Belloso, 2006), embora uma planta possa
acumular OE’s em diferentes 6érgaos, sua composi¢ao quimica e seu rendimento
variam conforme fatores como a localizagao geogréafica.

As caracteristicas organolépticas dos OE’s, como aroma e sabor, sao
atribuidas a sua complexa composigdo quimica, rica em monoterpenos,
sesquiterpenos e outras classes de compostos volateis (Lyubenova; Georgieva;
Antonova, 2023). Sdo esses mesmos constituintes que conferem aos 6leos essenciais
suas diversas atividades bioldgicas, tornando-os de grande relevancia para a industria
e a pesquisa cientifica (Bakkali et al., 2008).

De modo geral, os OE’s sdo de grande importancia para as industrias de
perfumes, alimentos e medicamentos devido a sua rica composicdo em metabdlitos
secundarios, principalmente terpenoides e compostos fendlicos (Portella et al., 2014).
Os terpenoides, em particular, representam a maior e mais diversa classe de
metabdlitos secundarios, com mais de 55.000 moléculas ja descritas na natureza
(Borges; Amorim, 2020). Essa vasta diversidade quimica é a base para as multiplas
aplicagdes e atividades biologicas dos OE’s.

Knaak; Fiuza, (2010) destacam que os OE’s possuem diversas agdes contra
insetos, como alta toxicidade, efeito repelente e atividade antialimentar, além de
exercerem influéncia sobre o desenvolvimento desses organismos. Como exemplo de
um mecanismo de agao especifico, o estudo de Du et al. (2015) demonstrou que o
citronelal se liga ao receptor olfativo TRPA1, localizado nas antenas do mosquito

Anopheles gambiae.
3.3 ASPECTOS GERAIS SOBRE A ESPECIE Aedes aegypti

O mosquito Ae. aegypti € um vetor de arboviroses de grande relevancia para a
salde publica global. E o principal transmissor de doencas como dengue, febre
amarela, Zika e chikungunya, as quais, segundo a World Health Organization (2017),
sao responsaveis por milhdes de mortes. De modo geral, esses virus sao transmitidos
por vetores artropodes hematdfagos e podem infectar uma ampla gama de

vertebrados, incluindo mamiferos, aves, répteis e anfibios (Segondy, 2016).
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Esses mosquitos pertencem a Ordem Diptera e a Familia Culicidae. Apesar
dos esforgos continuos para o controle do vetor, persistem grandes desafios,
especialmente no Brasil, por ser um pais de clima tropical (Mapossa et al., 2021;
Santos; Pereira, 2020).

A transmissao do virus ocorre durante o repasto sanguineo (hematofagia) da
fémea de Ae. aegypti previamente infectada. Apds o acasalamento, a fémea busca
essa refeicdo de sangue, que é essencial para a maturagcdo dos ovos.
Subsequentemente, ela realiza a postura em criadouros localizados no peridomicilio,
ao redor de habitagbes humanas (Dos Santos Junior; Dos Santos; Soares, 2020).

Os mosquitos adultos possuem coloracdo preta com manchas brancas e
escamas prateadas. O dimorfismo sexual é notavel, embora os machos sejam
geralmente menores que as fémeas, o tamanho corporal ndo é um parametro
confidvel para a diferenciacdo dos sexos, pois pode ser influenciado por fatores
exogenos (Ibidem). A caracteristica dimorfica mais confiavel reside na morfologia das
antenas, que sao plumosas (com muitas cerdas longas) nos machos e pilosas (com
poucas cerdas curtas) nas fémeas (Carvalho; Moreira, 2017).

Inicialmente, a coloragdo dos ovos apds a oviposicdo € clara, mas eles
escurecem com o tempo. A eclosao ocorre na presenga de agua, porém, na auséncia
desta, os ovos exibem alta resisténcia a dessecacao, o que Ihes permite permanecer
viaveis por mais de um ano (Carvalho; Moreira, 2017). Conforme ilustra a figura 2, o

ciclo de vida do Ae. aegypti compreende quatro estagios: ovo, larva, pupa e adultos.

Figura 2- Ciclo de vida do mosquito Ae. aegypti
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Fonte: Adaptado Oliveira. (2020).
O ciclo inicia quando as fémeas depositam seus ovos nos reservatorios

(Wermelinger et al., 2015). A eclosao dos ovos da origem as larvas do primeiro estagio
(instar). Em seguida, ocorre a passagem por trés estagios (L1, L2, L3 e L4). As larvas
sdo aquaticas, podendo se alimentar de matéria organica (Dos Santos Junior; Dos
Santos; Soares, 2020). O desenvolvimento larval é influenciado por muitos fatores
como disponibilidade de alimentos, temperatura. Além disso, em condigdes normais,
as larvas podem entrar na fase pupa de 4 a 5 dias, todavia, em condi¢des adversas o
periodo pode ser tornar prolongado (Carvalho; Moreira, 2017). O mecanismo de

transmissao das doengas causadas pelo vetor Ae. aegypti é detalhado a seguir:
3.3.1 Dengue (DENV)

A dengue é uma doenga infecciosa febril causada pelo virus DENV,
pertencente ao género Flavivirus e a familia Flaviviridae. O genoma viral € constituido
por uma fita simples de RNA de sentido positivo, que codifica trés proteinas
estruturais: capsideo (C), membrana (M) e envelope (E) e sete ndo estruturais (NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Ko et al., 2020; Lucena-Neto et al., 2023).
Atualmente, sdo reconhecidos cinco sorotipos (DENV-1 a DENV-5), todos capazes de
causar tanto a forma classica quanto a grave da doenga (Mustafa et al., 2015).

A dengue é endémica em regides tropicais e subtropicais da Africa, Américas,
Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental (Braga; Valle, 2007). Nas Américas, os
primeiros surtos ocorreram no século XVII, enquanto no Brasil os casos modernos
foram registrados em Roraima (1981-1982), com a identificagdo dos sorotipos DENV-
1 e DENV-4, seguidos da ampla disseminacgao nacional (Dick et al., 2012).

Clinicamente, a doenga apresenta trés fases: febril, critica e de recuperacao
(Simmons et al., 2012). A fase febril € marcada por febre alta, cefaleia, mialgia,
artralgia e vémitos; na fase critica, podem ocorrer extravasamento plasmatico e
manifestagbes hemorragicas, levando a choque e faléncia organica (Brasil, 2016;
Wang et al., 2020). Trombocitopenia e disturbios de coagulagdo sao achados
caracteristicos, e o sangramento grave esta frequentemente associado a hipdxia e
acidose (Wang et al., 2020)

A gravidade da infeccao varia conforme o sorotipo viral, sendo os tipos DENV-
1 a DENV-4 historicamente associados a epidemias de febre hemorragica e sindrome
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do choque da dengue (Khan et al., 2023). O desenvolvimento de vacinas enfrenta
desafios imunoldgicos complexos, pois a infecgao por um sorotipo confere imunidade
duradoura apenas contra ele (imunidade homéloga), mas protegao parcial e transitoria
contra os demais (imunidade heterdloga), podendo levar a amplificagdo dependente
de anticorpos em infecgdes secundarias (Kok et al., 2023; Sebayang et al., 2021).
Nos anos recentes, anomalias climaticas especialmente variagbes de
temperatura e regimes de chuva favoreceram o aumento expressivo de casos. Em
2024, o Brasil notificou mais de 6,2 milhdes de casos provaveis entre as Semanas
Epidemioldgicas 1 e 26, um aumento de 344,5% em relagdo a 2023. Na Regiéo Norte,
registraram-se 2.181 casos no mesmo periodo (Brasil, 2024), evidenciando a

influéncia de fatores ambientais na expansao da doenca.
3.3.2 Febre amarela (FA)

A febre amarela € uma doenca de notificagdo compulsoéria causada por um
virus do género Flavivirus, transmitido pela picada de mosquitos. Apdos a inoculagao
do virus, a infecgao se inicia nas células dendriticas e se espalha para os linfonodos,
onde o virus se replica (Lopes et al., 2019).

De acordo com OPAS; OMS, (2024) a vacinagao € a principal e mais eficaz
forma de prevengao contra a febre amarela. A organizagdo recomenda uma unica
dose da vacina, que é suficiente para conferir imunidade vitalicia, sem a necessidade
de doses de reforgo.

O Brasil, por ser um pais tropical com ciclo silvestre ativo, apresenta um risco
continuo para a ocorréncia de surtos de febre amarela. De acordo com a OPAS; OMS,
(2024), foram notificados seis casos humanos da doenca no pais em 2023, incluindo
quatro obitos. Em 2024, ndo houve registro de casos autoctones.

Contudo, a vigilancia de epizootias (surtos da doenga em animais) permanece
crucial. No periodo de monitoramento de julho de 2023 a junho de 2024, foram
reportados 1.157 eventos envolvendo primatas ndo humanos no Brasil, 0 que indica
a circulagéo do virus (OPAS; OMS, 2024).

3.3.3 Chikungunya (CHIKV)

O virus Chikungunya (CHIKV) foi identificado pela primeira vez na Tanzania em
1952 e isolado de mosquitos dos géneros Aedes e Culex no ano seguinte (Cortes et
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al., 2023). Em 2005, reemergiu na Africa Oriental, ocasionando grandes surtos
urbanos e, posteriormente, espalhou-se pelo subcontinente indiano, afetando milhdes
de pessoas (Volk et al., 2010). O CHIKV é um arbovirus artritogénico pertencente a
familia Togaviridae e ao género Alphavirus, considerado uma doencga tropical
negligenciada.

Andlises filogenéticas identificam trés gendtipos principais: o da Africa
Ocidental, o Asiatico e o da Africa Oriental/Central/Sul (ECSA) (Volk et al., 2010). Apds
a infecgédo, o virus dissemina-se pelo organismo durante a viremia (Dupuis-Maguiraga
et al., 2012), e a patogénese esta fortemente relacionada a resposta imune do
hospedeiro. Na fase aguda, os sintomas febres alta, exantema e artralgia intensa,
decorrem da ativacao de linfocitos T e da liberagao de citocinas pro-inflamatérias. Ja
as formas cronicas resultam da persisténcia viral em células mononucleares nas
articulagdes, levando a artrite prolongada (Ojeda Rodriguez; Haftel; Walker, 111, 2023).

O diagndstico de Chikungunya depende do estagio da infeccao. Na fase aguda
(até o 7° dia), a deteccao do RNA viral é feita por RT-PCR; apds esse periodo, utilizam-
se métodos sorologicos, como ELISA e imunofluorescéncia indireta (IFI), para
identificar anticorpos IgM (infeccdo recente) e IgG (infeccdo passada) (Puccioni-
Sohler et al., 2023). A vigilancia é essencial, sobretudo em gestantes, recém-nascidos
e pacientes com manifestagdes neuroldgicas, que devem ser acompanhados de forma
prolongada (Ojeda Rodriguez; Haftel; Walker, IlI, 2023).

No Brasil, até a Semana Epidemioldgica 26 de 2024, foram registrados 223.225
casos provaveis de Chikungunya, correspondendo a uma incidéncia de 114,9 casos
por 100 mil habitantes, o que representa aumento de 78,8% em relagao a 2023 (Brasil,
2024). Na Regiao Norte, as taxas de incidéncia variam entre os estados, refletindo a
influéncia de fatores ambientais e socioeconémicos (Brasil, 2024).

As mudangas climaticas e a urbanizacdo desordenada intensificam a
proliferagcdo do mosquito vetor Ae. aegypti, altamente adaptado a ambientes urbanos,
0 que amplia a transmissao do CHIKV e desafia o controle da doenga no pais (Brasil,
2024).

3.3.4 Zika virus (ZIKV)

O virus Zika (ZIKV), pertencente a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus,
assim como os virus da dengue (DENV) e da febre amarela (FA), foi identificado pela
primeira vez em 1947, na Africa (Bhandari; Taksande; Sapkale, 2023). Até 2007, o
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ZIKV era considerado um agente de infecgdes febris leves restritas a Africa e a Asia
(Cortes et al.,, 2023). Seu genoma € constituido por uma fita simples de RNA de
sentido positivo que codifica uma poliproteina unica, posteriormente clivada em trés
proteinas estruturais: capsideo (C), precursor da membrana (prM) e envelope (E) e
sete proteinas ndo estruturais (NS1 a NS5), responsaveis pela replicagéo viral (Bhat
et al., 2023; Popescu et al., 2011).

O ciclo de transmissao do ZIKV inicia-se quando fémeas de mosquitos Aedes
se infectam ao se alimentarem de um hospedeiro virémico. Apos replicar-se no vetor,
0 virus pode ser transmitido a um novo hospedeiro durante outro repasto sanguineo
(Bhat et al., 2023). Existem dois ciclos distintos: o silvestre (ou enzoético), que envolve
primatas ndo humanos e mosquitos arboricolas, e o urbano (ou epidémico), que
ocorre entre humanos, tendo o Ae. aegypti como principal vetor (Vasilakis; Weaver,
2017). Além disso, a detecgao de anticorpos e do proprio virus em primatas e animais
domésticos sugere a existéncia de multiplos reservatorios (Vorou, 2016).

A maioria das infecgbes por ZIKV é assintomatica, estima-se que cerca de 80%
dos infectados n&do apresentem sintomas clinicos. Nos casos sintomaticos, o quadro
€ semelhante ao de outras arboviroses, com febre, exantema, mialgia, artralgia,
cefaleia e conjuntivite (Vorou, 2016). Embora muitas gestantes infectadas também
sejam assintomaticas, o virus pode atravessar a barreira placentaria, resultando na
Sindrome Congénita do Zika, caracterizada por microcefalia, lisencefalia,
calcificagcbes corticais e alteragbes oculares como uveite e maculopatia (Peng et al.,
2024).

Entre as Semanas Epidemiolégicas 1 e 23 de 2024, o Brasil registrou 8.519
casos provaveis de ZIKV, correspondendo a uma taxa de incidéncia de 4,2 casos por
100 mil habitantes, um aumento de 9% em relagdo ao mesmo periodo de 2023 (Brasil,
2024). Na Regiao Norte, a incidéncia variou entre os estados, refletindo a persisténcia
da circulacao viral e a vulnerabilidade ambiental.

Apesar de apresentar numeros inferiores aos da dengue, o ZIKV continua
sendo uma importante arbovirose de interesse em saude publica devido ao seu

potencial de causar desfechos neuroldgicos e congénitos graves (Brasil, 2024).
3.4 REPELENTES

Os repelentes de aplicacao topica sdo considerados uma forma eficaz de

protecdo contra a picada de mosquitos e, consequentemente, contra a transmissao
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de doengas (Haris et al., 2023). O mercado atual oferece uma ampla variedade de
produtos, como cremes e sprays, que em sua maioria utilizam principios ativos
sintéticos (Mapossa et al., 2021). Entre os compostos sintéticos mais comuns e
recomendados por agéncias de saude em todo o mundo, destacam-se: N, N-dietil-
meta-toluamida (DEET), Icaridina (ou Picaridina), Etil butilacetilaminopropionato
(IR3535®)(Grison et al., 2020).

Apesar da eficacia comprovada, o uso de repelentes sintéticos levanta
preocupacdes quanto a possiveis efeitos adversos a saude humana, que incluem
desde reagbes alérgicas e dermatites até problemas de toxicidade sistémica e
neuroldgica (Asadollahi et al., 2019; Grison et al., 2020; Pohlit et al., 2011).

A neurotoxicidade, em particular, tem sido objeto de estudo. O DEET, por
da enzima acetilcolinesterase (AChE), que é crucial para a correta transmissdo dos
impulsos nervosos tanto em insetos quanto em mamiferos (Swale et al., 2014).

Em contrapartida aos compostos sintéticos, o uso de plantas como repelentes
€ uma pratica registrada desde a antiguidade, incluindo métodos como a queima de
folhas para produzir fumacga e a aplicagéo de extratos diretamente na pele (Priya et
al., 2023).

Atualmente, a pesquisa por repelentes de origem vegetal tem se intensificado.
Esse interesse é impulsionado pela busca por produtos que sejam ao mesmo tempo
seguros e eficazes, além de apresentarem baixo impacto ambiental por serem
biodegradaveis e de menor toxicidade para a saude humana e para organismos nao-
alvo (Almeida et al., 2023; Da Silva; Ricci-dunior, 2020; lliou et al., 2019; Rosa et al.,
2016).

Oleos essenciais extraidos de plantas de familias como Myrtaceae, Lamiaceae,
Lauraceae, Asteraceae, Rutaceae e Araceae tém demonstrado atividade repelente
significativa (Durofil et al., 2021). Estudos apontam que, entre as espécies mais
investigadas por essa propriedade, destacam-se o eucalipto-citriodora (Corymbia
citriodora (Hook.) K.D.Hill & L.A.S. Johnson), a citronela (Cymbopogon sp.) e a
andiroba (Carapa guianensis Aubl.) (Almeida et al., 2023; Da Silva; Ricci-Junior,
2020).

A eficacia desses 0leos essenciais esta diretamente relacionada a sua rica
composicao em metabdlitos secundarios volateis, principalmente da classe dos

terpenoides (como monoterpenos e sesquiterpenos) e fenilpropanoides. Sdo esses
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compostos que, em sua maioria, conferem a atividade repelente as plantas (Da Silva;
Ricci-Junior, 2020).

Existem diversos insights sobre os mecanismos de acdo dos repelentes no
sistema sensorial dos insetos, que explicam como essas substancias afetam o
comportamento e a capacidade do mosquito de localizar um hospedeiro:

Estudos indicam que os repelentes atuam principalmente no nivel dos
receptores olfativos, funcionando como agonistas ou antagonistas. Como agonistas
olfativos ativam neurbnios receptores que desencadeiam uma resposta aversiva,
efetivamente repelindo os mosquitos (Dickens; Bohbot, 2013). Por outro lado, quando
sdo antagonistas olfativos, bloqueiam ou inibem os receptores responsaveis pela
deteccdo de odores atrativos (como os exalados por humanos), "mascarando" o
hospedeiro e impedindo que o mosquito o encontre (figura 3) (Ditzen; Pellegrino;
Vosshall, 2008; Jones et al., 2011).

Figura 3- Oleo essencial e DEET como repelente: mecanismo de acao.
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A eficacia dos repelentes envolve diferentes modos de acao, que podem ser
classificados em duas categorias principais: de agao espacial e de agao por contato.
Os repelentes de acao espacial liberam compostos volateis que atuam a
distancia, interferindo no sistema olfativo do mosquito e dificultando a localizacdo do
hospedeiro (Afify et al., 2019). Por outro lado, os de agao por contato agem quando o
inseto pousa na pele, estimulando receptores gustativos e tateis que inibem o inicio

da picada (Ibidem). Estudos com 6leos essenciais ilustram esses mecanismos. O 6leo
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de capim-liméao, por exemplo, demonstrou forte atividade como repelente espacial ao
provocar uma intensa resposta olfativa (/bidem).

Ja a citronela parece atuar também por contato, com seus componentes
interagindo com vias quimiossensoriais (como os receptores Orco e TRPA1) no
mosquito Anopheles gambiae, o que pode modular receptores gustativos e
desencadear uma resposta antialimentar (Dickens; Bohbot, 2013).

A crescente preocupagao com os potenciais efeitos adversos dos repelentes
sintéticos, apesar de sua comprovada eficacia, impulsiona a busca por alternativas de
origem natural. O objetivo é desenvolver produtos que aliem alta performance
repelente com maior seguranga para a saude humana e menor impacto ao meio

ambiente.
3.5 ADULTICIDAS

Os inseticidas adulticidas, que visam a eliminagdo dos mosquitos na fase
adulta, sdo historicamente classificados em quatro grupos quimicos principais:
organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretroides (Becker et al., 2003).

De acordo com Oliveira, (2020) os organoclorados foram os primeiros a serem
amplamente utilizados no combate ao Ae. aegypti, principalmente devido a sua alta
estabilidade quimica e longa permanéncia no ambiente. No entanto, essa mesma
persisténcia ambiental tornou-se uma grande desvantagem, pois resulta na
contaminagao e toxicidade para organismos nao-alvo, incluindo os seres humanos
(Giulioni et al., 2021).

De acordo com (Braga; Valle, 2007), os inseticidas organoclorados sao
compostos que contém carbono, hidrogénio e cloro em sua estrutura quimica. Eles
sdo subclassificados em quatro grupos principais: hexaclorociclohexanos, ciclodienos,
policloroterpenos e os difenil-alifaticos. A este dultimo grupo pertence o
Diclorodifeniltricloroetano (DDT), o mais notério dos organoclorados (Ware; Whitacre,
2004).

Os organofosforados sdo compostos quimicos derivados do acido fosférico e
se distinguem dos organoclorados por duas caracteristicas principais: possuem menor
persisténcia no ambiente, mas apresentam maior toxicidade aguda para os
vertebrados (Ware; Whitacre, 2004). Os carbamatos, por sua vez, sao derivados do

acido carbamico e nao contém fosforo (/bidem).
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Apesar da diferenca estrutural, o mecanismo de acdo de ambas as classes € o
mesmo: eles atuam como inibidores da enzima AChE (Oliveira, 2020). O bloqueio
dessa enzima, que é responsavel pela hidrélise do neurotransmissor acetilcolina, leva
ao acumulo desta nas sinapses nervosas, causando hiperexcitacdo e colapso do
sistema nervoso do inseto (/bidem).

Os piretroides sdo uma classe de inseticidas sintéticos desenvolvidos como
analogos estruturais das piretrinas, compostos naturais extraidos das flores de
Chrysanthemum cinerariaefolium (Davies et al., 2007). Eles s&o classificados em dois
tipos principais, com base na presenga ou auséncia de um grupo a-ciano em sua
estrutura (Soderlund, 2011).

O mecanismo de agao dos piretroides € neurotoxico e, de forma semelhante
ao DDT, envolve a alteracdo da cinética dos canais de sddio dependentes de
voltagem. Eles prolongam a abertura desses canais, causando hiperexcitacdo do
sistema nervoso, o que leva a paralisia e morte do inseto (Soderlund, 2011).

O uso continuo e em larga escala de inseticidas exerce uma forte pressao
seletiva que favorece o desenvolvimento de resisténcia em populacdes de mosquitos,
dificultando o controle de vetores como o Ae. aegypti (Gan et al., 2021). Os principais
mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelos insetos incluem alteragdes no sitio-
alvo molecular do inseticida, o aumento da detoxificagdo por vias metabdlicas
(resisténcia metabdlica), a redugdo da penetragdo do composto pela cuticula e
adaptagdes comportamentais que diminuem a exposi¢do ao produto (figura 4)
(Ibidem).

Figura 4- Principais mecanismos de resisténcia a inseticidas no mosquito Ae. aegypti
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Legenda: (1.1.) Ocorre por muta¢des no local de agdo molecular do inseticida (receptores AChE ou
GABA). (1.2) Aumento da capacidade de detoxificar o inseticida antes que ele atinja o alvo,

30



principalmente pela superexpressdo de enzimas como as do complexo citocromo P450. (1.3)
Alteracdes na cuticula, o que a tornam mais espessa ou menos permeavel, reduzindo a absorgao do
inseticida. (1.4): Mudangas no comportamento do mosquito (evitar superficies tratadas).

Fonte: Adaptado de Gan et al. (2021).

A busca por alternativas aos inseticidas sintéticos, como os 6leos essenciais, é
motivada pelos danos que os primeiros causam ao meio ambiente e a organismos
nao-alvo, incluindo os seres humanos (Koureas et al., 2012).

Devido a sua abundancia em compostos bioativos, os 6leos essenciais sao
fortes candidatos a bioinseticidas. A sua principal vantagem reside no potencial
seletividade de seus efeitos; eles podem ser altamente toxicos para insetos e outros
artrépodes, enquanto, em geral, apresentam menor risco para vertebrados e um perfil
ambiental mais seguro por serem biodegradaveis (Bedini et al., 2017).

O mecanismo de acgao inseticida dos Oleos essenciais, que sdo ricos em
metabdlitos secundarios como os terpenoides (ex., monoterpenos e sesquiterpenos),
€ primariamente neurotoxico, envolvendo a interagdo com multiplos alvos no sistema
nervoso do inseto (Isman, 2020).

Um dos alvos mais bem documentados € a enzima AChE. A inibigdo da AChE
por componentes dos Oleos essenciais leva ao acumulo do neurotransmissor
acetilcolina nas sinapses. Isso causa uma estimulagao continua das fibras nervosas,
interrompendo a coordenagdo muscular e resultando em paralisia e,
consequentemente, na morte do inseto (Moshrefi Zenoozi et al., 2022; Rants’o et al.,
2022).

Além da AChE, outros alvos no sistema nervoso dos artrépodes podem estar
envolvidos na agao dos Oleos essenciais, como 0s receptores nicotinicos de
acetilcolina (nAChRs) e os canais de cloreto dependentes do neurotransmissor GABA
(Li et al., 2019).

Embora a eficacia dos inseticidas sintéticos seja bem documentada, seus
efeitos adversos sobre organismos nao-alvo € 0 meio ambiente impulsionam a busca
por alternativas mais seguras. Nesse contexto, os 6leos essenciais surgem como uma
fonte promissora de bioinseticidas, e sua eficacia contra mosquitos tem sido

comprovada por meio de diversos mecanismos, incluindo a inibicao da enzima AChE.

3.6 LARVICIDAS
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Os mosquitos vetores de arboviroses, como o Ae. aegypti , possuem um ciclo
de vida com desenvolvimento pré-imaginal (ovo, larva e pupa) que ocorre
exclusivamente em agua doce (Sivabalakrishnan et al., 2023).

Considerando que ainda ndo ha vacinas para algumas doengas transmitidas
pelo Ae. aegypti, como zika e chikungunya, a principal estratégia de prevengao é o
controle populacional do vetor. As abordagens de controle podem ser classificadas
em trés tipos: ambiental (eliminagdo de criadouros), biolégico (uso de predadores
naturais) e quimico (uso de ovicidas, larvicidas, pupicidas e adulticidas) (figura 5)
(Garcia; Correia, 2023; Van den Berg et al., 2021).

Figura 5- Estratégias para o controle populacional de vetores nas formas imaturas
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Fonte: Mier; Rouhier; Hiliyer, (2022).

Em resposta aos desafios crescentes, como a resisténcia a inseticidas, a
Organizagao Mundial da Saude langou a estratégia "Resposta Global para o Controle
de Vetores 2017-2030". Essa iniciativa busca aprimorar a implementagdo de um
controle vetorial que seja sustentavel e adaptado as condi¢des locais, com o objetivo
de prevenir de forma mais eficaz as doengas transmitidas por vetores (Who, 2017).

Os larvicidas quimicos podem ser divididos em duas subclasses funcionais:
reguladores de crescimento de insetos (RCI) e neurotoxinas. Os RCls sdo compostos
que interferem em processos fisioldgicos exclusivos dos artrépodes, como a inibigao
da sintese de quitina ou a desregulagdo de horménios como a ecdisona, que sao
essenciais para a muda (Meier; Rouhier; Hillyer, 2022; Pener; Dhadialla, 2012). As
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neurotoxinas (ex., organofosforados, piretroides) atuam diretamente no sistema
nervoso larval, mas muitos desses compostos tendem a persistir no ambiente,
afetando negativamente espécies nao-alvo (Meier; Rouhier; Hillyer, 2022).

Os larvicidas biologicos, por sua vez, utilizam microrganismos ou seus
subprodutos. Os mais utilizados sédo as bactérias Bacillus thuringiensis israelensis e
Lysinibacillus sphaericus, e os compostos derivados de Saccharopolyspora spinosa
(espinosinas) (Meier; Rouhier; Hillyer, 2022; Silva-Filha et al., 2021). As principais
vantagens dos biolarvicidas sdo sua alta eficacia em baixas doses e sua seletividade,
o0 que lhes confere seguranga para a saude humana e para organismos n&o-alvo
(Walker; Lynch, 2007).

Outra estratégia de controle biolégico € o uso de predadores naturais, como
peixes larvofagos. Embora eficaz, essa abordagem é de dificil manutencao e, muitas
vezes, impraticavel para o controle do Ae. aegypti, cujas larvas se desenvolvem em
pequenos recipientes de agua artificiais (Meier; Rouhier; Hillyer, 2022).

Os OE’s contém uma gama de compostos bioativos que podem ser utilizados
no controle de vetores. Esses compostos frequentemente possuem atividade larvicida
e repelente contra mosquitos, com a vantagem de exibirem baixa toxicidade para
mamiferos e rapida degradacao ambiental (Da Silva Ramos et al., 2017). Além disso,
por possuirem multiplos modos de agdo, podem retardar o desenvolvimento de
resisténcia nos insetos (Isman, 2020; Muturi et al., 2020). Assim, o estudo do potencial
larvicida dos OE’s representa uma importante alternativa tecnoldgica aos produtos
sintéticos (Da Silva Ramos et al., 2017).

A aplicacédo de nanotecnologia tem se mostrado uma estratégia promissora
para aumentar a eficacia desses OE. Peniche et al. (2022), por exemplo, observaram
o efeito larvicida de uma nanoemulsédo do 6leo de Hyptis suaveolens contra Culex
quinquefasciatus. A analise por microscopia eletrénica de varredura revelou danos ao
longo de toda a cuticula das larvas expostas a formulagao.

De forma similar, (Jesus et al., 2017) testaram o OE de andiroba (Carapa
guianensis) contra Ae. aegypti , e a formulacdo em nanoemulsdo demonstrou uma
liberagédo controlada do ativo, resultando em uma mortalidade larval eficaz ao longo
do tempo.

Os fitoquimicos interrompem a fisiologia das larvas por meio de multiplos
mecanismos de acgao, principalmente de carater neurotoxico. Esses compostos

afetam fungdes vitais ao interagir com diversos alvos moleculares, que incluem: (1) A
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inibicdo da enzima AChE; (lI) A modulagdo de canais de ions, como os canais de
cloreto dependentes de GABA e os canais de calcio; (lll) A interrup¢cdo da bomba de
sodio-potassio (Na+/K+-ATPase); (IV) A interferéncia com receptores de octopamina
(especificos de invertebrados); (V) A inibicdo da respiragao celular (Rattan, 2010;
Senthil-Nathan, 2020).

Portanto, a identificagcdo de principios ativos naturais que sejam eficazes e
seguros é de grande interesse. O objetivo é encontrar compostos que ndo causem
danos ecoldgicos, sejam biodegradaveis e possuam um amplo espectro de atividade
larvicida. Tais moléculas podem compor um novo arsenal de bioinseticidas, atuando
como produtos alternativos para o controle de vetores hematdfagos (Senthil-Nathan,
2020).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1

MATERIAL VEGETAL

As amostras de P. megalophyllum (figura 7 A e B) foram coletadas em agosto

de 2023, periodo de menor pluviosidade na regido, na Vila Rabelo, localizada as

margens do Rio Ipixuna, no municipio de Porto de Moz, Para (figura 6), sob as
coordenadas geograficas 1°37'28.3"S e 51°57'48.8"W. A area de coleta é

caracterizada por uma vegetagao de varzea alta.

A identificacdo botanica do material foi realizada pelo botanico do Museu

Nacional Dr. Marcus Alberto Nadruz Coelho. Uma exsicata representativa foi

depositada no Herbario da Universidade Federal do Amapa (HUFAP), sob o numero

de registro 711.

Figura 6- Mapa georreferenciado indicando o ponto de coleta na Vila Rabelo, municipio de Porto de

Moz, Para.
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Figura 7- (A) Raizes adventicias coletadas para a extragédo do dleo essencial; (B) Exsicata do
espécime, depositada no Herbario da Universidade Federal do Amapa (HUFAP).

Fonte: Aldenor Alves Rabelo (2024).

4.2 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

A extragdo do OE de P. megalophyllum foi realizada por meio da técnica de
hidrodestilagdo em um sistema de Clevenger modificado, conforme o método descrito
por (Craveiro et al., 1981). As raizes adventicias frescas foram cortadas em pequenos
pedacos, pesadas e, em seguida, trituradas em um turbulizador. O material foi entao
transferido para um baldo de fundo redondo de 5000 mL e submerso em agua
destilada.

ApOs a extracao, o OE foi armazenado em um frasco de rosca mantido em um
freezer a -20°C para evitar a evaporagao dos compostos volateis. O rendimento do

OE foi calculado em porcentagem peso/peso (%R), pela seguinte equacgao:

massa do 6leo extraido

%R= -
massa do material

4.3  ANALISE QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

A caracterizacao da composi¢ao quimica do OE foi realizada no Laboratério
de Tecnologia de Produtos Naturais (LTPN) da Universidade Federal Fluminense
(UFF) por meio da técnica de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria
de Massas (CG-EM). Para a analise, foi preparada uma amostra de 1 mL do 6leo

essencial diluido em hexano.
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O equipamento utilizado foi um cromatografo Shimadzu GCMS-QP2010,
equipado com uma coluna capilar RTX-5MS (5% difenil/95% dimetil polissiloxano)
de 30 m de comprimento, 0,25 mm de didametro interno e 0,25 um de espessura do
filme (df). A temperatura do forno foi programada de 60 °C a 250 °C, com uma taxa
de aquecimento de 3 °C/min. A temperatura da fonte de ions foi ajustada a 200 °C
e a ionizagao eletrénica a 0,84 kV. O hélio foi empregado como gas de arraste, a
uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min e pressao de entrada de 57,0 kPa.

Uma aliquota de 1,0 pL da diluicdo do oleo foi injetada no GC/EM. As
concentragdes relativas (%) dos componentes foram calculadas por meio do
software do equipamento. A identificagdo dos picos foi realizada por comparagao
de seus indices de retencéao (IR), calculados com base em uma série de n-alcanos
(C9 a C17), e pela analise do padréao de fragmentagao dos espectros de massas,

confrontados com os dados da biblioteca do equipamento.

4.4  BIOENSAIOS

4.41 Criagao de Mosquitos

Fémeas adultas e formas imaturas da espécie Ae. aegypti da cepa Rockefeller
foram obtidas de colénias mantidas no insetario do Laboratério de Arthrolab da
Universidade Federal do Amapa. O ambiente climatizado, com temperatura entre 28
°C e 30 °C, umidade relativa do ar entre 70% e 80% e fotoperiodo de 12 horas (L:D
12:12). Os mosquitos utilizados nos ensaios tinham idade entre 4 e 10 dias e foram
alimentados com uma solugao de sacarose a 10% nos dois dias que antecederam o

experimento.
4.4.2 Ensaio de Repeléncia

O bioensaio de repeléncia foi conduzido de acordo com o protocolo da World
Health Organization (Who, 2009). Foram utilizadas cinco gaiolas com dimensdes de
40 cm x 40 cm x 40 cm, cada uma contendo 50 fémeas jovens do mosquito Ae.
aegypti. Os ensaios foram realizados no periodo das 08h00 as 12h00, em
conformidade com o horario de maior atividade de picada da espécie.

Os voluntarios realizaram a higienizag¢ao dos antebragos e das méaos com agua
e sabdo neutro, seguida de desinfecgdo com alcool a 70%. Em seguida, na fase de

controle, eles inseriram seus antebragos nao tratados em gaiolas contendo mosquitos
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por um periodo de 15 segundos, com o objetivo de avaliar a atratividade basal da pele.
Para prevenir picadas indesejadas, cada voluntario utilizou luvas de latex e envolveu
os antebragos com filme de PVC, mantendo-os protegidos durante todo o
procedimento.

Os antebracos direitos foram designados para a aplicagdo do controle negativo
e 0s esquerdos para as concentragdes-teste. Para cada tratamento (62,5; 125; 250 e
500 ug/mL), um volume de 1 mL foi aplicado em uma area demarcada de 6 cm x 5 cm

no antebraco (figura 8).

Figura 8- Areas de aplicagdo do controle negativo e das concentragdes-teste nos antebragos dos
voluntarios.

Fonte: O autor (2024).

Apo6s 30 minutos da aplicacdo de cada tratamento, os antebragos foram
inseridos nas gaiolas por um periodo de trés minutos. Nesse intervalo, o numero de
pousos e de picadas foi observado e registrado. Esse procedimento foi repetido a cada
30 minutos subsequentes, totalizando 180 minutos de observacdo. As avaliagdes
foram realizadas em cinco repeticoes.

Os dados obtidos nos bioensaios foram utilizados para calcular o percentual de

inibicdo de picadas para cada tratamento, por meio da seguinte formula:

. N° picadas no controle negaivo -N° picadas no dleo
Protecédo (%)= - - x 100
N° picadas no controle negativo

4.4.3 Atividade adulticida em Garrafas

O bioensaio em garrafa, que avalia a suscetibilidade a inseticidas, foi realizado

de acordo com o protocolo da Organizacdo Mundial da Saude (Who, 2022). As
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garrafas foram preparadas conforme as diretrizes técnicas do Laboratério Arthrolab
da Universidade Federal do Amapa (UNIFAP) (figura 9).

Previamente aos testes, foi necessario estabelecer o tempo diagnéstico para o
Oleo essencial. Esse parametro é definido como o tempo de exposi¢do necessario
para causar 100% de mortalidade em uma populacdo de mosquitos de referéncia,
sabidamente suscetivel. Para a condugao dos ensaios, foram utilizados vinte frascos
de vidro de 250 mL com tampa de rosca.

Todos os frascos de vidro foram limpos, secos em estufa e rotulados conforme
as concentragdes e o controle. O interior de cada frasco foi revestido com 1 mL de
uma solugdo do OE em acetona nas concentracdes de 0.7, 1.0, 1.25 e 1.5 mg/mL,

além do controle negativo e positivo (K-Othrine® SC25) (figura 9).

Figura 9- Preparagéo dos frascos para o bioensaio de suscetibilidade em garrafas.

Fonte: O autor (2025).

Para o revestimento, os frascos foram posicionados em um angulo de 45° com
a abertura voltada para cima. Adicionou-se a solugdo (OE) com uma pipeta e, em
seguida, os frascos foram tampados e girados suavemente por pelo menos cinco
vezes, a fim de garantir um revestimento completo e uniforme.

Para avaliar a eficacia do OE como adulticida, 15 mosquitos foram introduzidos

cuidadosamente em cada garrafa. A mortalidade foi registrada em intervalos de 15
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minutos, durante um periodo de 60 minutos. A mortalidade de cada tratamento foi
calculada somando-se o numero de mosquitos mortos em todas as suas réplicas e
expressando o resultado como uma porcentagem do numero total de mosquitos
utilizados.

) N2 de mosquitos mortos
Mortalidade(%) = - x 100
N2 de mosquitos no tratados

4.4.4 Atividade Larvicida

Para a atividade larvicida, foram empregadas larvas de terceiro instar (L3), a
fim de prevenir a pupacéo durante o periodo de avaliagdo. As larvas foram mantidas
em uma sala climatizada (12 m?) sob condi¢cbes controladas de temperatura (26 a 28
°C), umidade relativa do ar (70 a 80%) fotoperiodo de 12 horas (L:D 12:12). Os
bioensaios larvicidas seguiram o protocolo da World Health Organization (Who, 2005).
Foram utilizadas cinco réplicas de trés concentragdes (62,5, 125 e 250, ppm) do OE,
além do controle negativo Dimetilsulféxido (DMSO).

Para cada repeticdo de um tratamento, foi utilizado um béquer de 100 mL. Em
cada béquer, foram adicionados 99 mL de agua destilada e 1 mL da solugao-teste da
concentracdo. Em seguida, 10 larvas foram cuidadosamente transferidas para a
solugcdo com o auxilio de uma pipeta de Pasteur.

A mortalidade larval foi registrada nos tempos de 24 e 48 horas apds a
exposicao. Foram consideradas mortas as larvas que nao respondiam a estimulos. O

percentual de mortalidade foi entdo calculado pela férmula:

Numero de larvas mortas

. o/ \=
Mortalidade (%) Numero de larvas testadasx 100

45 ANALISE MORFOLOGICA POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREFURA (MEV) E OPTICA

A analise morfolégica externa das larvas foi realizada apds o ensaio de
atividade larvicida, comparando-se os grupos controle e experimental. As estruturas
observadas foram: cabega (H), térax (TH), segmentos abdominais (AB), sifao
respiratorio (S) e papilas anais (AP).

As larvas foram fixadas em solucdo de formaldeido a 10%, conforme

metodologia adaptada de Oliveira et al. (2017). As amostras foram entdo avaliadas
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por duas técnicas: (1) Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV): Realizada sob baixo
vacuo em um microscopio de bancada, modelo TM3030PIlus (Hitachi, Japao), no
Laboratério de Pesquisa em Farmacos da UNIFAP. (1) Microscopia Optica: Realizada

em um microscopio modelo BX41 (Olympus).
46 DOCKING MOLECULAR

A realizagao do estudo de docking molecular, utilizou o programa GOLD 2020.1
(Genetic Optimisation for Ligand Docking), destinado a analise das possiveis
interagdes entre alvo e ligante. Esse software emprega um algoritmo genético (GA), o
qual permite otimizar o tempo de encaixe e selecionar a conformacéao mais favoravel
(Verdonk et al., 2003).

Entretanto, antes da execugdo do docking propriamente dito, torna-se
necessaria a validacdo do alvo, que consiste na comparacdo entre dados
experimentais e tedricos, a fim de verificar se o programa é capaz de reproduzir
resultados semelhantes. Essa validacao é feita com base no valor do RMSD (Root
Mean Square Deviation), sendo considerado aceitavel quando inferior a 2 A, pois
indica que o ligante foi corretamente posicionado na regido ativa de forma semelhante
ao observado experimentalmente. Além disso, esse processo fornece informacoes
sobre os centroides e o raio da regiao ativa, parametros que serdo empregados
posteriormente no estudo de docking (Gutowska; Machoy; Machalinski, 2005;
Hevener et al., 2009).

As estruturas cristalograficas do complexo AChE de Drosophila melanogaster,
foi obtida por meio do banco de dados Protein Data Bank (PDB), com cédigo PDB ID
6XYU, complexado com o 9-(3-iodobenzilamino)-1,2,3,4-tetraidroacridina, um
derivado da Tacrina. A partir da validagao do alvo, seguiu-se, entdo, para a analise do
docking entre as substancias a-pineno, 5,7- Diepi-a-eudesmol e 10-Epi-y-eudesmol
(figura 10).

Figura 10- Estrutura molecular das substancias 9-(3-iodobenzilamino)-1,2,3,4-tetraidroacridina, a-
pineno, 5,7- Diepi-a-eudesmol e 10-Epi-y-eudesmol, respectivamente.
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Fonte: O autor (2025).

4.7  ANALISE DE DADOS

A analise estatistica dos percentuais médios de picadas ao longo do tempo foi
conduzida por meio da analise de variancia (ANOVA), adotando-se um nivel de
significancia de p < 0,05. As comparagdes multiplas entre os grupos foram feitas com
o teste post hoc de Tukey, utilizando o software GraphPad Prism, versao 8.02
(GraphPad Software Inc., San Diego, Califérnia, EUA).

Nos ensaios de atividade adulticida e larvicida, a estimativa dos valores da
Concentragao Letal 50% (CLso) € 90% (CLgo) foi realizada por Analise Probit para os
tempos de exposig¢ao de cada ensaio, com o software Stat Graphic Centurium XXV.1
(Stat Ease Co. MA. USA).

4.8 ASPECTOS LEGAIS

A presente pesquisa foi conduzida de acordo com observancia aos preceitos
éticos e legais vigentes. O protocolo experimental envolvendo seres humanos
(ensaios de repeléncia) foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP), sob o parecer n°® 6.825.352 (Anexo 3). A participagdo dos voluntarios foi
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condicionada a leitura e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE).

Em conformidade com a Lei n°® 13.123/2015, as atividades de acesso ao
patriménio genético da espécie P. megalophyllum foram registradas no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimbénio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen), sob o cadastro n® A7TEF76E (Anexo 5). O registro assegura a
regularidade legal da coleta do material vegetal e das atividades de pesquisa e

desenvolvimento tecnoldgico realizadas com o 6leo essencial da referida espécie.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO DO OLEO ESSECIAL

Foi coletada uma amostra de 5,582 kg de raizes adventicias de P.
megalophyllum e levada ao Laboratério de Nanobiotecnologia Fitofarmacéutica da
UNIFAP para a extragédo do 6leo essencial. O rendimento obtido foi de 0,146%.

A literatura consultada nao apresenta relatos sobre o rendimento do OE de P.
megalophyllum. No entanto, um estudo de Bacchus, (2016) com outras espécies do
género Philodendron spp. demonstrou rendimento de 0,046% em raizes frescas e
0,030% em raizes secas. A partir dessa comparagéo, o rendimento obtido neste
estudo é considerado satisfatoério.

O OE de P. megalophyllum se apresenta incolor, conforme ilustrado na figura 11.
Figura 11- Oleo essencial extraido das raizes adventicias de Philodendron megalophyllum

Fonte: O autor (2023).
O rendimento de 6leo essenciais podem ser influenciados por diversos fatores

enddgenos e exdgenos, que nao se restringe apenas a parte da planta utilizada, mas
também a fatores ambientais, estado fisiolégico, métodos de extracdo etc., (Mugao,
2024).

Estudos apontam que fatores ambientais como o tipo de solo, temperatura,

disponibilidade hidrica e luminosidade também influencia na produg¢ao e a composicao
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dos OE (Das; Prakash, 2024; Tursun, 2022). Assim, a técnica de extragdo, o tempo

de destilagdo e o modo do material (frescos ou seco) pode afetar o rendimento final

do OE (Batista et al., 2025; Marques et al., 2023).

5.2 CARACTERIZACAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

O OE de P. megalophyllum foi caracterizado por cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas (CG-MS), resultando na identificacdo de 15

constituintes quimicos. Os compostos majoritarios foram: 5-epi-7-epi-a-eudesmol
(66,6%), a-pineno (5,3%), 10-epi-y-eudesmol (5,3%), B-pineno (4,3%) e trans-cadina-

1(6),4-dieno (3,0%) (figura 12). Os resultados completos estdo detalhados na tabela

1.

Tabela 1- Composigéo fitoquimica do 6éleo essencial das raizes adventicias de P. megalophyllum

Constituintes RT (min) a KICAL b KILIT ¢ %

a-pineno 5,29 932 932 5,3
B-pineno 6,39 976 974 4,3
(2)-B-ocimeno 7,93 1037 1037 2,6
trans-cadina-1(6),4-dieno 21,77 1475 1475 3,0
a-selineno 22,74 1498 1498 0,5
d-amorfeno 23,16 1508 1511 0,5
7-epi-a-Selineno 23,55 1518 1520 1,1
trans-Cadina-1,4-dieno 24,23 1535 1533 3,2
Nao identificado 24,93 1552 - 0,5
trans-Dauca-4(11),7-dieno 25,10 1556 1556 2,2
cis-Muurol-5-en-4-a-ol 25,26 1560 1559 0,4
Maaliol 25,58 1568 1566 0,6
Nao identificado 25,89 1576 - 0,6
viridiflorol 26,64 1595 1592 1,4
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5-epi-7-epi-a-eudesmol 27,18 1608 1607 66,6
Nao identificado 27,38 1613 - 1,1
10-epi-y-eudesmol 27,75 1623 1622 5,3
a-acorenol 28,08 1632 1632 1,0
Total 97,80
Legenda: Fonte: O autor (2023).

RT: Tempo de Retengéao

KICAL: Indice de retencéo Calculado
KILIT: Indice Retengdo Obtido da Literatura
%: Porcentagem Relativa

Figura 12. Estruturas quimicas representativas dos compostos majoritarios do éleo essencial de
Philodendron megalophyllum

5,7- Diepi-a-eudesmol

CH,
CH,

H,;C

a-pineno B-pineno

CH:I,,_lo CH, CH%H
CH, 3
H.C
3 OH
CH;, CH,

10-epi-y-eudesmol

trans-cadina-1(6),4-dieno

Fonte: O autor (2025).
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Os compostos maijoritarios do 6leo essencial de P. megalophyllum pertencem
a classe dos sesquiterpenos, sendo os principais: 5-epi-7-epi-a-eudesmol (66,6%),
10-epi-y-eudesmol (5,3%) e trans-cadina-1(6),4-dieno (3,0%) (Raharivelomanana et
al., 1998).

Embora ndo tenham sido encontrados estudos especificos sobre a atividade
do 5-epi-7-epi-a-eudesmol e do 10-epi-y-eudesmol, esses compostos sao
eudesmanos (Rodrigues, 2008). Esta classe de sesquiterpenos ja demonstrou
diversas atividades bioldgicas, incluindo acdo ovicida contra Pediculus humanus
capitis (piolho) (Yang et al., 2004) e atividade larvicida e adulticida contra o mosquito
Ae. aegypti (Sarma et al., 2019). Ja para o trans-cadina-1(6),4-dieno, estudos como o
de Dongseop KimKim, (2018) relatam sua atividade bioldgica no alivio da dermatite.

O OE também contém monoterpenos, com destaque para os isbmeros a-
pineno (5,3%) e B-pineno (4,3%), conhecidos por exercerem diversas atividades
bioldgicas (Rhuanny Tolentino Limeira et al., 2024). O a-pineno demonstrou atividade
promissora contra as formas adulta e larval do mosquito Ae. aegypti (Sarma et al.,
2019). Por sua vez, o potencial imunomodulador e antimicrobiano do B-pineno foi
demonstrado por Costa, (2017), que observou inibicdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). A atividade larvicida do B-pineno também foi comprovada, causando
elevada mortalidade nas larvas de Anopheles subpictus, Aedes albopictus e Culex
tritaeniorhynchus (Govindarajan; Sivakumar, 2012). De acordo com Simas et al.
(2004), a atividade biolégica do a- e B-pineno esta diretamente ligada a caracteristicas
estruturais especificas, como a presenca de uma dupla ligacdo em seu esqueleto
biciclico.

Castellar et al. (2013) estudaram a composigao quimica do 6leo essencial de
P. fragrantissimum. Os constituintes majoritarios identificados foram: B-cariofileno
(29,9%), limoneno (15,8%), a-selineno (15,7%), B-selineno (11,5%), a-pineno (3,4%),
a-copaeno (3,2%), B-pineno (2,5%), d-cadineno (2,9%) e y-eudesmol (2,9%). Dos
trinta constituintes investigados pelos autores, apenas quatro coincidiram com os
encontrados no 6leo essencial de P. megalophyllum (investigado neste estudo).

Ressalta-se que a composi¢cdo quimica e a concentracdo dos OE podem
apresentar variagdes significativas em decorréncia de fatores como a localizagao
geografica, as condi¢des climaticas e o periodo sazonal (Aguiar et al., 2015; Luo et
al., 2022; Vokou; Kokkini; Bessiere, 1993).
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A literatura consultada n&o apresenta relatos de estudos envolvendo mosquitos
(Culicidae) e a espécie P. megalophyllum. No entanto, outras espécies do género tém
sido investigadas por sua atividade contra vetores. Alliance et al. (2017), por exemplo,
avaliaram a atividade larvicida de P. deflexum em larvas de Ae. aegypti e Anopheles
albimanus, com resultados promissores observados em até 48 horas. Da mesma
forma, Rocha; Navarro; Pimentel, (2019) utilizaram o extrato de P. bipinnatifidum como
larvicida contra Ae. aegypti. J&a Saavedra, (2018) avaliou o potencial larvicida da

nanoemulsdo do oOleo essencial de P. fragrantissimum no combate ao mosquito Ae.

aegypti.

5.3 ATIVIDADE REPELENTE

No ensaio de repeléncia, o OE das raizes adventicias de P. megalophyllum
mostrou-se efetivo por até 180 minutos nas concentrag¢des de 62,5 ug/mL, 125 pg/mL,
250 pg/mL e 500 ug/mL, em comparagao com o grupo controle (tabela 2 e figura 13).

Dutta et al. (2024) avaliaram a atividade repelente da espécie Homalomena
aromatica (Araceae) contra o mosquito Ae. aegypti. Os resultados do bioensaio foram
considerados satisfatérios, pois o OE obteve um tempo de protecdo médio de 6,16 +
0,23 h. No mesmo estudo, os autores também testaram uma mistura dos OE de
Homalomena aromatica e Citrus macroptera (Rutaceae), e a combinagao demonstrou

um tempo de protecao de 6,33 £ 0,23 h contra o mosquito Ae. aegypti.

Tabela 2- Média do nimero de picadas de Ae. aegypti em bioensaio de repeléncia com 6leo
essencial de P. megalophyllum e controle negativo.

Time 62.5 yg/mL* 125 pg/mL* 250 pg/mL* 500 pg/mL* Negative Control**
30 24.80 £ 1.30 122+ 2.04 8.60 £ 0.54 2.80+2.95 18.8 £ 4.91
60 19.80 £ 4.14 12.02+1.78 7.60 £ 0.89 2.80+2.68 252 +3.42
120 23 +1.87 12.0 £ 1.67 8.60 £ 1.67 5.20£1.09 2520+ 5.71
150 22.60 + 2.07 12.40 £ 1.67 8.80 + 1.92 5.80 + 1.09 26.60 + 5.68
180 21.40 + 2.07 12.40 £ 1.71 9.60 + 1.14 6.2+ 1.30 34.0+5.0

Legenda: Os valores representam a Média + Desvio Padréo. ** Controle Negativo: Etanol 70%.
ANOVA: Significancia estatistica fixada em p < 0,05.
Fonte: O autor (2025).
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Figura 13- Média do numero de picadas em voluntarios expostos ao OE P. megalophyllum em
diferentes concentragdes e controle negativo, avaliadas ao longo de 180 minutos.

Ml Hegative Control
200 M 525 pgimL
1125 pgiml
W 250 pgimL
1500 paiml

150

100

Average Bites

50

0—
30 min &0 min 120 min 150 min 180 min

Time
Fonte: O autor (2025).

A Tabela 2 e o Grafico (figura 13) demonstram as médias de picadas ao longo
do periodo de exposicao de 30 a 180 minutos. Observa-se uma clara relacdo dose-
resposta (0 aumento da concentragdo do OE resulta na redugdo do numero de
picadas). A maior eficacia repelente foi evidenciada nas concentragdes de 250 e 500
pg/mL.

Em estudo de laboratério conduzido por Koinari et al. (2023), verificaram um
efeito dose resposta para o OE de cipreste azul (Callitris intratropica), no qual o nivel
de protecéo foi significativamente alto, atingindo cerca de 80% na maior concentragao
testada (dose cumulativa de 10,5%). Esse efeito também foi documentado por Manh,;
Tuyet (2020), que observaram tempos médios de protegédo de 45, 90 e 165 minutos
nas concentragdes de 25%, 50% e 100%, respectivamente.

A atividade repelente do OE de P. megalophyllum é atribuida a sua composi¢ao
quimica. A literatura descreve que os OE’s sdo ricos em compostos volateis, como

monoterpenos e sesquiterpenos etc., (Costa , 2017; Da Silva; Ricci-Junior, 2020;
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Rhuanny Tolentino Limeira et al., 2024; Rodrigues, 2008), os quais atuam sobre os
receptores olfativos dos mosquitos (Dickens; Bohbot, 2013).

No OE de P. megalophyllum, a presenca de compostos majoritarios como o 5-
epi-7-epi-a-eudesmol, o a-pineno e o B-pineno sugerem que estes podem ser
responsaveis pela repeléncia observada. Essa atividade pode resultar tanto da acéo
isolada de cada um desses compostos quanto de um efeito sinérgico entre eles.

E importante contextualizar esses resultados em comparagéo com repelentes
sintéticos/ comerciais, como o DEET, que é considerado o padréao de referéncia em
muitos estudos. Pesquisas demonstram que o DEET pode oferecer proteg¢ao por até
seis horas ou mais (Igbal et al., 2023; Sudakin; Trevathan, 2003).

Embora o OE de P. megalophyllum tenha apresentado um tempo de protecao
inferior ao do DEET, sua eficacia comprovada por até 180 minutos (trés horas) € um
resultado expressivo para um produto de origem natural. Esse desempenho o
posiciona como um candidato promissor para o desenvolvimento de futuras
formulacdes de biorrepelentes, como alternativa aos compostos sintéticos.

A Analise de Variancia (ANOVA) (Tabela 4) revelou um efeito estatisticamente
significativo dos tratamentos sobre a repeléncia, indicando que a média de pousos
diferiu entre os grupos F (4, 20) = 58,988; p < 0,05). As comparag¢des multiplas pelo
teste post hoc de Tukey (Tabela 4) indicaram que a concentragao de 500 ug/mL foi a
mais eficaz, apresentando uma média de picadas significativamente menor (p < 0,05)

quando comparada ao grupo controle e as concentragdes de 62,5 ug/mL e 125 pg/mL.

Tabela 3- Andlise de Variancia (ANOVA) da média de pousos entre os tratamentos

Soma dos df Quadrado Médio F P
Quadrados
Entre Grupos 40418,560 4 10104,640 58,988 < 0,001
Nos grupos 3426,000 20 171,300
Total 43844,560 24

Fonte: O autor (2024).
Legenda:
F= estatistica de F;
P= Valor de significancia;
df= grau de liberdade;
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Tabela 4- Média cumulativa do nimero de picadas de Ae. aegypti e respectivos intervalos de
confianga (IC 95%) para cada concentragdo do OE de P. megalophyllum.

Concentragao Numero de picadas IC 95%
62.5 pg/mL 109.2 £ 6.41* 101.2+£ 1171
125 pg/mL 61.2 £ 0.83* 60.1 £ 62.24
250 pg/mL 43.20 £ 3.56* 38.78 £ 47.62
500 pg/mL 22.8 + 8.22* 12.58 + 33.02

Controle Negativo 129.8 £ 27.09 96.16 + 163.44

Legenda: Desvio Padrao; IC 95%: Intervalo de Confianga de 95%; Controle Negativo: Etanol 70%. *
Estatisticamente significativo em relacdo ao controle (p < 0,05) pelo teste ANOVA com pés-teste de
Tukey.

Fonte: O autor (2025).

Embora haja uma tendéncia de melhora com o aumento da concentragao, nao
foi observada diferenga estatistica significativa entre os grupos de 250 ug/mL e 500
pMg/mL, nem entre os grupos de 125 ug/mL e 250 ug/mL. Desta forma, os resultados
demonstram que o OE testado, especialmente nas concentracbes a partir de 125
Mg/mL, apresenta atividade repelente contra as fémeas de Ae. aegypti quando

comparado ao grupo controle.
54  ATIVIDADE ADULTICIDA EM GARRAFAS

A mortalidade de Ae. aegypti aumentou significativa (CLso de 2176,5 pg/mL)
em 15 minutos e de 457,5 ug/mL em 60 minutos, enquanto a CLgo decresceu de
42443 para 1169,3 pg/mL no mesmo intervalo. Esses valores sustentam uma relagéao
tempo-efeito tipica de bioensaios adulticidas, na qual exposigcbes mais longas
deslocam a curva de resposta para a esquerda por maior absorcido cuticular e, no
caso de OE, por contribuicdo de fase de vapor (Benelli; Pavela, 2018; Gupta; Gupta,
2022; Oladipupo; Hu; Appel, 2022; Who, 2022).

Ao comparar a eficacia do OE de P. megalophyllum com inseticidas
convencionais, observa-se que, por se tratar de uma matriz vegetal complexa, séao
demandadas concentracbes mais elevadas do que as de compostos sintéticos
isolados (Morales et al., 2019). Inseticidas de referéncia para adultos de Ae. aegypti,
como a Deltametrina ou o Malation, apresentam valores de CLso inferiores a 10 ug/mL
em ensaios de suscetibilidade, conforme evidenciado por Kataki (2025). Morales et al.

(2019), compararam a eficacia de sintéticos em cepas de referéncia (Rockefeller),
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obtendo valores de CLso reduzidos (Deltametrina: 0,770 ppm; Malation: 11,068 ppm).
Embora a CLso de 457,4 ug/mL obtida neste estudo seja numericamente superior, o
OE de P. megalophyllum oferece vantagens como potencial bioinseticida por ser uma
matriz multicomponente, o que dificulta o desenvolvimento de resisténcia pelas
populagdes de mosquitos. A Tabela 5 consolida esses parametros para os diferentes

tempos de exposi¢cao analisados.

Tabela 5- Parametros de letalidade (LCso e LCo0) do 6leo essencial de P. megalophyllum sobre larvas
de Ae. aegypti em diferentes tempos de exposicao.

P. megalophyllum Ae. aegypti
Tempo 15 min 30 min 45 min 60 min
LCso’ 2176.5 1002.7 815.9 4574
C. (1649.3 — 4690) (873.6 — 1130.1) (696.1 —915.2) (285.2 — 587.8)
LCo0 42443 1879.8 1468.4 1169.3
C. (2916.6 — 11077.2) (1653 — 2274.8) (1335 - 1667.3) (1041.9 — 1334.6)

Legenda: LCso, LCo0: Concentragbes letais capazes de eliminar 50% e 90% da populagao testada,
respectivamente. * 1Cos%: Intervalo de Confianga de 95%.
Fonte: O autor (2025).

As curvas dose-resposta ajustadas por regressao corroboram a consisténcia
do padrao dose-dependente. Em 15 minutos, a inclinagao positiva foi (B = 0,0006198;
p < 0,004); em 30 minutos, a magnitude do coeficiente aumentou (f = 0,0014611; p <
0,001); em 45 minutos, foi ainda maior (8 = 0,0019641; p < 0,001); e, em 60 minutos,
manteve-se elevado (8 = 0,0018003; p < 0,001), reforcando o efeito mesmo com
variagdes metodoldgicas inerentes a bioensaios com matrizes vegetais.

O padrao observado é coerente com diretrizes e manuais técnicos para
avaliagao da suscetibilidade e da resisténcia em mosquitos, tanto no procedimento de
frascos quanto em metodologias OMS para adultos, nas quais tempos de exposi¢cao
mais longos tendem a aumentar a sensibilidade do ensaio e a reduzir a concentragao
necessaria para alcancar efeitos letais equivalentes (CDC, 2024; Who, 2022). Em
particular, os protocolos da OMS e do CDC enfatizam que a duracio da exposicao, a
temperatura, a preparagao das superficies e a leitura padronizada da mortalidade sao
determinantes para a comparabilidade e para a interpretacao dos achados (CDC,
2024; Who, 2022).

Ao considerar a natureza do agente avaliado, o OE de P. megalophyllum,
algumas nuances se impdem. Os OE’s sao misturas multicomponentes, complexas,

com composic¢ao variaveis. De acordo com Benelli; Pavela, (2018); Du et al. (2015);
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Knaak; Fiuza, (2010); Raybaudi-Massilia; Mosqueda-Melgar; Martin-Belloso, (2006),
essas exercem diferentes mecanismos de agdao que podem dificultar
significativamente a capacidade dos insetos de metabolizar substancias no organismo
e, consequentemente, modular tanto a agdo quanto a inclinagdo da curva de dose-
resposta.

Ademais, a alta volatilidade e a baixa solubilidade aquosa, frequentemente
citadas como limitagbes tecnoldgicas, influenciam a deposicdo e a cinética de
liberacdo do ativo no bioensaio, afetando o balangco entre efeito por contato e
fumigante (Garrido-Miranda; Giraldo; Schoebitz, 2022; Gupta; Gupta, 2022). Tais
caracteristicas ajudam a explicar o ganho expressivo de eficacia entre 15 e 30 minutos
e a continuidade do deslocamento da curva até 60 minutos, quando a fragao volatil ja
atingiu maior equilibrio na exposicao.

A inspecgao dos testes de qualidade de ajuste indica o valor de p muito baixos
para Pearson e Deviance em 15 e 30 minutos, além de significancia em 45 minutos,
sugerindo sobredispersao ou heterogeneidade nao modelada entre replicatas; isso €
consistente com a variabilidade quimica natural de OE.

A comparativa com a literatura sobre OE’s em culicideos respalda os achados.
Estudos destacam que OE e seus constituintes exibem efeitos inseticidas e repelentes
contra mosquitos, com multiplos mecanismos de acdo, incluindo modulagdo de
receptores octopaminérgicos, interagdo com canais iGnicos e inibicdo enzimatica
(AChE), além de efeitos fumigantes (Benelli; Pavela, 2018; Pavela, 2015). No contexto
urbano e de saude publica, o emprego de OE demanda atencao a padronizagao por
quimiotipo e a estabilizagao tecnolégica (nanoemulsao), estratégias que atenuam
volatilidade, melhoram biodisponibilidade e prolongam e seu efeito (Garrido-Miranda;
Giraldo; Schoebitz, 2022; Oladipupo; Hu; Appel, 2022). Esses desenvolvimentos
tecnoldgicos, somados a observagao de CLso e CLoo decrescentes com o tempo neste
estudo, reforcam a pertinéncia de considerar formulacbes que maximizem contato
efetivo e sustentem liberacédo controlada do ativo.

As diretrizes OMS/CDC recomendam interpretar valores de CL em conjunto
com ensaios diagnosticos padronizados de suscetibilidade, levando em conta
variaveis ambientais (temperatura, umidade) e temporais (tempo de leitura). A
integragcdo com painéis de sinergistas e, quando pertinente, com marcadores de
mecanismo (ex., avaliagdes metabdlicas) tem sido adotada para diferenciar efeitos de

penetracdo daqueles relacionados a alteragbes em sitios-alvo (CDC, 2024; Who,
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2022). Embora a presente pesquisa ndo tenha incluido tais complementos, os
resultados apontam que o tempo de exposi¢ao iguais ou superiores a 30-45 minutos
oferecem maior poder discriminativo para compostos volateis, como sugerem a curva
mais a esquerda e a reducéo dos ICs em 60 minutos.

De modo geral, o OE de P. megalophyllum apresentou atividade adulticida
relevante contra Ae. aegypti, com clara dependéncia temporal, CLso e Cloo
decresceram substancialmente de 15 para 60 minutos, e as curvas dose-resposta de
30 e 60 minutos evidenciaram deslocamentos sucessivos para menores

concentragoes.
5.5 ATIVIDADE LARVICIDA

A mortalidade larval aumentou com a concentragcdo e com o tempo de
exposicao (tabela 6 e figura 14). Em 24h, as médias £ DP foram 3,4 £ 1,14; 3,8 £ 0,837
e 5,4 £ 1,14 para 62,5; 125 e 250 ug/mL, respectivamente, com auséncia de obitos
nos controles agua destilada e DMSO. As 48h, as médias aumentaram para 6,6 +
1,82; 7,2 + 0,837 e 8,2 £ 1,30 nos mesmos niveis de concentragdo, novamente com

0,0 £ 0,0 nos controles.

Tabela 6- Média e desvio padrao da mortalidade larval de Ae. aegypti por concentragéo de 6leo
essencial de P. megalophyllum apds 24 e 48 horas de exposigao

Grupos tratados — OE
P. megalophyllum

Tempc_: Eie Controle_ de agua Controle DMSO 62,5 125 250

exposicao destilada Hg/mL pMg/mL Mg/mL
24h 0,040,02 0,040,02 3.4+1.14>  3.8+0.837¢ 5.4+1.149
48h 0,040,072 0,040,072 6.6+1.52°>  7.2+0.837° 8.2+1.30¢

Legenda: Valores expressos em Média + Desvio Padréo (DP). Letras diferentes na mesma linha
indicam diferenca estatistica significativa entre os grupos (p < 0,05) pelo teste de Tukey. DMSO:
Dimetilsulféxido (solvente).

Fonte: O autor (2025).
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Figura 14- Mortalidade larval de Ae. aegypti submetidas a diferentes concentragdes do 6leo essencial
de P. megalophyllum nos tempos de 24 e 48 horas de exposig¢ao.
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Fonte: O autor (2025).

A analise do probit indicou efeito significativo (z = 5,34; p < 0,001) em 24h e 48
h (z=7,08; p <0,001), consistente com o gradiente concentracao/resposta observado
nas médias. Os modelos apresentaram boa verossimilhanca (log-L = -109,266 em 24
h; =107,611 em 48 h).

Em termo de letalidade (tabela 7), a CLso passou de 203,98 ug/mL (167,85 —
263,91) em 24h para 89,72 pg/mL (64,80 — 112,77) em 48h; a CLeo reduziu de 424,11
pg/mL (339,60 — 600,89) para 241,28 ug/mL (204,63 — 301,23), indicando ganho de
eficacia com o tempo de exposicao.

Ao comparar esses achados com inseticidas convencionais (sintéticos), como
o organofosforado e temefds, nota-se a disparidade tipica entre compostos isolados e
matrizes vegetais. O temefés, amplamente utilizado no controle de formas imaturas,
apresenta valores de CLso frequentemente reportados abaixo de 0,0025 ppm em
coldnias suscetiveis (Para et al., 2006). Adicionalmente, Ramzan; Manzoor; Oneeb.
(2023), avaliaram a suscetibilidade ao temefos em larvas de laboratorio, encontrando
uma CLso de 1,43 mg/L. Como relatado em estudos anteriores, o uso continuo de
inseticidas sintéticos tem gerado pressao seletiva sobre as larvas, favorecendo a
resisténcia (Para et al., 2006; Ramzan; Manzoor; Oneeb, 2023). Apesar de apresentar
uma CLso numericamente superior, a complexidade quimica do OE de P.
megalophyllum sugere vantagens estratégicas, uma vez que a agdo de multiplos

componentes dificulta o0 desenvolvimento de resisténcia pelo vetor.

55



Tabela 7- CLso e CLgo do 6leo essencial de P. megalophyllum sobre larvas de Ae. aegypti apds 24 e
48 horas de exposigao.

24h 48h
CLso (ug/mL) 203,980 89,7203
Erro Padrao 22,0879 11,7516

ng;fgi’;%j’; ICos% (167,847 — 263,913) (64,7961 —112,772)
CLeo (pg/mL) 424,113 241,284
Erro Padréo 58,0155 22,9835

ICos% (339,599 — 600,890) (204,626 — 301,234)

Legenda: ClLso e CLoo: ConcentragOes letais capazes de causar a mortalidade de 50% e 90%,
respectivamente; IC 95%: Intervalo de Confianga a 95%
Fonte: O autor (2025).

Quando comparados a literatura, esses valores colocam o OE de P.
megalophyllum como promissor larvicida contra o Ae. aegypti. Em estudo com outras
espécies do género (P. bipinnatifidum), extratos brutos de diferentes partes da planta
apresentaram CLso na faixa de dezenas de mg/mL (ex., 46,6 — 78,9 mg/mL),
substancialmente menos potentes que os valores na ordem de 10~ mg/mL aqui
observados para OE’s. Essa diferenca € coerente com a maior densidade de
monoterpenos e sesquiterpenos em OE em relagéo a extratos hidroalcodlicos (Rickli
et al., 2020).

Ainda dentro do género, OE de P. meridionale demonstraram atividade
inseticida em ectoparasitas, e oleos de P. acutatum e P. fragrantissimum apresentam
perfis ricos em monoterpenos (ex., a e B-pineno) e sesquiterpenos (B-cariofileno,
selinenos, B-bisaboleno), classes frequentemente estudadas em diversos alvos.
Embora sejam em diferentes alvos bioldgicos, sustentam a plausibilidade bioldgica da
atividade observada para P. megalophyllum sobre Ae. aegypti e sugerem que
compostos terpénicos dominantes possam mediar o efeito. (Castellar et al., 2013;
Swiech et al., 2021; Viana et al., 2002).

Do ponto de vista toxicologico, a literatura descreve multiplos modos de agao
para OE em culicideos como: (I) Rompimento das membranas e homeostase ibnica,
e perda da integridade estrutural; (1) inibicdo de alvos neurotdéxicos como a AChE,
culminando em disfungdo neuromuscular. Esses mecanismos sdo compativeis com
terpenoides maiores reportados em Philodendron spp (Botelho et al., 2022; Pratti et
al., 2015).
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Em sintese, os resultados indicam que o OE de P. megalophyllum apresenta
relevante efeito larvicida contra Ae. aegypti, corroborando os achados da literatura

sobre o potencial biolégico do género Philodendron spp.
5.5.1 Analise Morfolégica das Larvas

A microscopia eletronica de varredura (MEV) (figura 15) e a microscopia 6ptica
(figura 16) mostraram que as larvas pertencentes ao grupo controle (agua e DMSO)
permaneceram morfologicamente normais nas regides da cabeca (H), térax (TH),
segmentos abdominais (AB), papilas anais (AP) e sifao (S), bem como nas cuticulas.
Contudo, nos grupos tratados, a microscopia 6ptica (figura 16 c) evidenciou altera¢des
nos segmentos abdominais (AB) e toracicos (TH). No MEV (figura 15 b), as larvas
tratadas com o OE de P. megalophyllum apresentaram alteragdes na cuticula ao longo
das regides abdominal (AB) e toracica (TH). Observou-se, ainda, aspecto de
encolhimento ao longo do abdémen e auséncia de definicdo dos segmentos. Na
microscopia Optica (figura 16 d), verificaram-se alteragbes internas, como
escurecimento da regiao inferior da larva (intestino médio) e do abdémen (AB), além

da destruigdo do ceco gastrico.

Figura 15- Micrografia das larvas de Ae. aegypti no microscopio de Varredura (MEV), controle DMSO
(figura a) e tratamento 250 uyg/mL do OE de P. megalophyllum (figura b )

TM3030Plus7536 2025/11/07 11:17 HMMD4.7 x50 2mm TM3030PIus7516 2025/11/07 10:00 HL MD6.6 x50 2mm

Legenda: Controle (a) sem alteragdes morfolégicas na cabega (H), térax (TH), segmentos do abdémen
(AB), sifao (S) e papilas anais (AP). Larvas tratadas com OE de P. megalophyllum a 250 ug/mL (b)
mostrando alteragdes nas cuticulas, abddmen (AB) e torax (TH).

Fonte: O autor (2025).
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Figura 16- Micrografia 6ptica das larvas de Ae. aegypti, controle DMSO (figura c) e tratamento 250
pg/mL do OE de P. megalophyllum (figura d )

Legenda: Controle (c) sem alteragdes morfolégicas na cabega (H), térax (TH), segmentos do abdémen
(AB), sifao (S) e papilas anais (AP). Larvas tratadas com 250 ug/mL OE de P. megalophyllum (d)
mostrando alteragdes no térax (H) e abddémen (AB).

Fonte: O autor (2025).

Estudos indicam que os OE’s podem causar danos sistémicos em todas as
fases de desenvolvimento dos mosquitos, alterando sua morfologia e levando-os a
morte (Soonwera et al., 2022). Uma das principais vias de entrada dos inseticidas € a
cuticula (Kasai et al., 2014), estrutura superficial composta por camadas de quitina,
proteinas e lipidios, responsaveis por fungdes protetoras e estruturais, além de se
renovar conforme o estagio de desenvolvimento do inseto (Andrew; Bar, 2013; Liao et
al., 2018; Moussian, 2010). As altera¢des observadas na cuticula pelo MEV (figura 15
b) sustentam a hipotese de uma possivel interagdo do OE de P. megalophyllum com
a integridade estrutural das cuticulas, comprometendo a locomogdo e o
desenvolvimento larval (Da Botas et al., 2017; Soonwera et al., 2022).

O encolhimento na regido abdominal e a auséncia de segmentos observados
no MEV nos grupos tratados sugerem desorganizagao tecidual. Tais observacdes
podem estar relacionadas a perda de liquidos corporais, 0 que resultaria em retracao
do corpo. Fendbmeno semelhante foi relatado por (Oliveira et al., 2017b), que
observaram encolhimento ao longo do abdémen de larvas tratadas, corroborando os
achados desta pesquisa. Essa retracdo corporal tem sido atribuida a desidratacao
provocada por danos a cuticula, que comprometem o equilibrio osmatico e a retencao
de liquidos (Gupta et al., 2022; Sandra Maria de Torres, 2020; Sharma et al., 2022).

Na microscopia Optica, o escurecimento da regido do intestino médio e do

abdébmen, bem como a destruicdo do ceco gastrico, indicam que o OE de P.
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megalophyllum afetou o sistema digestivo das larvas. Isso demonstra que o OE nao
causa apenas danos externos, mas também efeitos internos, possivelmente alterando
o epitélio intestinal, matriz peritréfica e comprometendo a integridade dos tecidos e a
estrutura do ceco gastrico (Fujiwara et al., 2017). Sharma et al. (2022) observaram
comprometimento da integridade intestinal em larvas tratadas com compostos
naturais, com escurecimento e desorganizagao das células epiteliais. De modo
semelhante, Alves; Serrao; Melo, (2010) relataram que alteragdes no tubo digestivo
estdo associadas a acgao larvicida, o que se correlaciona com as observagdes
registradas neste estudo.

Os OE apresentam amplo espectro de bioatividade no desenvolvimento dos
insetos. Sua caracteristica lipofilica facilita as fungdes metabdlicas, bioquimicas,
fisiologicas e comportamentais desses organismos (Serdeiro et al., 2023). De acordo
com (Satyan et al., 2009), os OE, devido a sua natureza lipofilica, promovem a ruptura
da parede celular dos insetos. Além desses modos de agdo mencionados, podem
ainda atuar como agentes neurotoxicos. Alguns estudos sugerem que os sintomas
observados na maioria das larvas tratadas com OE s&o decorrentes de efeitos
neuromusculares, que incluem excitagao, paralisia e morte (Dias; Moraes, 2014; Enan,
2001; Isman, 2006).

A analise das larvas expostas ao OE revelou alteragcbes morfolégicas
significativas. Ndo foi possivel observar contornos celulares definidos; verificou-se
apenas uma completa desorganizagéo tecidual, além de escurecimento aparente.
Nesse sentido, os achados observados nas analises por microscopia 6ptica e MEV

corroboram os resultados obtidos nos bioensaios in vivo.
5.6 ANALISE DO DOCKING MOLECULAR

A AChE interrompe as transmissdes sinapticas nas sinapses colinérgicas por
meio da rapida hidrélise do neurotransmissor acetilcolina (Taylor; Radic, 1994). Esse
papel essencial € conservado em uma ampla gama de espécies de vertebrados e
invertebrados, incluindo insetos (Pezzementi; Chatonnet, 2010). Os inibidores dessa
enzima, pertencentes as familias dos organofosforados e dos carbamatos, sdo uma
das principais categorias de inseticidas utilizados, e muito esfor¢o tem sido dedicado
ao desenvolvimento de inseticidas seletivos para insetos em detrimento de humanos
e outros vertebrados superiores (Casida; Durkin, 2013). Apesar do desenvolvimento

de inseticidas seletivos para insetos em detrimento de humanos e outros vertebrados
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superiores, mutagdes nos genes da AChE de insetos (AChE1 e AChE2) resultaram

no surgimento de cepas resistentes (Alout et al., 2007).

Dessa forma, a investigacdo de diferentes moléculas, com suas distintas

estruturas, mostra-se fundamental para compreender melhor o potencial de acdo que

podem exercer ao interagir com os alvos, bem como os possiveis efeitos decorrentes

dessa interagdo. Assim, foi conduzido o estudo de docking molecular entre as

substancias selecionadas e a enzima AChE de Drosophila melanogaster, com o

objetivo de avaliar os tipos de interagdes envolvidos. Na validagdo, os valores de

coordenadas de origem dadas foram de x: 33,92; y: 68,00 e z: 10,32, e o valor do
RMSD foi de 1,5 A, em um raio de 10,00, para a proteina 6XYU.

Tabela 8- Interagdes e os tipos de interagdes realizadas entre os ligantes 9-(3-iodobenzilamino)-
1,2,3,4-tetraidroacridina, a-pineno, 5,7 - Diepi-a-eudesmol e 10-Epi- y -eudesmol, com a enzima
AChE de Drosophila melanogaster.

Ligante AA Interacéo Tipo Distancia Score

9-(3-

iodobenzila

mino)-

1,2,3,4-

tetraidroacr

idina
Tyr71 Hidrofdbica Pi-Pi stacked 3,85 95,06
Trp83 Hidrofébica Pi-Pi stacked 3,39
Trp83 Hidrofdbica Pi-Pi stacked 3,85
Trp83 Hidrofdbica Pi-Pi stacked 3,89
Tyr37 Hidrofdbica Pi-Pi stacked 4,30
Tyr37 Hidrofobica Pi-Pi stacked 3,83
Tyr37 Hidrofdbica Pi-Pi T-sh 5,38
Tyr37 Hidrofébica Pi-Pi T-sh 5,23
Trp83 Hidrofébica Pi-Alquil 4,66
Trp83 Hidrofébica Pi-Alquil 4,15
Phe330 Hidrofébica Pi-Alquil 4,35
Tyr374 Hidrofobica Pi-Alquil 4,52
Tyr374 Hidrofébica Pi-Alquil 4,63
Tyr472 Hidrofébica Pi-Alquil 5,19

a-pineno
Tyr 71 Hidrofébica Pi-Alquil 4,43 45,63
Tyr 71 Hidrofébica Pi-Alquil 4,35
Trp83 Hidrofobica Pi-Alquil 5,37
Trp83 Hidrofdbica Pi-Alquil 4,97
Trp83 Hidrofébica Pi-Alquil 4,11
Trp83 Hidrofdbica Pi-Alquil 5,07
Tyr370 Hidrofébica Pi-Alquil 4,60
Tyr370 Hidrofdbica Pi-Alquil 5,02
Tyr370 Hidrofébica Pi-Alquil 3,77
Tyr374 Hidrofébica Pi-Alquil 4,52
Tyr374 Hidrofébica Pi-Alquil 4,63
Tyrd72 Hidrofébica Pi-Alquil 5,19

5,7 - Diepi-

a-eudesmol
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Ligante AA Interacao Tipo Distancia Score

Tyr370 Lig. De H+ Convencional 1,88 65,80
Trp83 Hidrofébica Pi-Sigma 2,48
Tyr71 Hidrofdbica Pi-Alquil 4,97
Tyr71 Hidrofébica Pi-Alquil 4,32
Trp83 Hidrofobica Pi-Alquil 4,39
Trp83 Hidrofébica Pi-Alquil 4,33
Trp83 Hidrofobica Pi-Alquil 5,40
Trp83 Hidrofébica Pi-Alquil 4,08
Trp83 Hidrofdbica Pi-Alquil 5,29
Trp83 Hidrofébica Pi-Alquil 4,64
Tyr370 Hidrofdbica Pi-Alquil 4,40
Tyr374 Hidrofébica Pi-Alquil 4,19
Tyr374 Hidrofobica Pi-Alquil 4,36
Tyr472 Hidrofébica Pi-Alquil 5,14
10-Epi- vy -
eudesmol
Tyr370 Lig. De H+ Convencional 3,09 64,29
Tyr71 Hidrofébica Pi-Alquil 4,44
Tyr71 Hidrofébica Pi-Alquil 4,16
Tyr71 Hidrofdbica Pi-Alquil 4,82
Tyr71 Hidrofobica Pi-Alquil 5,28
Tyr71 Hidrofdbica Pi-Alquil 5,06
Trp83 Hidrofébica Pi-Alquil 5,23
Trp83 Hidrofobica Pi-Alquil 4,48
Phr330 Hidrofobica Pi-Alquil 5,10
Tyr370 Hidrofdbica Pi-Alquil 4,98
Tyr370 Hidrofobica Pi-Alquil 3,95
Phe371 Hidrofébica Pi-Alquil 4,87

Fonte: O autor (2025).

O docking molecular realizado entre 9-(3-iodobenzilamino)-1,2,3,4-
tetraidroacridina e o alvo AChE, evidenciou 11 ligagdes, sendo 6 Hidrofébicas do tipo
Pi-stacked, com Tyr71, Trp83, Tyr370, com distancia média de 3,85 A. Apresentou
duas interacdes hidrofébicas do tipo Pi- Pi T-sh, com distancia média de 5,30 A. Além
Disso, mostrou 3 interagdes hidrofobicas do tipo Pi-Alquil, com Trp83 e Phe330, com
distancia média de 4,38 A, com score de 95,06.

O docking molecular realizado entre a molécula de a-pineno e a AChE,
evidenciou 14 interacdes, sendo todas do tipo hidrofébica do tipo Pi-Alquil, sendo com
Tyr71, Trp83, Tyr370, Tyr374, Tyr472, com distancia média de 4,7 A. Quanto ao score,
que indica o grau de afinidade entre a molécula e alvo, o valor para este docking foi
de 45,63.

Em relagdo ao docking molecular da substancia Diepi-a-eudesmol com o alvo
AChE, o score obtido foi de 65,80, possuindo ao todo 14 interagdes, sendo uma
ligacédo de H* do tipo convencional, com Tyr370, com disténcia de 1,88 A, uma ligagéo
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hidrofébica do tipo Pi-sigma com Trp83, com distancia de 2,48A, e mais 12 ligagdes
hidrofébicas do tipo Pi-Alquil, com Tyr71, Trp83, Tyr370, Tyr374 e Tyr4d72, com
distancia média de 4,62 A.

Acerca do docking realizado entre a substéancia 10-Epi-y-eudesmol, observou-
se 13 interagdes, sendo uma ligacdo de H+ do tipo convencional, com Tyr370, com
distancia de 3,09 A. Além disso, 12 intera¢des sao do tipo Pi-Alquil, com Tyr71, Trp83,
Phe330, Tyr370, Phe371 e Tyr374, com distancia média de 4,79 A. O score do docking

molecular foi de 64,29.

Figura 17- Representagéo 2D e 3D da simulag&do de docking molecular da melhor pose de cada
substancia estudada.
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Fonte: O autor (2025).

A AChE é uma hidrolase extremamente eficiente quando comparada com
outras serino-hidrolases que fazem uso da mesma triade catalitica. Ela pertence a
familia da alfa e beta hidrolases (Almeida, 2011; Holmquist, 2000). O sitio ativo desta
enzima esta "enterrado" préximo de uma profunda e estreita cavidade, o que era
imprevisto dado a alta velocidade de reacao dela. Esta cavidade é cercada por 14
residuos aromaticos conservados, onde os anéis de cada um deles compdem,
aproximadamente, 70% da superficie da cavidade, com Trp84 e Phe330 contribuindo
para o chamado sitio catalitico aniénico e Tyr70, Tyr121 e Trp279 contribuindo para o
sitio periférico aniénico (Almeida, 2011).

O 9-(3-iodobenzilamino)-1,2,3,4-tetraidroacridina € um importante inibidor
reversivel derivado da Tacrina. Segundo Nachon et al. (2020), os principais
aminoacidos envolvidos nas interagées que ocorrem entre a enzima AChE e o 9-(3-
iodobenzilamino)-1,2,3,4-tetraidroacridina sao: Trp83, Gly151, His480, Ser238,
Tyr271, Tyr370 e Ala239.

O conjunto de residuos descrito por Nachon et al. (2020) inclui aromaticos
(Trp83, Tyr271, Tyr370) e catalitico/entorno (His480, Ser238), coerentes com o modo
de ancoragem tipico de derivados de tacrina na AChE, em que o anel acridinico tende
a se acomodar ao longo da fenda e estabilizar o complexo por interagbes aromaticas
com Trp/Tyr, frequentemente determinantes da afinidade observada para essa classe

(Galdeano et al., 2018; Reddy et al., 2025. A substituicdo benzilaminica iodada pode
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intensificar contatos hidrofobicos na garganta catalitica e, além de favorecer ligagéao
halogénio com doadores eletrénicos adequados do sitio, uma estratégia reconhecida
em desenho de inibidores de AChE (Mendez et al., 2017; Wilcken et al., 2013).

No contexto de ensaio inseticida em Ae. aegypti, a AChE1 do mosquito é um
alvo validado para paralisia e morte por falha sinaptica; além disso, muitos
determinantes aromaticos da fenda sé&o conservados entre espécies, o que sustenta
a transposigao estrutural de derivados de tacrina para AChE de dipteros (Engdahl et
al., 2015). Estudos apostam que variagdes eletréonicas (halogénios) e a presenca de
amina catidnica modulam a seletividade sobre AChE de mosquitos, reforgando a
relevancia do seu substituinte iodado e do esqueleto tacrina-simile para prosseguir
em otimizacdo dirigida ao vetor (Vidal-Albalat et al., 2023). Assim, os residuos
reportados por Nachon et al. (2020) fornecem um mapa de interagéo plausivel para
racionalizar a afinidade do 9-(3-iodobenzilamino)-1,2,3,4-tetraidroacridina e orientar
hipéteses de seletividade contra AChE de Ae. aegypti.

Ao analisar os resultados obtidos do docking molecular, as substancias 5,7-
Diepi-a-eudesmol e 10-Epi-y-eudesmol, apresentaram os resultados promissores,
com scores de 65,80 e de 64,29, respectivamente. A substancia 5,7-Diepi-a-
eudesmol, apresentou uma ligagao de H* do tipo convencional, com Tyr370, uma
ligacao hidrofébica do tipo Pi-sigma com TRP 83, e ligacdes hidrofébicas do tipo Pi-
Alquil, com Tyr71, Trp83, Tyr370, Tyr374 e Tyrd72, apresentando-se como um 6timo
candidato.

Por sua vez, o 10-Epi-y-eudesmol, apresentou uma ligacdo de hidrogénio do
tipo convencional, com Tyr370. Além disso, apresentou interagdes com Tyr71, Trp83,
Phe330, Tyr370, Phe371 e Tyr374, que conferem a sua atividade. Avaliando as suas
interagdes e seu score de 64,29, também se qualifica como um bom candidato.

Os padrbes de interagdo observados para 5,7-Diepi-a-eudesmol e 10-Epi-y-
eudesmol com destaque para Pi-sigma e Pi-Alquil envolvendo residuos aromaticos do
“gorge” (Trp/Tyr) e uma ligagao de hidrogénio do tipo convencional com Tyr370, sdo
compativeis com o modo de reconhecimento tipico da AChE, no qual o encaixe
estabiliza o complexo ligante-enzima (Engdahl et al., 2015; Nachon et al., 2020). Em
Ae. aegypti, essa arquitetura do sitio ativo € conservada, de forma que interagdes
hidrofébicas com Trp/Tyr e contatos de hidrogénio adicionais costumam explicar
diferengas finas de afinidade entre isbmeros sesquiterpenos (Engdahl et al., 2015;
Vidal-Albalat et al., 2023).
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O desempenho superior do 5,7-Diepi-a-eudesmol, com score de 65,80, é
coerente com a combinagao de Pi-sigma com TRP 83 e multiplas Pi-Alquil (Tyr71,
Trp83, Tyr370, Tyr374, Tyr4d72), somada a ligacdo de hidrogénio com Tyr370, que
pode conferir ancoragem adicional no sub-sitio aromatico e na vizinhanga catalitica
(Da Costa et al., 2019; Vidal-Albalat et al., 2023). De acordo com a literatura, os
eudesmois e outros sesquiterpenos apresentam um predominio de interagdes
hidrofébicas e contribuicbes de contatos Pi-relacionados com residuos aromaticos da
AChE, além de correlacdo entre inibicdo de AChE e toxicidade em ensaios
larvicidas/adulticidas (Baccari et al., 2024; Sarma et al., 2019; Zhu et al., 2021).

Portanto, a metodologia utilizada validou a enzima utilizada no docking,
possibilitou a avaliagdo do ligante natural derivado da tacrina, aléem de permitir a
avaliagdo das interagdes intermoleculares entre cada substdncia e o alvo. Das
substancias analisadas, Diepi-a-eudesmol e 10-Epi-y-eudesmol, apresentam-se como
bons candidatos para a realizar a inibicdo do alvo selecionado a AChE, pois
apresentam ligacdes consideradas relevantes para a inativagao do sitio ativo, além de
ligacbes complementares a principal, o que demonstra diferengas no tipo de inibigao,

principalmente se comparar com um inseticida que ja € amplamente utilizado.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O presente estudo reforgou que o OE de P. megalophyllum apresenta um perfil
quimico promissor, com predominancia de sesquiterpenos, sendo o 5-epi-7-epi-a-
eudesmol o constituinte majoritario. Este perfil fundamentou a eficacia biolégica
observada nas trés frentes de combate ao Ae. aegypti.

No ambito da repeléncia, o OE demonstrou prote¢cdo prolongada, com uma
clara relagado dose-resposta que o qualifica como candidato viavel para formulagdes
de biorrepelentes. Paralelamente, as atividades adulticida e larvicida revelaram-se
tempo-dependentes; em ambos os casos, o aumento do tempo de exposigao
potencializou significativamente a toxicidade do 6leo, reduzindo as concentragdes
letais necessarias para matar o vetor. As alteragbes morfolégicas observadas nas
larvas tratadas ratificam o dano estrutural causado pelos constituintes do dleo.

O docking molecular indicou que os sesquiterpenos majoritarios possuem
afinidade com a enzima AChE, sugerindo um mecanismo de agao por inibicao
enzimatica. Esta convergéncia entre os ensaios in silico e in vivo posiciona o OE de
P. megalophyllum como um agente multialvos contra o mosquito.

Nesse sentido, os resultados posicionam este OE como uma alternativa
biorracional, dada sua capacidade de atuar simultaneamente como repelente,
larvicida e adulticida. Para pesquisas futuras, recomendam-se estudos de isolamento
dos compostos majoritarios para identificar os principios ativos isolados, ensaios
enzimaticos in vitro para validar o mecanismo de acdo na AChE e o desenvolvimento
de nano formulagbes que otimizem a estabilidade e a persisténcia do 6leo em

condi¢cbes de campo.
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Resumo|

O estudo avaliou o potencial repelente, adulticida e larvicida do OE extraido das raizes
adventicias de Philodendron megalophyllum contra o mosquito 4edes aegypti. O OE foi
obtido por lidrodestilagdo (rendimento 0,146%) e caracterizado por CG-EM, revelando
15 compostos, majoritariamente sesquiterpenos, com destaque para S5-epi-7-epi-o-
eudesmol (66,6%), o-pineno (5,3%) e 10-epi-y-eudesmol (5.3%). Os ensaios biologicos
demonstraram agéo repelente, com até 180 minutos de protecio e efeito dose-dependente,
destacando 500 pg/mL como a concentracdo mais eficaz. Nos bioensaios adulticidas,
observou-se reducdo nas concentracdes letais (CL50 de 2176.5 png/mL a 457.5 pg/mL
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