ly UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS

OQ' PRO-REITORIA DE PESQUISAE POS-GRADUACAO : ,
10"\ PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM BIODIVERSIDADE e
E BIOTECNOLOGIA DA REDE BIONORTE UFAM

ESTUDOS QUIMICOS E BIOLOGICOS DOS OLEOS ESSENCIAS E EXTRATOS
DE Hyptis dilatata Benth (Lamiaceae), PROCEDENTES DA SERRA DO TEPEQUEM -
AMAJARI / RORAIMA

SIRLEY PEREIRA ALMEIDA

Manaus-AM
Julho / 2017



SIRLEY PEREIRA ALMEIDA

ESTUDOS QUIMICOS E BIOLOGICOS DOS OLEOS ESSENCIAIS E EXTRATOS
DE Hyptis dilatata Benth (Lamiaceae), PROCEDENTES DA SERRA DO TEPEQUEM -
AMAJARI / RORAIMA

Tese apresentada ao Curso de Doutorado do
Programa de Pds-Graduagdo em Biodiversidade e
Biotecnologia da Rede BIONORTE / UFAM, como
requisito para a obtencdo do Titulo de Doutor em
Biotecnologia.

Linha  de Pesquisa: Bioprospeccdo e
Desenvolvimento de Bioprocessos e Bioprodutos

Orientador: Dr. Wanderli Pedro Tadei (INPA)
Co-orientador: Dr. Anténio Alves de Melo Filho
Dr. Otoniel Ribeiro Duarte

Manaus-AM
Julho / 2017



Ficha Catalografica
Ficha catalografica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Almeida, Sirley Pereira
Ad4Te Estudos Quimicos e Biolégicos dos Oleos Essenciais e Extratos
de Hyptis dilatata Benth (Lamiaceag), procedentes da Serra do
Tepequem - Amajari / Roraima / Sirley Pereira Almeida. 2017
152 1.2il. color; 31 cm.

Crientador: Wanderli Pedro Tadei

Coorientador: Antdnio Alves de Melo Filho

Coorientador: Otoniel Ribeiro Duarte

Tese (Doutorado em Biodiversidade e Biotecnologia da Rede
Bionorte) - Universidade Federal do Amazonas.

1. Oleo essencial. 2. bactérias. 3. Aedes aegypti. 4. Anopheles
darlingi. |. Tadei, Wanderli Pedro Il. Universidade Federal do
Amazonas . Tiulo




SIRLEY PEREIRA ALMEIDA

“ESTUDOS QUIMICOS E BIOLOGICOS DO OLEO ESSENCIAL E
EXTRATOS DE Hyptis dilatada BENTH (LAMIACEAE), PROCEDENTES DA
SERRA DO TEPEQUEM-AMAJARI/RORAIMA”,

Tese de doutorado apresentada ao Curso de
Doutorado do Programa de Pos-Graduagdo em
Biodiversidade e Biotecnologia da Rede de
Biodiversidade e Biotecnologia da Amazdnia Legal,
na Universidade do Estado do Amazonas-UEA,
como requisito parcial para obtengao do titulo de
Doutor em Biotecnologia e Biodiversidade.

Orientador: Prof. Dr. Wanderfi Pedro Tadei
Banca examinadora:

Prof. Dr. Wanderli Pedro Tadei (INPA)

Orientador - Presidente da banca

R

Profa. Dra. Elisangela Gomes Fidelis de Morais (EMBRAPA)
Membro

D/ £ -
anita de Jesus Rodrigles d:
Membro ||

| ¥l{él(,/(}{/f“‘/\("\ L)"(d- ;4 Y, /«
Prof. Dr. Hadbel Nasser Rocha da Costa (UFRR-RR)
Membro

MANAUS - AMAZONAS
Julho/2017



Dedico este trabalho ao meu Deus todo poderoso por ser minha fortaleza, que por
meio do seu infinito amor me conduz a desenvolvé-lo. Ao meu esposo José Roberto, a minha
mée Eunice e as minhas princesas, Heloisa e Gabriela.

Com saudades, dedico ao meu pai José Bezerra Filho (in memorian), pelo amor,

carinho e ensinamentos a mim transmitidos, e por tudo que fez em vida para que eu alcangasse.



AGRADECIMENTOS

A Deus por ser a luz e a fortaleza na minha vida, sem a sua ajuda nada seria possivel.

Ao meu marido, José Roberto, que sempre foi meu companheiro e meu alicerce, desde
0 inicio deste curso, apoiando e tendo paciéncia nos momentos dificeis e cuidando das nossas
filhas na minha auséncia, com carinho e dedicacéo.

As minhas filhas que sdo meus tesouros, Heloisa e Gabriela, pela paciéncia e
compreensdo dos momentos que estive ausente, durante o desenvolvimento desta tese.

Aos meus pais José Bezerra Filho (in memorian) e Eunice Pereira Silva, que sempre
investiram na minha vida, e por tudo que se esforgcaram para me oferecer dentro dos limites e
possibilidades, pelo amor, paciéncia e preocupacao, e a0s meus irmaos que sempre se alegraram
com minha vitoria.

Ao meu co-orientador professor Dr. Antdnio Alves de Melo Filho por ter me recebido
e ensinado o caminho correto a seguir para o0 progresso desta pesquisa, por sua motivacao,
alegria, e dedicacdo que ndo mediu esforco para ajudar até em trabalho de campo. Agradeco
também a sua esposa Cristina que contribuiu bastante, tanto na pesquisa em laboratério, como
na pesquisa de campo, e a sua filha Mariana com sua grande ajuda na coleta da espécie em
estudo, e toda equipe do grupo oleoquimicos do laboratério de quimica da UFRR, pelo carinho
e ajuda, ao Pedro que sempre colaborou com esta pesquisa.

Agradeco ao meu orientador Dr. Wanderli Pedro Tadei, pela orientacdo deste trabalho
e a dedicacéo, e ao meu outro co-orientador Dr. Otoniel Ribeiro Duarte, pela sua amizade e
dedicacédo, sempre me apoiando, liberando os técnicos da EMBRAPA, para ajudar na coleta, o
senhor Dalton e sua esposa que foram vérias vezes comigo para pesquisa de campo, a Dra. Jane,
e a todos da EMBRAPA-RR que ajudaram neste trabalho.

Agradeco a equipe do laboratério Maléaria e Dengue/INPA (Ricardo Katak, Jhuan,
Elerson, Marta, D. Maria, Adriano, Eunice, Augusto, William e Joelma) que se tornaram
pessoas de extrema importancia na etapa final deste doutorado, pelo carinho, brincadeiras,
amizades e sempre que precisei ndo negaram ajuda no decorrer do desenvolvimento das
pesquisas em laboratorio.

Eunice e Augusto, foram pessoas de extrema importancia na finalizacdo desta tese,
ndo mediram esforgo para ajudar no que precisei.

Aos meus companheiros de luta William e Joelma, noites sem dormir, de segunda a
segunda no laboratorio, duas pessoas que foram fundamentais para que eu finalizasse essa tese

com éxito. Obrigada pela amizade, paciéncia, companheirismo em tudo, sei que minha aflicdo



\

refletia neles, pois procuravam sempre me ajudarem, mesmo tendo suas ocupacdes, portanto
foram incansaveis nesta luta junto comigo.

A minha amiga peruana Diana, que sempre esteve ao meu lado, sempre que precisei.

A Juciane e familia pelo carinho que sempre me recebeu na sua casa.

A Dra. Rose, que sempre me atendeu, nunca negou ajuda, foi fundamental na etapa
final do doutorado.

Aos técnicos do laboratério de maléaria e dengue INPA/Manaus, ao Juracy, a Rejane
que ajudou bastante no inicio da pesquisa, chegou a se deslocar das suas atividades, me
acompanhando varias vezes nas coletas de campo. Aos meus amigos de Manaus que direta e
indiretamente me ajudaram sempre que precisei.

A Dra. Ana Cristina, que me ajudou bastante no desenvolvimento das pesquisas finais.

Agradeco também aos meus amigos do doutorado, Helder Amorim, Claddia Blair e
Rosilene, pela amizade e a motivagdo que sempre passamos um para o outro, o cuidado que
sempre tiveram comigo, ao esposo da minha amiga Claudia Blair, o Jodo Matos, desde que
conheci este casal sempre procuraram me ajudar.

A Fernanda GuilhGes que me recebeu no seu laboratério de Farmécia com muito
carinho, sua ajuda foi fundamental em uma parte do desenvolvimento deste trabalho, liberando
também alunos para auxiliar na pesquisa, a Talita e o Carlos.

A Dona Francisca (in memorian), que no inicio deste curso me acolheu na sua casa
com amor e carinho.

A minha amiga Shirley a qual tenho muito carinho e sua familia por seu amor e carinho
e sua contribuicéo.

Nossos sinceros agradecimentos a Fundacdo de Amparo de Pesquisa da Amazonia-
FAPEAM, pelo auxilio da bolsa que financiou esse estudo.

A Secretaria de Educacio do Estado de Roraima pela liberagao para cursar o doutorado
fora do estado.

A todos os professores da Rede Bionorte, ao coordenador geral do curso - UFAM: Dr.
Spartaco Astolfi Filho e ao coordenador estadual do polo de Manaus: Professor Dr. Jair Max
Furtunato Maia.

A todos que direta ou indiretamente contribuiram os meus sinceros agradecimentos.



Vi

“Aqueles que esperam no senhor renovam suas
forcas. Voam alto como aguias. Correm e nao ficam exaustos,

andam e nao se cansam”.

(Isaias 40:31)



vii
RESUMO

As espécies da familia Lamiaceae sdo conhecidas no Brasil por serem bastante aromaticas e por
apresentarem propriedades bioativas como antioxidante, bactericida, fungicida e inseticida.
Neste trabalho foi analisada a espécie Hyptis dilatata Benth, encontrada em areas de cerrado
no Brasil. Estudou-se os componentes quimicos, a atividade bioldgica do 6leo essencial e dos
extratos de folhas e flores, considerando os periodos seco e chuvoso, de espécimes da Serra do
Tepequém, em Roraima-Brasil. Os 06leos essenciais foram extraidos das folhas coletadas em
diferentes horarios (manha, tarde e noite) e das flores nos periodos seco e chuvoso. Em relacdo
aos extratos hexanicos e etandlicos, oriundos das folhas e flores, estes foram extraidos de
exemplares coletados nos periodos seco e chuvoso. Os resultados do perfil fitoquimico,
originados a partir da andlise dos extratos hexanicos e etanolicos das folhas e flores,
apresentaram diferentes metabdlitos secundarios, sendo identificados cumarina, flavondides,
fendis, saponinas, alcaldides, entre outros. A caracterizagdo quimica dos dleos essenciais das
folhas e flores mostrou como substancias majoritarias a-pineno, 3-pineno, limoneno, 3-careno,
B-cariofileno, fenchona e canfora. O 6leo essencial extraido das flores, no periodo chuvoso e
seco, inibiu a enzima acetilcolinesterase, respectivamente, 93,4% e 92,4%, enquanto que o 6leo
essencial extraido das folhas, no periodo seco e pela manhd, apresentou maior inibicéo (96,4%).
Na analise da atividade de citotoxidade, realizadas com larvas de Artemia salina, o dleo
essencial extraido da folha coletada no periodo chuvoso, pela manha, e o 6leo essencial extraido
da flor, coletada no periodo chuvoso, apresentaram maior toxicidade. Apresentaram também
maior toxicidade os extratos etanolicos da folha e os extratos hexanicos da flor, ambas coletadas
no periodo chuvoso. Nos ensaios antimicrobianos, os dleos das flores coletadas no periodo
chuvoso e seco demonstraram maior inibicdo contra as bactérias Staphylococcus aureus e
Bacillus cereus. A levedura Candida albicans sé apresentou inibi¢do com os éleos essénciais
da flor coletada no periodo seco. No periodo chuvoso, somente o dleo essencial extraido das
folhas coletadas no horério da manha e tarde, mostraram inibigdo contra as bactérias S. aureus
e B. cereus. Em relacdo ao periodo seco, o 6leo essencial que apresentou maior inibicao contra
bactérias B. cereus foi coletado no horéario da tarde. Os extratos hexanicos da flor coletada no
periodo chuvoso mostraram maior inibicdo contra S. aureus e nas folhas coletadas no periodo
chuvoso. Este extrato demonstrou maior toxicidade com a bactéria Salmonella typhymurium.
No teste contra a levedura C. albicans, o extrato mais toxico foi o hexénico da folha coletada
no periodo seco. Neste trabalho também foram testados os 6leos essenciais e extratos de H.
dilatata em atividades larvicidas de Aedes aegypti, Anopheles darlingi e teste adulticidas com
Ae. aegypti. O bleo essencial com maior toxicidade nas atividades larvicidas de Ae. aegypti
foram extraidos da folha coletada no periodo chuvoso, no horéario da noite e da flor no periodo
chuvoso. Somente os extratos hexanicos extraidos das flores apresentaram atividade toxica
sobre as larvas de Ae. aegypti. Nas larvas de An. darlingi, a toxicidade predominou com os
6leos essenciais das flores extraidas no periodo seco e no 6leo essencial da folha extraido no
mesmo periodo, no horério da manha. Nos ensaios adulticida de Ae. aegypti, o 6leo das folhas
coletadas no periodo chuvoso, no horario da noite, apresentou mortalidade entre 54,4% a
91,9%, nas concentragdes de 62,5 pg mL* e 1000 ug mL?, respectivamente, no intervalo de
90 minutos de exposicdo. No teste para o desenvolvimento do protétipo do produto com o dleo
essencial da folha, coletada no periodo chuvoso e no horario da manhg, foi observada a acao do
efeito knockdown (imobilidade do mosquito). Para tanto, considerou-se a atividade inseticida
contra 0 mosquito Ae. aegypti, em 20 minutos no inicio do teste, com mais de 50% dos
mosquitos em estado de knockdown.

Palavras Chave: Oleo essencial; bactérias; Aedes aegypti; Anopheles darlingi.
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ABSTRACT

The species of the family Lamiaceae are known in Brazil for being very aromatic and for
presenting bioactive properties as antioxidant, bactericide, fungicide and insecticide. In this
work was analyzed Hyptis dilatata Benth, found in areas of cerrado in Brazil. The chemical
components, the biological activity of the essential oil and extracts of leaves and flowers,
considering dry and rainy periods, of specimens of the Serra do Tepequém, in Roraima-Brazil,
were studied. The essential oils were extracted from the leaves collected at different times
(morning, afternoon and night) and from the flowers in the dry and rainy periods. In relation to
the hexane and ethanolic extracts from leaves and flowers, these were extracted from specimens
collected during the dry and rainy season. The results of the phytochemical profile, derived
from the analysis of the hexane and ethanolic extracts of leaves and flowers, presented different
secondary metabolites, being identified coumarin, flavonoids, phenols, saponins, alkaloids,
among others. The chemical characterization of the essential oils of leaves and flowers showed
as main substances a-pinene, -pinene, limonene, 3-carene, -caryophyllene, fenchone and
camphor. The essential oil extracted from the flowers in the rainy and dry period inhibited the
enzyme acetylcholinesterase, respectively, 93.4% and 92.4%, whereas the essential oil
extracted from the leaves, in the dry period and in the morning, showed greater inhibition
(96.4%). In the analysis of the cytotoxicity activity performed with larvae of Artemia salina,
the essential oil extracted from the leaf collected in the rainy period in the morning, and the
essential oil extracted from the flower, collected in the rainy season, presented higher toxicity.
The ethanolic extracts of the leaf and the hexane extracts of the flower, both collected during
the rainy season, were also more toxic. In the antimicrobial assays, flower oils collected in the
rainy and dry period demonstrated greater inhibition against the bacteria Staphylococcus aureus
and Bacillus cereus. The Candida albicans yeast only showed inhibition with the essential oils
of the flower collected in the dry period. In the rainy season only the essential oil extracted from
the leaf collected in the morning and afternoon, showed inhibition against the bacteria S. aureus
and B. cereus. Regarding the dry period, the essential oil that showed the highest inhibition in
B. cereus bacteria was collected in the afternoon. The hexane extracts of the flower collected
in the rainy season showed greater inhibition of S. aureus and in the leaves collected in the
rainy season. This extract showed greater toxicity with the bacterium Salmonella typhymurium.
In the test against yeast C. albicans, the most toxic hexanic extract was that of the leaf collected
in the dry period. In this work the essential oils and extracts of H. dilatata were also tested in
larvicidal activities of Aedes aegypti, Anopheles darlingi and adulticides with Ae. aegypti. The
essential oil with higher toxicity in the larvicidal activities of Ae. aegypti were extracted from
the leaf collected in the rainy season, at night time and from the flower in the rainy season. Only
the hexane extracts extracted from the flowers showed toxic activity on the larvae of Ae.
aegypti. In larvae of An. darlingi, toxicity predominated with the essential oils of the flowers
extracted in the dry period and in the essential oil of the leaf extracted in the same period, in
the morning. In the adulticidal assays of Ae. aegypti, leaf oil collected in the rainy season at
night showed a mortality of 54.4% to 91.9%, at concentrations of 62.5 pug/mL * and 1000
ug/mL-* respectively in the range of 90 minutes of exposure. The knockdown effect (mosquito
immobility) was observed in the test for the development of the product prototype with leaf
essential oil, collected in the rainy season and in the morning. For that, the insecticidal activity
against the mosquito Ae. aegypti, in 20 minutes at the start of the test, with more than 50% of
mosquitoes in knockdown state.

Key words: Essential oil; bacteria; Aedes aegypti; Anopheles darlingi.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais apresentam uma grande variedade de compostos quimicos e o
homem sempre buscou conhecimentos das plantas, para uso medicinal. O Brasil tem uma flora
rica em espécies, as quais sao utilizadas pela sociedade por terem efeitos medicinais (BIESKI,
2005).

Robbers et al. (1997) destacaram a importancia dos compostos de origem vegetal,
enfatizando que estes desempenham importantes papéis na medicina moderna, bem como
fornecem substancias Uteis, dificeis de produzir na forma sintética. Ressaltaram também que
existem produtos naturais quimicos que apresentam pequena atividade, mas que podem ser
modificados por método quimico ou bioldgico, para produzir drogas potentes, ndo obtidas
facilmente por métodos sintéticos.

Destaca-se, ainda, a necessidade de intensificar as pesquisas direcionadas ao
conhecimento de alteracGes, que podem resultar do uso prolongado dos quimioterapicos. Estes
podem gerar intoxicacOes aos seres humanos que os utilizam, sem conhecimento de suas
contraindicacBes. Além disso, a busca por novos farmacos, a partir de recursos naturais, é uma
alternativa para combater muitos microrganismos patogénicos, como alguns fungos e bactérias,
que ja adquiriram resisténcia aos quimioterapicos, que se encontram disponiveis para
comercializagdo. Rojas et al. (2003) analisaram 24 espécies de plantas utilizadas na medicina
tradicional peruana, que inclui também espécies da familia Lamiaceae, verificaram que 0s
compostos antimicrobianos produzidos pelas plantas sdo ativos contra microrganismos
patogénicos.

Vaérios estudos hoje com diferentes espécies comprovam cientificamente o que muitos
anos atras ja se conhecia de forma empirica, as propriedades antimicrobianas encontradas em
extratos de plantas, apartir do seu metabolismo (DUARTE et al., 2005; VIOLANTE, 2012).

O Brasil possui uma grande biodiversidade e, dentre ela, se encontra o bioma do cerrado,
com diversas espécies de plantas com alto valor medicinal (SOUZA; FELFINI, 20086,
VIOLANTE, 2008). Os dados da literatura evidenciam aumento no interesse de estudar plantas
medicinais do cerrado, como fonte de novas substancias ativas (GUARIN NETO; MORAIS,
2003).

As espécies da familia Lamiaceae apresentam caracteristicas de grande importancia
medicinal. Em algumas regides de ocorréncia dessas espécies € comum o uso, pelas populagdes,
dos 6leos essenciais e extratos como remédios e também como tempero. Essa familia botanica

apresenta alguns bioativos com acdo antioxidante, anti-inflamatorio, anti-hipertensivo,
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antitumoral, gastroprotetor, inseticida, antibacteriano, antiflngico e anti-herpético, entre outros
(BARROS et al., 2010; HUSSAIN et al., 2011).

A planta em estudo neste trabalho é a espécie Hyptis dilatata Benth, pertencente a
familia Lamiaceae. A pesquisa com 6leo essencial envolve o periodo sazonal (seco e chuvoso)
para avaliar a presenca e/ou alteracbes qualitativas dos compostos quimicos dos 6leos
essenciais, em cada periodo e horario (manhd, tarde e noite). O género Hyptis é bastante
analisado devido ao 6leo essencial de suas espécies conterem diversos compostos de grande
interesse, como saponinas, terpenos, flavondides e esterdides.

O interesse por esta planta resultou por ser de area serrana, coletada na Serra do
Tepequem Municipio do Amajari no estado de Roraima e as coletas ocorreram no periodo seco
(Janeiro a Marco) e no periodo chuvoso (Junho a Agosto).

Neste trabalho, os estudos desenvolvidos com esta espécie foram relacionados com o
periodo sazonal e o registro de compostos quimicos dos 6leos essenciais das folhas e flores e a
realizacdo de testes bioldgicos com extratos e 6leos essenciais obtidos. O objetivo foi detectar
atividade antimicrobiana, fungicida, inseticida e atividades com a enzima acetilcolinesterase,
bem como antioxidante e a atividade toxica, utilizando o micrcrustceo Artemia salina.

Desta forma, a Tese esta estruturada em quatro capitulos, o primeiro apresenta o perfil
fitoquimico e o potencial antioxidante dos extratos das folhas e flores de H. dilatata, analisando
o rendimento dos Gleos essenciais, comparando os resultados dos testes realizados com as
amostras coletadas nos periodos seco e chuvoso.

O segundo capitulo aborda a composicdo quimica, a inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, atividade toxica e antimicrobiana, testadas com o 6leo essencial das flores
de H. dilatata.

No terceiro capitulo apresenta a composi¢do quimica do 6leo essencial da folha de H.
dilatata, bem como a atividade tdxica para o micrcristaceo Artemia salina e o potencial
inibitério nas atividades antimicrobianas e com a enzima acetilcolinesterase.

O quarto capitulo envolve a atividade larvicida e adulticida de extratos e 6leo essencial
de H. dilatata em Aedes (Stegomyia) aegypti Linnaeus, 1762 e Anopheles darlingi Root, 1926.
Neste capitulo também se apresenta a importancia epidemiologica dos mosquitos e as medidas
de controle vetorial, desenvolvidas a partir dos resultados dos bioensaios. Além disso, foi
desenvolvido um protétipo bioinseticida apartir do 6leo essencial da folha de H. dilatata.

Assim, com base nos estudos quimicos e biolégicos desenvolvidos neste trabalho,

verifica-se que os resultados obtidos séo relevantes para demonstrar a eficacia desta espécie em
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estudo, tornando-se uma alternativa para o desenvolvimento de produtos terapicos, bem como

de acdo inseticida.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Estudar os componentes quimicos e atividades bioldgicas do 6leo essencial e de
extratos de folhas e flores Hyptis dilatata Benth (Lamiaceae) em periodos sazonais (seco e

chuvoso), de espécimes procedentes da Serra do Tepequém, em Roraima.

Objetivos especificos

(i) Comparar e identificar os constituintes quimicos das folhas e flores de H. dilatata,

coletadas no periodo chuvoso e no periodo seco;

(if) Awvaliar e quantificar o 0leo extraido das folhas coletadas nos horarios: da manha, da tarde
e da noite, em cada periodo seco e chuvoso;

(iii) Analisar as atividades antioxidantes e a atividade citotoxica com Artemia salina, dos

extratos e 0leos essenciais de H. dilatata;
(iv) Awvaliar a agdo antimicrobiana, por meio de bioensaios, contra fungos e bactérias;

(v) Awvaliar atividade de inibicdo da enzima Acetilcolinesterase — em testes in vitro por meio

do extrato bruto e 6leo essencial, das folhas e flores da H. dilatata;

(vi) Awvaliar a agéo inseticida contra larvas e adultos dos vetores da dengue/Chikungunya/

Aedes aegypti e da malaria-Anopheles darlingi.
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CAPITULO | — PROSPECCAO FITOQUIMICA, POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE
EXTRATOS DAS FOLHAS E FLORES DE Hyptis dilatata BENTH, COLETADAS NA SERRA
DO TEPEQUEM-AMAJARI / RORAIMA

1 INTRODUCAO

O Estado de Roraima esta situado na Amazonia, regido Norte, entre as 27 unidades
federativas do Brasil, tem por limites a Guiana a Leste e a Venezuela ao Norte e a Noroeste, 0
Para ao Sudeste, 0 Amazonas ao Oeste e ao Sul. Ocupa uma area aproximada de 224.301,080
kmz2 (IBGE, 2017).

As dareas indigenas ocupam aproximadamente 104.018 km2. A populacdo de Roraima
é de 522.400 habitantes (IBGE, 2017). Roraima apresenta alguns tipos de coberturas vegetais,
sendo todas bem distintas. Ao sul do Estado, existe uma floresta tropical densa com ricas
espécies de vegetais e animais, cortados por rios. Na regido central roraimense, o dominio dos
campos gerais, savanas, conhecida na regido como lavrado, existindo ainda lagos e riachos. Em
direcdo ao norte ocorrem mudancgas na vegetacdo, se tornando menos espessa. A fronteira é
uma regido de serras, acima dos 1.000 metros de altitude, com um clima que varia de 10°C a
27°C (IBGE, 2013).

A Serra do Tepequém, onde esta situada a Vila do Paiva e a Vila Cabo Sobral, no
municipo do Amajari estado de Roraima, nesta regido, encontra-se um grande acervo de
espécies vegetais, no formato tabular do tipo tepui, que se destaca na paisagem regional.
Predomina o clima quente e tmido, com temperaturas médias anuais, entre 22 a 24° C, segundo
classificacdo de (KOPPEN, 1948). O periodo mais chuvoso se concentra de abril a agosto, e o
periodo mais seco de setembro a marco do ano seguinte, predomina a vegetacdo de savanas e
matas de galeria associada aos cursos d’agua (IBGE, 2013).

O presente capitulo abordou o estudo da prospeccdo fitoquimica e da atividade
antioxidante nos periodos climaticos, seco e chuvoso, bem como o rendimento do 6leo essencial
da espécie H. dilatata, identificacdo das classes de metabolitos, apresentado nos extratos

avaliados.

1.1 Género Hyptis (Lamiaceae)

Conforme Dalmarco (2012), as plantas da familia Lamiaceae sdo cada vez mais

cobicgadas pela industria alimenticia, devido ser plantas aromaticas, podendo ser utilizada nao
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s6 como aromatizantes e/ou conservantes, mas também no propoésito terapéutico como
antiinflamatorias e antioxidantes.

O género Hyptis pertence a familia Lamiaceae, composto por ervas e arbustos
constituidos por aproximadamente 580 espécies distribuidas, principalmente, na América
tropical desde o Sul dos Estados Unidos até a Argentina (LIMA, 2010). No Brasil, se encontra
principalmente nos estados de Minas gerais, Bahia, Goias e Amazonas. Exemplos de espécies
do género Hyptis sdo: H. suaveolens, H. mutalibis, H. goyazensis (FALCAO; MENEZES,
2003).

Trata-se de um género rico em espécies de grande importancia etnofarmacolégica,
utilizado pelas populagdes para fins medicinais, ndo so no Brasil, como no México, Colombia,
Panamé e outros (FALCAO; MENEZES, 2003).

O efeito no crescimento, no desenvolvimento e teor de principios ativos em plantas,
refere-se ao conjunto de fatores ambientais, como luz, temperatura, vento, umidade e luz, que
podem ocorrer de forma variavel nos periodos climaticos (PINTO; BERTOLUCCI, 2002).

Costa (2013) comenta que as espécies deste género possuem uma constituicdo quimica
bem varidvel, tendo demonstrado atividade citotoxica, antimalérica, antimicrobiana,
expectorante e antiviral.

Todos esses aspectos sdo de fundamental importancia quando se realiza o
desenvolvimento de trabalhos de melhoramento de uma espécie medicinal, visando a aplicacao
fitoterapéutica, uma vez que a qualidade dos 6leos essenciais estd ligada a sua constituicdo
quimica (MARTINS et al., 2006).

12 Classificagdo taxondmica e composi¢cdo quimica de Hyptis dilatata Benth

Esta espécie é um subarbusto perene, aromatico, conhecido na localidade onde a
espécie foi coletada como horteld do campo. Possuem haste ereta, folhas e flores sésseis, apice
agudo e nevuras central acentuada (FLORA BRASILIENSE, 2005; RIBEIRO, 2016). A
classificacdo taxondmica € descrita da seguinte forma, de acordo com (CRONQUIST,1981):

REINO Plantae

FILO Tracheophyta
CLASSE Magnoliospsida
ORDEM Lamiales
FAMILIA Lamiaceae
GENERO Hyptis
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No Brasil encontrada na area de cerrado na Amazonia, Colémbia e no Panamé é
distribuida nas provincias centrais, cujas folhas sdo usadas como tdpica anti-parasitarios em
animais (URONES et al., 1998).

Os 0leos essenciais das folhas e flores de H. dilatata, coletadas na Colémbia, foram
extraidos por hidrodestilagdo e analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massa (CG-MS). Caracterizadas pelo alto teor de monoterpenos oxigenados (50,2 % e 43,7
%), sendo os constituintes biciclicos, 0 mais representativo deste grupo. Os sesquiterpenos
biciclicos e triciclicos obtiveram quantidades consideraveis (27,8 % e 53,3 %) (TAFURT-
GARCIA et al., 2014).

No Oleo essencial das folhas dessa espécie houve predominancia de monoterpenos
como canfora (12,2 %), ¢ 6-3-careno (0,5 %). Os 6leos essenciais sdo constituidos tambem por
misturas complexas de sesquiterpenos como: espatulenol, B-cariofileno para H. suaveolens;
biciclogermacreno, espatulenol e germacreno D, 6-elemeno (MELO, 2003).

Das folhas de H. dilatata, coletadas e estudadas em Veraguas (Panama) por Urones et
al. (1998), e extraidas com acetona, foram isolados 14 diterpenos triciclicos com o esqueleto
abietano, onde o anel C é aromaético, entre os quais foram identificados dois novos compostos
1 e 2, na forma de seus derivados acetilados (Figura I-1). Entre os derivados estava o carnasol
(3), rosmanol (4), metil-rosmanol (5), estes constituintes quimicos foram isolados e depois
acetilados obtendo os derivados de carnosol (6), rosmanol (7): metilrosmanol (8), etilrosmanol
(9), isorosmanol (10) e epirosmanol (11), acido carndsico (12), e seu estér: estér metilico (13)
e o estér metilico do &cido psiférico (14). Além desses foram isolados ainda uma lactona (15) e

esquirolina B (16), compostos com o esqueleto pirano.
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Figura I-1 — Estrutura dos compostos isolados.
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Fonte: Urones et al. (1998).

1.2.1 Fatores que podem alterar constituintes quimicos de plantas e a produgéo de dleos

essenciais

A composicdo quimica de uma mesma espécie de planta, encontradas em diferentes
localidades, pode mostrar variagdes de acordo com o tipo de solo, temperatura, clima e altitude
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007; MIRANDA et al., 2016).

Outro aspecto fundamental que esta relacionado a producéo de dleos essenciais, trata-
se do horario da coleta. Este fator pode influenciar durante o dia todo, assim como depende
também da espécie de planta. Os estudos em campo demonstraram que em determinados
horarios do dia pode-se obter um rendimento maior, levando-se em conta as influéncias
climéticas, a fisiologia da planta e as condi¢cbes ambientais (OLIVEIRA, 2011). De acordo com

Morais (2009), as atividades metabdlicas dos Oleos essenciais podem ser redirecionadas por
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meio de estimulos do ambiente, em que a planta se encontra, levando-a a sintese de diferentes
compostos.

Segundo Oliveira (2011), plantas medicinais que tém principios ativos, estes podem
conferir a esta planta uma atividade terapéutica, tendo importancia como fitoterapico. Plantas
medicinais que produzem principios ativos de 0leos essenciais, com teor maior que 1%, sdo
denominadas de plantas aromaticas (OLIVEIRA, 2011). O cultivo destas plantas é relevante
por proceder a matéria prima produzida pelo metabolismo secundario destas plantas, originando

0s Gleos essenciais.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 ldentificacio botanica

O material vegetal da espécie H. dilatata, para realizacdo de exsicata (Figura I-2) foi
coletado em agosto de 2014, na Vila do Paiva, margem da RR 203, na Serra do Tepequém,
municipio do Amajari em Roraima. Esta serra se encontra a 210 km da capital de Roraima, Boa
Vista. O local da serra onde foi coletado a H. dilatata esta 634 m (metros sobre o nivel do mar).
A exsicata foi depositada no herbario do INPA com o nimero de registro 263.670. A outra
amostra da exsicata foi depositada no museu integrado de Roraima, MIR 12754. SISBIO

44983-2.
Figura 1-2 — Exsicata de Hyptis dilatata Benth

Fonte: Almeida, S.P. 2017
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2.2 Coleta e preparo do material vegetal

Coletaram-se folhas e flores (Figura I-3) para estudos nos periodos chuvosos e secos.
As folhas foram coletadas no horério da manhg, tarde e noite e as flores em horarios aleatorios,
para pesquisa no Laboratério do NPPGCT / UFRR.

Figura I-3 — Folhas e flores de Hyptis dilatata.

Fonte: Almeida, S.P. 2017

Apos a coleta de H. dilatata, tanto no periodo chuvoso quanto no periodo seco, suas
folhas e flores foram limpas a fim de retirar qualquer residuo e as amostras foram pesadas. Em
seguida, uma quantidade de folhas frescas foi separada para extrair-se 0 6leo essencial (Tabela
I-1). Outra parte foi pesada e exposta ao sol para secagem, e utilizadas na obtengéo de extrato

hexanico e etandlico.

Tabela I-1 — Quantidades de folhas frescas coletadas no periodo chuvoso e seco.

Chuvoso Seco
Manha 270,159 575,26 ¢
Tarde 517,87 g 507,53 ¢
Noite 632,42 g 763,08 g

A extracdo do 6leo essencial das folhas frescas de cada horéario e periodo foram
realizados em forma de triplicata, bem como a extracdo do 6leo essencial das flores secas de

cada periodo climatico. As amostras das flores coletadas como mostra a Tabela 1-2, foram
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postas para secagem em temperatura ambiente por uma semana. Apos a secagem (eliminacéo
de a4gua), as amostras tanto das folhas, quanto das flores, foram novamente pesadas e moidas
em um liquidificador doméstico. Logo apds, o pé foi homogeneizado em peneira Tamis
granulométrica em aco inox entre 20-40 Mesh, em seguida o p6 pesado e armazenado (MATOS,
1988; SARKER; LATIF; GRAY, 2006).

Tabela 1-2 — Peso das flores frescas coletadas no periodo chuvoso e seco, e seu peso depois de secas e moidas.

Frescas Secas Moidas
Chuvoso 680 g 334,80 ¢ 310,42 ¢
Seco 5509 267,47 g 240,95 ¢

2.3 Extracao do 6leo essencial

As folhas frescas e as flores secas e moidas foram transferidas para bal6es de fundo
redondo de 3L, acrescentado agua, em seguida utilizando a manta de aquecimento e, foi
acoplada a aparelhagem de Clevenger (Figura I-4), iniciando a extragdo do 6leo volatil pelo
método de hidrodestila¢do, arraste a vapor d’agua, por duas horas. A extracao do 6leo da flor
seca e moida e a extracdo do 6leo da folha, foram realizadas em triplicatas, do periodo da manha
em que as folhas foram coletadas, tarde e noite, para a obtencao do rendimento do 6leo.

O o6leo essencial foi acondicionado em frascos de vidros esterilizados, os quais foram
previamente identificados com etiqueta contendo a data da extracao, o peso do frasco, o nimero
da amostra e o horario da coleta. Em cada extragdo foram acrescentados sulfato de sédio anidro
para separar a agua do 0Oleo, e utilizado também o cloroférmio para aproveitar o 6leo que ficou
retido na pipeta e no vidro. O cloroférmio foi evaporado em capela, ficando somente o dleo
essencial. Apds este procedimento, o 6leo foi pesado para saber o rendimento. O frasco com
6leo foi envolto com papel aluminio e mantido sobre refrigeracdo (CASTRO et al., 2006). Foi
montada uma tabela indicando o rendimento do 6leo essencial, tanto da flor, quanto das folhas,

do periodo chuvoso e seco.
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Figura I-4 — Extracdo do 6leo essencial da flor.

Flores secas
Flores moidas no Oleo essencial pesado
liquidificador doméstico na balanca analitica

Homogeneizado em peneira Bxtracio do dleo essencial Bleo essencial
(Tamis), 20 - 40 Mesh — aparelho Clevenger

Fonte: Almeida, S.P. 2017

24 Rendimento do 6leo essencial

No célculo do rendimento de 6leo essencial, de cada periodo de coleta, foi utilizada a

seguinte formula:

Rendimento = Massa de 6leo essencial obtido (g) x 100
Massa do material vegetal (g)

O tratamento dos 6leos essenciais obtido no periodo chuvoso foi a mesma metodologia
que se realizou no periodo seco (Figura I-5). A variavel analisada foi o rendimento de 0leo
essencial. Calculou-se a média do rendimento entre 0s meses dos periodos seco e chuvoso e 0
desvio padrdo (GONCALVES; MANCINELLI; MORAIS, 2009).



Figura 1-5 — Fluxograma da parte experimental das folhas e flores de Hyptis dilatata.
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25 Obtencdes, reparacao dos extratos e marcha fitoquimica

2.5.1 Preparacdo dos extratos hexanico e etanolico

Os extratos brutos das folhas secas de H. dilatata, por hexano e etanol, dos periodos
chuvoso e seco (Figura 1-6), foram realizados por extracdo exaustiva das folhas da planta com
hexano e etanol, com filtracdo e recolhimento periédico do filtrado. As extracdes foram
realizadas no aparelho Soxhlet, por 6 horas.

Utilizou-se 500 mL do solvente hexano P.A e 500 mL do solvente etanol, cada
extracdo foi feita em triplicata e apds o termino das extracGes, as amostras foram reservadas em
béqueres devidamente etiquetados e identificados com os cddigos de cada extrato, depois
filtrados. Apos esse periodo, o extrato hexanico e etanolico foi eliminado por pressédo reduzida,
em rotaevaporador a temperatura de 30 °C e 45° C, para concentracdo dos extratos (MATOS,
1988).

Os extratos ja concentrados por rotaevaporacdo foram transferidos para fracos de
vidros etiquetados e com pesos previamente determinados em balanca analitica, e

posteriormente, foram armazenados aguardando 0 momento das analises.

Figura I-6 — Fluxograma das atividades bioldgicas dos extratos hexanico e etanolico das folhas de H. Dilatata.
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Extrato bruto:
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oxidante
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Fonte: Almeida, S.P. 2017
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2.5.2 Preparagdo do extrato Hidroetandlico

O extrato hidroetandlico foi preparado com 2,5 g de MPV (matéria prima vegetal das
folhas e flores) e 50 mL de etanol a 70% por decoccao por 10 minutos, o qual foi filtrado e ap6s
arrefecimento, transferido para um baldo volumétrico de 50 mL, completando-se o volume com
etanol a 70 %. Uma aliquota de 10 mL do extrato foi transferida a um béquer e colocada para

secar em banho-maria e outras aliquotas de 3 mL foram distribuidas em oito tubos de ensaios.

2.5.3 Prospeccéo fitoquimica dos extratos etandlicos, hexanicos e hidroetandlicos

A partir dos extratos concentrados (Hexanicos e Etanolicos) e com os extratos
hidroetandlico da MPV (matéria prima vegetal das folhas e flores), dos periodos de coletas,
chuvoso e seco, realizou-se cuidadosamente, o roteiro de deteccao dos constituintes quimicos,
como por exemplo, alcaldides, esteroides, fendis, taninos, flavondides, saponinas e

triterpenoides, qualitativamente, conforme metodologia de (MATOS, 1988; 1997).

2.5.4 Investigacdo de compostos fendlicos e esteroidais

Os extratos hidroetandlicos colocados em oito tubos de ensaios foram utilizados para
0s testes descritos nos pontos 2.5.4.1 a 2.5.4.6, sendo que um desses oitos tubos, foi utilizado
como controle. O preparo das solugdes reagentes e toda a sequéncia dos testes foram realizados
seguindo-se as recomendacdes de (MATOS, 1997). O mesmo procedimento ocorreu com 0S

extratos hexanico e etandlico, obtidos a partir do aparelho Soxhlet.

2.5.4.1 Testes para taninos e fendis

No tubo 1 foram adicionadas trés gotas de solucdo alcodlica de cloreto férrico,
agitando-se bem. Foi observado se houve a formacdo de precipitado de coloracdo azul,

indicativo de taninos hidrolisaveis, ou verde, indicativo de taninos condensados.

2.5.4.2 Teste para antocianinas, antocianidinas, chalconas e auronas

O pH dos tubos 2, 3 e 4 (Tabela I-3) foram ajustados a 3, 5 e 11 por meio das adi¢des
de solucBes de acido sulfurico, hidroxido de sodio e hidréxido de potéssio, respectivamente,

observando se houve mudancas na coloracdo das solugdes.
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Tabela I-3 — Interpretacdo dos resultados do teste para antocianinas, antocianidinas e flavandides.

Constituintes Tubo 2 (pH3) Tubo 3 (pH5) Tubo 4 (pH11)
Antocianinas e Antocianidinas Vermelho Lilas Azul-purpura
Flavanonas, Flavanois e Xantonas - - Amarelo
Chalcona e Auronas - - Vermelho —
purpura
Flavanonas - - De vermelho a
laranja

Fonte: Matos (1997).

2.5.4.3 Teste para leucoantocianinas, catequinas e flavonas

O pH dos tubos 5 e 6 foram ajustados a 1 e 11 por meio da adi¢éo de solucdes de acido
cloridrico e hidréxido de sédio, respectivamente, observando se houve mudancas na coloracao

das solucdes. O resultado foi interpretado de acordo com a Tabela | - 4.

Tabela | - 4 — Interpretacéo dos resultados do teste para leucoantocianidinas, catequinase flavanonas.

Constituintes Tubo 5 (pH1) Tubo 6 (pH11)
Leucoantocianidinas Vermelha -
Catequinas (taninos catéquicos) Pardo-Amarelada -
Flavanonas - De vermelho a laranja

Fonte: Matos (1997).

2.5.4.4 Teste para flavandis, flavanonas, flavanondis e xantonas (reacdo de Shinoda)

Ao tubo 7 foram adicionados alguns centigramas de magnésio granulado e 0,5 mL de
acido cloridrico P.A. Ao final da efervescéncia foi observado se houve aparecimento ou

intensificagdo de cor vermelha.

2.5.4.5 Testes para saponinas

Ao residuo insoltvel em cloroférmio, obtido no teste anterior, foram adicionados 10

mL de agua destilada. A solucéo foi entdo filtrada para um tubo de ensaio e agitada fortemente,
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por dois a trés minutos, observando se houve formacgao de espuma persistente por pelo menos
cinco minutos, indicativo da presenca de saponinas — Heterosideos saponinicos, seguindo - se
Matos (1988).

2.5.4.6 Teste confirmatdrio para saponinas

Foram adicionados 2,0 mL de acido cloridrico ao conteido do tubo do teste anterior,
o qual foi deixado em banho-maria a 60 °C, por uma hora. Em seguida, o contetdo do tubo foi
neutralizado com solucdo de hidréxido de sddio, observando se houve auséncia de espuma e

formacdo de precipitado, que confirmariam a presenca de saponinas (MATOS, 1988).

2.5.4.7 Teste para cumarinas

Duas gotas do extrato hidroetandlico foram despejadas separadamente sobre um
pedaco de papel de filtro comum. Sobre uma delas (mancha-teste) foi gotejada solucdo de
hidroxido de potassio a 10 %. Sob luz ultravioleta de 365 nm (UV A365) foi observado se a
mancha de teste apresentava fluorescéncia amarelo-esverdeada em comparagdo com a outra

(mancha-controle).

2.5.,5 Teste de heterosideos cianogénicos

Em um erlenmeyer de 250 mL com tampa esmerilhada foram reunidos 10,0 g da
matéria-prima vegetal (MPV) das folhas seca, 50 mL de agua e 1 mL de &cido sulfurico
concentrado. A tampa foi presa uma fita de papel de picrato de s6dio. O erlenmeyer foi deixado
em banho-maria a uma temperatura de 60 °C por duas horas. Foi observado se houve o
aparecimento de coloracdo vermelha castanha na fita, que indica presenca de heterosideos
cianogénicos (MATOS, 1997).

2.5.6 Teste para base quaternaria (Alcaldide)

De acordo com os trabalhos de Matos (1997) foi preparado um extrato por decoccao,
a partir de 1g da MPV de folhas e flores secas e 20 mL de &cido cloridrico a 10 % e filtrado em
um funil de separacdo. Alcalinizou-se o extrato obtido até um pH 11 com hidréxido de aménio
e adicionou-se 10 mL de éter etilico, em seguida, foi agitado, permanecendo em repouso até a
separacdo das fases. Na sequéncia, foi retirada a fase etérea e acidulou-se a fase aquosa com

acido cloridrico a 10 %. A fase aquosa foi distribuida em quatro tubos de ensaio de 10 mL e,
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em seguida foram acrescentadas algumas gotas de reagentes de Mayer, Hager e Dragendorff.

Em seguida foi observada a formacao de precipitados.

2.5.7 Glicosideos cardioativos, esteroides e triterpenos

Cerca de 2,0 g da MPV foram fervidas com 20,0 mL de etanol a 50 % e 10,0 mL
solucéo de acetato neutro de chumbo a 10 % por dois minutos, foi centrifugado e transferido o
sobrenadante para um funil de separacao ao qual foram adicionados 20,0 mL de agua destilada.
Em seguida, a solugdo foi extraida com trés por¢des de 15,0 mL de cloroférmio e as fases
organicas foram reunidas. PorcOes de cerca de 5,0 mL do extrato cloroférmico final foram
distribuidas em seis tubos de ensaio e uma capsula de porcelana foi evaporada e seca em banho-
maria, em capela. Os residuos foram submetidos as reacGes para identificacdo de desoxi-
acucares, nucleo lipidico e y-lactona (ALICE et al., 1985; COSTA, 2001) conforme
especificado a seguir:

2.5.7.1 Identificagdo do ndcleo lipidico

a) Reacdo de Libermann-Burchard (esteroides e tritepernos)

Nos tubos que continham extratos etandlico e extratos hidroetandlico MPV (matéria
prima vegetal) das folhas e flores, foi dissolvido 1,0 mL do reativo de Libermann-Burchard e

observado se houve aparecimento de cor castanho-avermelhada ou esverdeada na solucao.

b)  Reacdo de Salkowski

No tubo de extrato etandlico e no tubo contendo extrato hidretandlico, foram
adicionados 3 mL de &cido sulfurico concentrado ao residuo organico e observado se houve o

aparecimento de cor vermelha.

2.5.7.2 Identificacdo y- lactona

a) Reacdo de Kedde

Aos residuos orgéanicos foram adicionados 2,0 mL reativo de Kedde e duas gotas de
hidroxido de potéssio em etanol. Apos cinco minutos, foi observado se houve desenvolvimento

de cor castanho-avermelhado a castanho-violeta, na solugéo.
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b) Reacgdo de Baljet

Em cada tubo dos residuos organicos foram dissolvidos 2,0 mL do reativo de Baljet.
Ao mesmo tubo foram acrescentadas duas gotas de hidroxido de potassio em etanol e observado

se houve aparecimento de coloracédo alaranjada.

2.5.7.3 Identificacdo das desoxioses

a)  Reacdo de Keller-Kiliani

Na preparagdo do reativo foi misturado 6 mL da solugdo de acido acético glacial e 0,2
mL da solucdo de cloreto férrico, foi dissolvido o residuo do tubo em 3 mL do reativo e
transferido cuidadosamente o conteldo desse tubo para outro que continha 3 mL de &cido
sulfarico concentrado sem ter agitado, e foram observados se houve a coloracdo vermelho-

acastanhada na zona de contato e a coloragdo azul-esverdeada na camada acética.

b)  Reacéo de Pessez

Aos residuos organicos foram adicionados 5 mL de xantidrol 0,5 % em metanol, o qual
foi aguecido em 100 °C por trés minutos. Depois de frio, acrescentou 1 mL de acido acético
glacial e uma gota de &cido cloridrico. Apds o procedimento foi observado se houve o

aparecimento da coloracdo vermelha.

2.5.8 Ensaio do radical livre DPPH

Inicialmente, a absorbancia da solucdo de DPPH (2,2’-difenil-1-picril-hidrazi) foi
ajustada para 1,0 por meio de diluicGes com etanol a 50 %, seguidas de medidas de absorbancia
no comprimento de onda de 517 nm, 0 mesmo para todo o teste. Foram distribuidas aliquotas
de 250,0 pL das diluicBes dos extratos e Gleos essenciais em triplicata em microplaca, e as
absorbéancias foram medidas. Essa leitura constituiu o branco nos célculos. Em seguida, foram
acrescidos 100,0 pL da solucdo de DPPH em todos 0s pogos com extrato. Apos 30 minutos de
incubagdo no escuro e a temperatura ambiente, as absorbancias foram novamente medidas. O
controle negativo foi constituido de 250,0 pL de etanol a 50 % e 100,0 pL da solucéo de DPPH,
em triplicata, também incubado nas mesmas condicfes. A atividade antioxidante, apresentada
como concentragéo inibitoria a 50 % (Clso), foi calculada em relagcdo ao controle negativo
(GUILHON-SIMPLICIO et al., 2013).
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2.5.9 Ensaio do radical livre ABTS

Primeiramente, fez-se uma diluigdo a 40% da solu¢do de ABTS (2,2’-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico) recém-preparada, com &gua mili-Q. Aliquotas de 250,0
uL das diluicdes dos extratos foram distribuidas em triplicata em microplaca e as absorbancias
foram medidas no comprimento de onda de 734 nm. Essa leitura constituiu o branco nos
calculos. Em seguida, foram acrescidos 100,0 pL da solucdo de ABTS em todos 0s po¢os com
extrato. Apds 15 minutos de incubacdo no escuro e a temperatura ambiente, as absorbancias
foram novamente medidas. O controle negativo foi constituido de 250,0 pL de etanol a 50 % e
100,0 pL da solucdo de ABTS, também incubado nas mesmas condi¢fes. A atividade
antioxidante foi calculada em relacdo ao controle negativo (GUILHON-SIMPLICIO et al.,
2013).

2.5.10 Teor de fenois totais

Os extratos foram analisados pelo método de Folin-Ciocalteu com pequenas
modificacdes (FOLIN; CIOCALTEU, 1927). Uma aliquota de 10 pL de cada uma das solugdes
das amostras e do padrdo acido galico a 1 mg/mL em etanol foi transferida em triplicata para
uma placa de 96 pogos. Em seguida, foram adicionados 50 pL solugdo de Folin-Ciocalteau
(1:10 em agua destilada), e a placa foi incubada em temperatura ambiente por 8 minutos. Ao
final, foram adicionados 240 pL de carbonato de sodio 0,4 % e a placa foi novamente incubada
por mais 3 minutos. A absorbancia foi medida a 620 nm usando um espectrofotdmetro. A
quantidade de fendis foi expressa em equivalente de &cido gélico por grama de amostra
(GUILHON-SIMPLICIO et al., 2013).

2.5.11 Teor de flavondides totais

Inicialmente, os extratos foram diluidos a 1 mg/mL em etanol, entdo 30 uL dessas
solucdes foram transferidas para uma placa de 96 pogos, em triplicata. A mesma placa foram
transferidos 30 pL de uma solucéo de quercetina a 1mg/mL em etanol 80%, padrdo da analise.
Depois disso foram adicionados 90 pL de etanol 95%, 6 pL de cloreto de aluminio a 10%, 6
uL de acetato de potassio 1M e 168 L de agua destilada em cada poco. A placa foi incubada
por 30 minutos em temperatura ambiente e a absorbancia foi medida a 405 nm em um
espectrofotdmetro. A quantidade de flavondides foi expressa em equivalente de quercetina por
grama de amostra (GUILHON-SIMPLICIO et al., 2013).
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2.5.12 Analise dos dados

No estudo das correlacdes lineares das atividades antioxidantes pelo método de captura
de ABTS e DPPH, foi utilizado o programa Origin 8.0 e calculado o Clso. Os resultados foram
expressos em porcentagens e com o valor do desvio padrdo, para os fendis totais e flavondides

totais.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Rendimento das extracdes de 6leos essenciais

A extracdo do 0leo em triplicatas das folhas frescas e das flores secas e moidas no
periodo chuvoso e seco resultou nos teores descritos nas Tabelas I-5 e I-6. Foi comparado o
rendimento por horario de coleta e por periodo sazonal: chuvoso e seco.

A maior producdo de 6leo da flor da espécie em estudo, conforme a Tabela 1-5 foi no
periodo seco. No Periodo chuvoso foi onde se obteve 0 menor teor de 6leo da flor, com uma

reducdo de 0,73 %, do teor encontrado no periodo seco.

Tabela I-5 — Teor do 6leo da flor de Hyptis dilatata.

Periodo Chuvoso Periodo Seco
Material Teor (%) DP Material Teor (%) DP
Seco (9) Triplicata Seco () Triplicata
310,43 1,40 0,06 411,07 2,13 0

*DP= Desvio Padrdo

A producéo de 0leo da folha de H. dilatata foi maior no periodo seco, como mostra a
Tabela 1-6, destacando-se que ocorreu uma diferenca na parte da tarde, do periodo chuvoso.
Registrou-se um melhor rendimento do 6leo com uma diferenca pequena de 0,02 % em relacao
ao periodo da tarde do periodo seco. As folhas desta espécie adquiriram um maior
desenvolvimento no periodo chuvoso, embora a producéo de dleo tivesse um menor rendimento
comparando-se ao periodo seco.

Estes resultados do rendimento do 6leo da flor e da folha estdo de acordo com os
obtidos por Botrel et al. (2010), que também encontraram o maior teor de 6leo essencial no
periodo do verdo em Hyptis marruboides, pertencente ao mesmo género e familia de H.

dilatata.
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43

Periodo Chuvoso

Periodo Seco

Hora da Material Teor % DP Material Teor % DP
Coleta Verde (9) Triplicata Verde (g)  Triplicata

Manha 270,15 0,12 0,02 575,27 0,37 0,11

Tarde 517,88 0,28 0,03 507,57 0,26 0,12

Noite 632,42 0,24 0,04 763,08 0,31 0,07

3.2 Prospeccao fitoquimica dos extratos

Uma pesquisa qualitativa por grupos de metabolitos secundarios foi realizada nos

extratos hexanico e etandlico das folhas, e extrato hidroetanélico das folhas e flores, coletadas

em diferentes periodos (seco e chuvoso). Todos os testes de prospeccdo fitoquimica foram

repetidos para descartar qualquer tipo de davidas, nos resultados. As analises foram realizadas

com base na metodologia de (MATQOS, 1997).

3.2.1 Testes para cumarinas

Somente o extrato hexanico das folhas, tanto do periodo seco quanto do periodo

chuvoso, foi negativo nesta analise (Figura 1-7 e 1-8).

Figura 1-7 — Periodo Chuvoso: Cumarina - Folha extrato hidroetanolico (A); Folha extrato etanolico (B); Folha

extrato hexano (C).

Fonte: Almeida, S.P. 2017
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Figura 1-8 — Periodo Seco: Cumarina - Folha extrato hexano (A); Folha extrato etandlico (B); Flor extrato
hidroetandlico (C); Folha extrato.

Fonte: Almeida, S.P. 2017

3.2.2 Teste para heterosideo cianogénico

Foi observado que a fita de picrato de sodio fixada ao erlenmeyer, ndo indicou
mudanca de coloracdo, nao apresentando tracos de heterosideos na planta coletada no periodo

seco e chuvoso, conforme testes representados na Figura I-9.

Figura 1-9 — Teste para Heterosideo: Periodo seco (A); Periodo chuvoso (B).

Fonte: Almeida, S.P. 2017

3.2.3 Teste para taninos e fendis

Os resultados mostraram que nos extratos hidroetandlico, etandlico e hexanico das
folhas, do periodo seco e chuvoso, ndo apresentaram precipitado azul escuro (taninos
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hidrossollveis). Todos os extratos, tanto do periodo chuvoso como do periodo seco mostraram
precipitado verde, indicativo de taninos condensados.

A presenca da coloragéo entre vermelho e azul foi registrada, indicando a existéncia
de fendis no extrato hidroetanolico das flores e folhas, e nos extratos hexanico e etanolico das

folhas, coletadas nos periodos seco e chuvoso.

3.2.4 Teste para Antocianinas, antocianidinas, chalconas e auronas

Os resultados dos testes com o extrato hidroetandlico das flores e folhas, com os
respectivos pH 3,0 e 8,5, ndo mostraram a presenca de antocianinas, antocianidinas, chalconas

€ auronas.

3.2.5 Teste para leucoantocianidina, catequinas e flavanonas

Observou-se nos periodos chuvoso e seco a auséncia de leucoantocianidinas no extrato
hidroetandlico da matéria prima das folhas. A presenca da coloracdo parda amarelada,
indicando catequinas presentes nos extratos hexanico, hidroetandlico e etandlicofoi observada
nos extratos das folhas do periodo chuvoso. Na analise dos extratos obtidos no periodo seco,
ndo foi observada a coloracdo amarelada, indicando auséncia de catequinas nestes extratos.

O registro da coloracédo entre vermelho e laranja, com o pH 11, indicou a presenca de
flavanonas nos tubos correspondentes aos periodos seco e chuvoso, do extrato hidroetanélico

das flores e folhas e no extrato etandlico e hexanico das folhas.

3.2.6 Teste para flavandis, flavanonas, flavanonois e xantonas

Apos o término da reacdo foi observado que ndo houve aparecimento da cor vermelha
no periodo chuvoso nos extratos hidroetandlico das folhas, etandlico e hexanico das folhas,
indicando a auséncia destes metabolitos. No periodo seco observou-se a presenca destas
substancias no extrato hidroetandélico das flores e folhas e no extrato etandlico e hexanico das

folhas.

3.2.7 Teste para Saponinas

Houve persisténcia e abundancia de espumas apos intensa agitacdo dos tubos contendo
os extratos etanolico, hexanico e hidroetandlico das folhas e flores coletadas nos periodos

chuvosos e secos, indicando a presenca de saponinas, em todos o0s extratos.
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No teste confirmatdrio observou-se a formacdo de precipitados e espuma intensa,

confirmando a presenca de saponinas (Figura 1-10 e I1-11).

Figura 1-10 — Teste para saponinas no periodo seco com extrato hidroetanolico da flor (A); extrato hexanico da
folha (B); extrato etandlico; (C) extrato hidroetandlico da folha (D).

Fonte: Almeida, S.P. 2017

Figura I-11 — Teste para saponinas no periodo chuvoso com extrato hexanico da folha (A); extrato etanélico da
folha (B).

Fonte: Almeida, S.P. 2017

3.3 Teste para base quaternaria (alcaloide)

Na Tabela I-7 constam os resultados dos testes para a base quaternaria realizados nos
periodos seco e chuvoso, indicando a presenga ou auséncia de alcaloides nos extratos

analisados, utilizando as reacdes de Dragendorff, Mayer e Hager.
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Tabela I-7 — Resultados da base quaternaria (Alcaloide) de Hyptis dilatata

Periodo Seco Periodo Chuvoso

Extratos Reagentes Reagentes

Mayer Hager Dragendoff Mayer Hager Dragendoff

Flores/Hidroetandlico + + + + + +
Folhas/Hidroetanolico - + + - - +
Folha/hexano - - + - - +
Folha/etanol - - + - - +

* (+) presenca da substancia; * (-) auséncia da substancia.

Nos extratos das flores do periodo seco, houve maior formacéo de precipitados do que
nos extratos das folhas, conforme mostra a Figura I-12. Tanto no periodo seco, quanto no
periodo chuvoso, houve resultado positivo para Dragendoff, sugerindo a presenca de alcaléide
nos extratos hidroetandlico das folhas. Observa-se que no periodo seco o extrato da folha
hidroetandlico ocorreu precipitado indicando a presenca de alcaloide na reacdo de Hager,

enquanto no periodo chuvoso ndao houve indicativo de alcaldides, nesta reacéo.

Figura I-12 — Teste Para alcaloides no periodo seco: Reacdo DRG - Dragendoff na flor com extrato hidroetanélico
(A); Reagdo de Mayer na flor do extrato hidroetanolico (B); Reagdo de Hager na flor com extrato
hidroetandlico (C); Reacdo DRG na folha com extrato hidroetandlico (D); Reagéo de Mayer na folha
do extrato hidroetandlico (E); Rea¢do de Hager na folha do extrato hidretandlico (F); Reagdo de
DRG na folha com extrato etandlico (G); Reacdo de Mayer na folha com extrato etandlico (H);
Reacdo de Hager na folha com extrato etanélico (1); Reacdo DRG na folha com extrato hexano (J);
Reacdo de Mayer na folha do extrato hexanico (K); Reacdo de Hager na folha com extrato hexanico

L.
/
4 n | a

No periodo chuvoso, todos os extratos testados nas reagdes de Dragendorff mostraram

a presenca de precipitados, indicando a presenca de alcaldides, ndo havendo indicadores da

presenca desta substancia nas rea¢oes de Mayer e Hager.
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Os resultados desta analise foram positivos, mas em varias espécies de plantas,
auséncia de alcaloides pode ser consequéncia da caracteristica do solo da Regido Amazonica,
que é reconhecido por ser mais pobre em nutrientes do que solos de outras regides do Brasil.
Muitos trabalhos ja demonstraram que ha uma relacdo negativa entre a producéo de alcaloides
e pouca disponibilidade de nitrogénio e até mesmo de fésforo e potéassio (GUILHON-
SIMPLICIO, 2009). Com essas caracteristicas a producdo de compostos fendlicos parece ser
aumentada em espécies oriundas desses tipos de solos e menores quantidades dessas
substancias sdo produzidas em solos com abundancia de nitrogénio (GOBBO-NETO; LOPES,
2007).

34  Glicosideos cardioativos, esteroides e triterpenos

3.4.1 ldentificacdo do nucleo lipidico

Na reacdo de Libermann-Burchard confirmou-se a presenca de esterdides e triterpenos
nos extratos hidroetandlicos das folhas e flores dos periodos seco e chuvoso e nos extratos
hexanico e etandlico das folhas, também nos dois periodos.

Na reacdo de Salkowsky houve a formacédo da cor vermelha, indicando presenca de
esterdides nos extratos hidroetandlicos das flores e folhas e nos extratos hexanico e etanélico

das folhas, dos periodos seco e chuvoso.

3.4.2 Identificagdo de y-lactona

Na reacdo de Kedde observou-se a coloracdo vermelho-violeta no extrato
hidroetandlico das folhas e flores e no extrato etandlico do periodo chuvoso. A auséncia dessa
cor no extrato hexanico das folhas, no periodo chuvoso indica que ndo ha presenca do
grupamento y-lactona, tipico de heterosideos cardioativos. No periodo seco o resultado foi
negativo para todos os extratos, tanto da flor quanto da folha.

Na reacgdo de Baljet ndo houve o aparecimento da cor laranja, em nenhum dos extratos

das folhas e flores dos periodos chuvosos e secos, demonstrando resultado negativo.

3.4.3 Identificagdo de desoxioses

Os resultados foram positivos na reacao de Keller-Kiliani no periodo chuvoso e no

periodo seco, no extrato hidroetandlico das folhas e flores e nos extratos etandlico e hexanico
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das folhas. Durante a reacdo houve o aparecimento da cor vermelha acastanhada na zona de
contato e coloracdo azul-esverdeada na camada acética.
Na reacdo de Pesez, os resultados foram negativos, pois ndo houve a formagéo da cor
vermelha nas reacGes de todos 0s extratos, tanto do periodo chuvoso como do periodo seco.
Os resultados de diversos testes de prospeccdo fitoquimica realizados em periodo
sazonal (seco e chuvoso), no extrato hidroetanolico das flores e folhas, e nos extratos hexanico

e etanolico das folhas, constam da Tabela I-8.

Tabela 1-8 — Teste de investigacdo para varios componentes quimicos das folhas e flores de Hyptis dilatata,
coletadas no periodo chuvoso e seco.

Periodo Chuvoso Periodo Seco
Extratos
(@] (@] o o
L L L L
. (@} o (@} o
Constituintes = < 2 S = 2 S S
o o Ne) < o o Ne) c
s = c «Q jut st c «S
=) ] 8 > =] =) 8 >
L L LLI L L L LLI L
Flores | Folhas | Folhas | Folhas | Flores | Folhas | Folhas | Folhas

Cumarinas + + + - + + + -

Heterosideos
Cianogénicos

Taninos

HidrosolUveis

Taninos Condensados + + + + + + + +
Fenbis + + + + + + + +

Antocianinas,
Chalconas e Auronas

Leucoantocianidina - - - - - - .

Catequinas + + + + - - - -
Flavonas - - - - + + + +
Flavanois,

Flavanona,ls_, ) ) ) ) + + + +
Flavanonois,

Xantonas

Saponinas + + + + + + + +
Confirmagéo de + + + + + + + +

Saponinas
* (+) presenca da substancia; * (-) auséncia da substancia.
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As diferencas dos componentes quimicos presentes entre o periodo chuvoso e seco,
observadas na Tabela 8, refere-se aos flavanois, flavanona, flavanondis e xantonas que estdo
ausentes nos extratos do periodo chuvoso e presentes nos extratos do periodo seco. As
catequinas estdo presentes sO nos extratos do periodo chuvoso e ausentes nos extratos do
periodo seco.

A prospeccéo fitogquimica tem grande importancia para o conhecimento preliminar da
constituicdo quimica de uma espécie em estudo. No entanto, trata-se de uma analise qualitativa
de pouca sensibilidade, em que a presenca de compostos em concentragdes menores pode
acabar sendo mascarada (GUILHON-SIMPLICIO, 2009). Portanto, ndo € prudente afirmar que
0s compostos ndo detectados nestas analises ndo estdo presentes na especie, mas é possivel
concluir que os que foram detectados sdo majoritarios.

Os flavonoides constituem-se em um grande grupo de pigmentos vegetais, que serve
para protecdo das plantas de infec¢des bacterianas e fungicas (ARANTES et al., 2005). De
acordo com Silva et al. (2009), os compostos fendlicos podem apresentar atividade
antibacteriana. Entretanto, a triagem fitoquimica da espécie H. dilatata mostrou a presenca
significativa de terpenos, em vérias espécies do género Hyptis, como também dos flavondides.
A presenca destes terpenos, bem como dos alcalides, é de extrema importancia nesta pesquisa,
pois permite constatar a presenca de metabdlitos secundarios. Estes podem estar relacionados
com a atividade antibacteriana, fungicida e a atividade inseticida. Desta forma, favorece a acdo

sinergética frente aos resultados de inibicdo dos testes, que foram e que serdo realizados.

35 Atividade oxidante: DPPH E ABTS

As atividades oxidantes realizadas em 0leos essenciais e extratos das folhas e flores de
H. dilatata, coletadas no periodo seco e chuvoso, somente tiveram atividades os extratos
hexanico e etandlicos das folhas coletadas no periodo seco e o extrato hexanico da folha
coletada no periodo chuvoso, e das flores somente o extrato hexanico extraido da flor coletada
no periodo seco.

Conforme mostram as Figuras 1-13 e 1-14, a maior porcentagem de inibi¢do tanto com
0 método DPPH e ABTS, respectivamente, ocorreu com o extrato da flor coletada no periodo
seco. Quanto a folha a maior atividade de inibi¢ao nos dois métodos foi mostrada com o extrato
hexanico, da folha coletada no periodo chuvoso. O padréo utilizado foi o0 cido galico tanto para
o DPPH, quanto para o ABTS, que obtiveram os seguintes Clso respectivamente (2,8 pg/mL e
2,1 pg/mL).
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Portanto, nos extratos que houve inibicdo para atividade antioxidante, possivelmente
possuem substancias capazes de reagir com o radical livre DPPH e transforma-lo em 2,2-
difenil-1-picril hidrazina. De acordo com o trabalho realizado por Tafurt-Garcia et al. (2015),
em Arauca na Colémbia com a espécie H. dilatata, as atividades oxidantes, testadas nos extratos
com esta espécie, possivelmente estavam relacionadas as substncias quimicas
sequiterpendides ou do grupo diterpenos presentes nas amostras. Estes fatores entram em
conformidade com os resultados obtidos na espécie H. dilatata coletada na Serra do Tepequém,
no estado de Roraima, devido a caracterizacdo quimica desta planta com 6leos essenciais, como
mostra a analise cromatografica nos capitulos Il e I11. Os constituintes tanto da folha como na
flor, a sua maioria sdo constituido de monoterpenos e sequiterpenos, podendo ser uma das

explicacOes da causa das inibi¢Ges antioxidantes desta espécie.
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Figura 1-13 — Atividade do ensaio do radical livre DPPH, dos extratos hexanicos e etandlico das folhas e flores
de Hyptis dilatata: A - *FHC - Extrato hexanico da folha do periodo chuvoso; B - FEC - Extrato
etanolico da folha do periodo chuvoso; C -FLHC — Extrato hexanico da flor do periodo chuvoso; D
- FHS — Extrato hexanico da folha do periodo seco; E - Padrdo — Acido Galico.
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Figura I-14 — Atividade do ensaio do radical livre ABTS, dos extratos hexanicos e etandlicodas folhas e flores de
Hyptis dilatata: A - *FHC - Extrato hexanico da folha do periodo chuvoso; B - FEC - Extrato
etanélico da folha do periodo chuvoso; C - FLHC — Extrato hexanico da flor do periodo chuvoso; D
- FHS — Extrato hexanico da folha do periodo seco; E - Padrdo - Acido Galico.
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Na Tabela I-9 os dados mostram que somente o extrato hexanico da flor coletada no
periodo seco, mostrou atividade oxidante, enquanto na folha houve potencialidade tanto no

extrato hexanico quanto no extrato etanolico. Conforme os resultados apresentados,
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estatisticamente os valores dos diferentes antioxidantes nas amostras que tiveram inibigcdo, ndo
houve muita diferencga.

Segundo Sousa et al. (2007), quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra
testada, menor sera sua Clso e maior sera a atividade antioxidante.

Inibicdo de extratos vegetais superior a 70 % s&o levados em consideracdo, que sua
atividade antioxidante é elevada. Valores de 50 a 70 % de inibi¢cdo sdo consideradas como
moderada a sua atividade e os valores inferiores a esta porcentagem séo considerados de baixa
atividade antioxidante (MELO et al., 2006).

Tabela 1-9 — Porcentagens e concentragdes inibitorias dos ensaios de atividades antioxidantes frente ao radical

DPPH e ABTS.
DPPH Clso ABTS
Amostras L L Clso pg/Ml
Inibicdo % pg/mL Inibicdo %
FHC 80,44 + 0,07 32+1381 90,96 + 0,36 2133+1,52
FEC 75,24 +0,23 74 +1 82,3+0,74 41,3+ 0,43
FIHC 81,93+0,16 21,85+1,20 92,0+0,91 24,9 +0,85
FHS 79,89 +0,21 59,7 + 4,07 83,83+2,18 32,03 +0,92

*FHC- Extrato hexanico da folha do periodo chuvoso; FEC — Extrato etanélico da folha do periodo chuvoso;
FLHC — Extrato hexanico da flor do periodo chuvoso; FHS — Extrato hexanico da folha do periodo seco.

A Tabela I-10 mostra a porcentagem de flavondides e fenois encontrada nas amostras
dos extratos das folhas e flores de H. dilatata. Observa-se que ndo houve porcentagem de
flavondides, no extrato hexanico da flor coletada no periodo chuvoso. Na flor do extrato
etandlico, coletada no periodo chuvoso e no extrato hexanico da folha coletada no periodo seco,
nao houve porcentagem para o ensaio de fenois totais. Nos ensaios de flavonoides, o padrdo

utilizado foi a Quercetina e nos ensaios de fendis o Acido Gélico.
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Tabela I-10 — Teores de flavondides e Fendis totais nos extratos das folhas e flores de Hyptis dilatata.

Amostras Flavonoides (%) Quercetina ug/mL  Fenois (%)  Acido Galico pug/mL

FHC 5,44 £ 0,13 23,84 0,70 20,45+0,78 138,15 + 5,45
FEC 34,77 +0,84 181,97 £ 4,53 15,23 +0,14 101,90 + 0,98
FIHC - - 16,36 £ 0,79 109,72 + 5,49
FIEC 8,22 +0,23 38,79+ 1,26 - -
FHS 4,85+0,47 20,65 + 2,55 17,84 +£ 0,43 120,15 + 3,00
FES 10,84 + 0,59 52,91+ 3,22 - -

*FHC- Extrato hexanico da folha do periodo chuvoso; FEC - Extrato etanélico da folha do periodo chuvoso;
FLHC — Extrato hexanico da flor do periodo chuvoso; FLEC — Extrato etanélico da flor do periodo chuvoso;
FHS — Extrato hexanico da folha do periodo seco; FES —Extrato etandlico da folha do periodo seco.

Observou-se que a maior quantidade de flavonoide foi encontrada com os extratos
etandlicos, enquanto nos fendis totais, os maiores teores foram com os extratos hexanicos.
Conforme Sobrinho et al. (2009), os teores destes metabolitos, pode variar de acordo com a
época da coleta, devido a diferentes causas provocadas pela sazonalidade, temperatura, umidade
e a luminosidade, dentre outros fatores.

Os compostos fendlicos possuem habilidade de sequestrar radicais livres que se tornam
prejudiciais a saude do ser humano, portanto, o interesse pela busca de novos conhecimentos
por estes compostos tem aumentado (ALVES et al., 2007; NEVES et al., 2009).

Nos periodos que se observaram os teores baixos de flavonoide, possivelmente esta
relacionado com o horéario da coleta e pela época do ano, quando a temperatura e a umidade
estdo altas, podendo ser um fator indicativo se referindo a uma menor producdo dessa
substancia pela planta (NASCIMENTO et al., 2011). Segundo Nascimento et al. (2011), na sua
pesquisa com a espécie Bauhinia variegata L. utilizando extratos de folhas em diferentes épocas
do ano o0 més de junho, més que apresentou menor temperatura e umidade e 0 més de dezembro
com maior temperatura e umidade apresentaram menores teores de flavondides. Desta forma
pode se explicar a variacdo de teores de flavonoides totais e fenois totais, encontrados neste

estudo com a espécie H. dilatata, em estacdes climéticas diferentes.
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4 CONCLUSOES

Considerando a pontecialidade dos extratos das folhas e flores coletadas em periodos

climaticos diferentes, seco e chuvoso, pode - se concluir que:

O maior rendimento do 6leo essencial tanto nas folhas, quanto nas flores da espécie H.
dilatata, ocorreu no periodo seco. Este resultado pode ser decorrente da variacdo das
concentracdes de constituintes quimicos, encontrados na planta, os quais podem atuar
na defesa contra predadores ou mesmo como prote¢do da propria planta.

O planejamento experimental com extratos hexanico, etandlico e hidroetandlico das
folhas e flores da espécie H. dilatata monstrou o perfil fitoquimico da planta tanto no
periodo climatio seco, quanto no periodo chuvoso.

Registrou-se nas folhas e flores a presenca dos constituintes quimicos: cumarina, taninos
condensados, fendis e saponinas, com 0s extratos hexanico, etandlico e hidroetandlico,
nos periodos seco e chuvoso, sendo que ndo houve presenca de cumarina com 0S
extratos hexanico nas folhas, em nenhum periodo climatico.

Quanto a atividade antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS, a inibi¢éo foi registrada
no extrato hexanico, extraido da flor coletada no periodo chuvoso. Considerando as
folhas, a maior inibicdo com os dois métodos antioxidante ocorreu com o extrato
hexanico, coletado no periodo chuvoso.

Os estudos das propriedades fitoquimicas realizadas neste trabalho, mostraram
resultados que evidenciaram o potencial fitoquimico, identificando os metabdlitos
presentes na planta, mostrando-se eficazes para atividade antioxidante, contribuindo

deste modo para explicacdes das atividades bioldgicas.
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Abstract

The content and chemical composition of the essential oil may vary in certain species according to the
climatic period. The aim of this study was to evaluate the influence of seasonality on the chemical composition of
the essential oil from Hyptis dilatata flowers, to perform biological activities such as antimicrobial, inhibition of
acetylcholinesterase enzyme and to evaluate the toxicity of the essential oil using for the test as indicator Artemia
salina. H. dilatata flowers were collected in rainy and dry periods and extracted by hydrodistillation using extractor
of Clevenger condenser double Spell model. Analysis of essential oil resulted in 22 chemical components. The
major constituents for dry and rainy periods were a-pinene (26.2%, 10.9%), 3-Carene (12.2%, 3.7%), fenchone
(17%, 14.8%) and B-cariophyllene (16.36%, 30.9%), respectively. The essential oil in vitro inhibited the
acetylcholinesterase enzyme in 93.4% (rainy period) and 92.4% (dry period). Between the dry and rainy periods,
the best LCso in microbial activity invitro was obtained in the rainy period tested in Staphylococcus aureus
bacterium (LCso 49.8 mg mL™Y). The cytotoxic activity of Artemia salina in H. dilatata essential oil proved LCso
results below of 100 pg mL™2. Therefore, the chemical characterization and testing of biological activities of
essential oils showed promising results in the search for new active substances and development of bioproducts of

vegetable origin.

Keywords: H. dilatata, a-pinene, fenchone, B-cariofilene, 3-carene.
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1 INTRODUCTION

The genus Hyptis belongs to Lamiaceae family, consisting of approximately 580 species, many
of them with great ethnopharmacological importance. They are distributed mainly in tropical
America, southern United States, Caribe and Argentina. In Brazil, it is mainly found in Minas
Gerais, Bahia, Goias and Amazonas states (Lima, 2010). In this family of plants is common the
use of essential oil by the population in folk medicine as coding and remedy and they have been
used as antioxidant, anti-inflammatory, antihypertensive, antitumoral, gastroprotective,
insecticide, antibacterial, antifungal and antiherpetic (Barros et al., 2010; Hussain et al., 2011).
Some biological activities have been associated to the content of phenolic compounds, present
in the plant (Zgorka and Glowniak, 2001; Valant-Vetschera et al., 2003). In addition, owing to
the diversity of volatile constituents found in essential oils of various species of the Lamiaceae
family, these essential oils have aroused the interest of the perfume, cosmetics, food and
pharmaceutical industries (Fernandez-Alonso and Rivera-Diaz, 2002). Species of genus Hyptis
are mostly aromatic with great economic potential, due to its essential oil and presents important
pharmacological action, such as anesthetic, anti-inflammatory (Botrel et al., 2010). Defense
mechanisms of plants can vary in distinct environmental conditions, leading, consequently, to
the production of different secondary metabolites. Factors such as cultivation conditions, soil
type and parts of the plant analyzed, may influence the content and chemical composition of
essential oils (Botrel et al., 2010). Botrel et al. (2009) studied the chemical composition and
content of the essential oils of H. marrubioides Epling flowers of two genotypes, white and
purple. In this research, they identified that the content of some of the major principal
compounds of the white genotype, such as B-caryophyllene, y-muurolene and caryophyllene
oxide, was higher compared to the purple genotype, and also observed that the essential oil
content was highest in the inflorescence of the white genotype. Researchers like Santos et al.
(2008) studied the essential oils of H. pectinata leaves and identified calamusenona as the major
compound, which possess antimicrobial activity. Niero and Malheiros (2009) studied the
essential oils of H. suaveolens leaves and identified the antimicrobial compound sabinene as
major constituent (antimicrobial activity) while from H. crenata,a-pinene was the majoritary
one (antioxidant activity).Urones et al. (1998), isolated, from a Hyptis dilatata species collected
in Veraguas (Panama), the well known compourds carnosol, rosmanol and methyl-rosmanol.
Tafurt-Garcia et al. (2014) studying the flowers of Hyptis dilatata from Arauca (Colombia)
identifieldd-3-carene, camphor, bornyl acetate, E-caryophyllene and palustrol as the principal

constituents. According to Lang and Buchbauer (2012), the 5-3-carene, camphor and bornyl
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acetate compounds have antimicrobial activity and (Lang and Buchbauer, 2012; Misharina et
al., 2009), a-humuulene, caryophyllene and fenchone have antimicrobial and antioxidant
activities. H. dilatata species is a perennial sub-bush known as field mint, in Tepequem saw,
where it was collected in the municipality of Amajari, Roraima state, brazilian Amazon
rainforest. This species is usually used by the population for medicinal purposes, such as
intestinal problems, influenza, and as insecticide. The aim of this work was to evaluate
concentration of the chemical compounds present in the essential oil of H. dilatata flowers in
two seasonal periods and to realize the biological tests for antimicrobial activity, fungicide,
activity with acetylcholinesterase enzyme, as well as the cytotoxic activity using Artemia salina

with essential oils.

2 MATERIAL AND METHODS

Plant material and essential oil extraction

The flowers of H. dilatata were collected during the dry period (January to March)
and in the rainy period (June to August) in 2015 in Paiva village at 634 m (meters above sea
level), in Tepequem saw (RR 203), municipality of Amajari in Roraima state, Brazil. A voucher
specimen was deposited in the INPA herbarium with registration number 263670 and another
voucher specimen was deposited in the integrated museum of Roraima state (MIR 12754). The
essential oil was extracted by hydrodistillation method, drag the water vapor for 2 hours using
extractor of Clevenger condenser double Spell model. The percentage of essential oil collected
in the dry and rainy periods was measured in triplicate. The essential oil was placed in amber

flask, weighed, and stored under nitrogen in a freezer until further analysis (Castro, 2006).

2.1 GC-FID analysis

The composition of the chemical constituents present in the essential oils was
determined by gas chromatography after preparation of the methyl esters. The analyses were
performed on a Gas Chromatograph HP7820A (Agilent). Column: HP5 30 m x 0.32 mm x 0.25
pum (Agilent). Temperature: Column: 50 °C (0 min), 0 °C min, up to 230 °C. Injector: 250 °C
Split (1:30). Detector FID: 250 °C. Vector gas: Hz at 3.0 mL min*. Injection volume: 1 pL.
Data acquisition software: EZChrom Elite Compact (Agilent). Samples diluted at 1 % in

chloroform.
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2.2 GC-MS analysis

Identification of the chemical constituents was performed on GCMS-QP2010 ULTRA
(Shimadzu) apparatus. Column: Rxi-1MS 30 m x 0.25mm x 0.25 pum (Restek). Temperature
Column: 50 °C (3 min), 3 °C min, up to 230 °C. Injector: 250 °C Split (1:10). Interface CG-
MS a 250 °C. Detector MS (electronic Impact at 70 eV) up to 250 °C. Vector gas: He at 2.0 mL
min. Injection volume: 1 uL. Samples diluted at 1 % in chloroform. Data acquisition software:
GCMS Solution (Shimadzu). Spectral library: NIST11.

2.3  Acetylcholinesterase (AChE) inhibition assay

Quantitative evaluation of acetylcholinesterase (AChE) inhibition activity was
performed according to the methodology of Ellman (1961), modified by Rhee et al. (2001).
This bioassay was performed on microplates of 96 wells. Eserine and galantamine (10 mg mL-
1) were used as positive controls while the negative control was performed without inhibitor. In
each well were added 25 pL of acetylcholine iodide (15 mM); 125 uL of 5.5'-dithiobis (2-nitro
benzoic acid) (DTNB); 50 uL of tris-HCIpH8 0.1 % wi/v buffer of bovine serum albumin and
25 pL of extract (10 mg mL™*) solubilized in Tween/DMSO (30:70). The tests were performed
in triplicate. The plates were read nine times at 405 nm over a period of 10 minutes. Immediately
after the first reading, 25 pL of acetylcholinesterase enzyme (Electrophorus electricus, Sigma
Aldrich) (0.222 U mL™) was added and nine readings were performed over a period of 10
minutes at 405 nm. The interference of spontaneous hydrolysis of the substrate was corrected
from the subtraction of the average of the absorbance measured before the addition of the
enzyme. The percentage inhibition of the enzyme was calculated from the following

mathematical formula:

% inhibition = [(C- A) x 100]
C

Where: C = control containing enzyme and substrate; A = assay containing the extract,
enzyme and substrate.

24  Toxicity on Artemia salina

The toxicity on A. salina was carried out through the methodology adapted from Mayer
et al. (1982). Artificial saline solution (40 g of coarse salt in 1 L of distilled water) was added
in an aquarium that was used as an incubator. The pH of this solution was adjusted between 8

and 9 with sodium carbonate (Na2COs at 10 %). The incubator was divided into two
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environments: an uncovered environment was artificially illuminated with a fluorescent lamp
with aeration and the other environment was placed, approximately 100 mg of A. salina eggs,
and covered with aluminum foil so that organisms at born remained isolated due to the
difference in illumination, during an incubation period of 48 hours. After hatching, the A. saline
eggs were added in each test tube, 10 nauplii, containing serial concentrations (1000; 500; 250;
125; 62.5; 31.25 and 15.62 uL. mL?). After a period of 24 hours, the number of live and dead
nauplii in each test tube was counted, using macroscopic visualization. The tests were done, in
triplicate, for each concentration. As a positive control, DMSO and also saline water were used

without the essential oil. The probability of mortality was calculated using the Abbot formula.

Amount of dead organisms
M (%) = X 100
Total number of organisms in the tube

A calibration curve was used to obtain the LCso was the toxicity assessment test. Low
toxicity was considered when the LCso is greater than 500 pg mL-; moderate when the LCso
was between 100 and 500 pg mL-* and very toxic when the LCso was less than 100 pg mL*
(Amarante, 2010).

25 Antibacterial and yeast assay

The microorganisms used in the tests were two Gram-negative bacteria: Salmonella
typhimurium (ATCC 13311) and Citrobacter freundii (ATCCB8090), two gram-positive bacteria:
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and Bacillus cereus (ATCC 11778) and a fungus (yeast) Candida
albicans (ATCC 18804). The concentrations of essential oils in the tests were: 250, 125, 62.5, 31.25,
15.6, 7.8, 3.9 and 1.95 ug mL* (Zacchino and Gupta, 2007). The samples were weighed, dissolved in
DMSO (500 mg mL?) and added to BHI broth (Brain Heart Infusion) for bacteria and Sabouraud for
yeasts to produce a solution with final concentration of 20 mg mL. A pre-inoculum was prepared in
which the bacteria and yeast were transferred with a platinum ring to test tubes containing 3 mL of BHI
broth. The tubes were incubated at 37 °C for 24 h. The pre-inoculum (500 pL) was transferred to tubes
containing 4.5 mL of distilled water. The tubes were homogenized and the concentration adjusted to 0.5
McFarland turbidity standard (108 UFC mL), thus obtaining the inocula used in the bioassays. The tests
were performed on 96 microwell plates, in duplicate. Two controls were performed, one to monitor the
growth of the microorganism, in which there was no addition of the working solution (to verify cell

viability) and another one, in which the microbial inoculum was not added (in order to eliminate the
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effect of extracts color of the working solution). A control plate containing 100 puL of BHI culture
medium and 100 pL of sterile distilled water was added to the experiment to control the sterility of BHI
culture medium. Another control was prepared, containing the standard antibiotics: ampicillin
(antibacterial), miconazole and nystatin (antifungals) to observe the activity of these antibiotics on the
microorganisms. The microplates were incubated in an oven at 37 °C and after 24 hours the Elisa plates

(492 nm) were read. The results were calculated as percent inhibition using the formula:

% Inhibition = 100 — AC1 — AC2 x 100AH - AM

AC1 = absorbance of the sample; AC2 = absorbance of control sample; AH =
absorbance in the control of microorganism and AM = absorbance of the control of the culture
medium.

3 RESULTS AND DISCUSSION

Analyses of GC-FID for quantification and GC-MS for identification of the essential oil

components of H. dilatata flowers showed the presence of 22 constituents (Table I1-1).
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Table 11-1 — Chemical constituents in the essential oils of H. dilatata flower

Peak *KI *RT *FDP *FRP
i Compounds
min % %
1 973 3.75 26.2 10.9 a-pinene
2 980 4.03 15 0.7 Camphene
3 993 4.53 0.2 0.0 Sabinene
4 996 4.65 2.6 15 B-pinene
5 1008 5.07 04 0.2 Myrcene
6 1015 5.37 0.3 0.2 a-felandrene
7 1019 5.52 12.2 3.7 3-carene
8 1024 5.70 0.3 0.2 a-terpinene
9 1031 5.94 0.4 0.2 p-cymene
10 1033 6.04 24 0.7 Limonene
11 1058 6.96 0.4 0.3 g-terpinene
12 1083 7.90 17.0 14.8 Fenchone
13 1110 8.95 0.3 0.2 Menthenol
14 1133 9.80 2.0 24 Camphor
15 1170 11.20 0.8 0.9 Fenchol
16 1190 11.96 0.6 0.4 terpinen-4-ol
17 1212 12.77 14 2.2 a-terpineol
18 1413 20.39  16.3 30.9 B-caryophyllene
19 1432 21.10 1.2 1.9 Aromadendrene
20 1447 21.66 1.2 2.2 Humulene
21 1491 23.31 0.7 1.2 D-germacrene
22 1574 26.47 0.7 1.1 Caryophyllene oxide
10.9 23.2 Others
89.1 76.8 Identified
100.0 100.0 Total

* FDP — Essential oil from dry period; FRP - * Essential oil from rainy period; * KI = Kovats index calculated by
GC using an n-alkane series under the same conditions as for samples; * TR = Retention Time.

The main compounds and their respective concentrations in the essential oil of dried flowers

harvested during the dry period (DP) and rainy period (RP) were a-pinene (26.2 %), fenchone (17 %),
B-caryophyllene (16.3 %), 3-carene (12.2 %) for DP and a-pinene (10.9 %), 3-Carene (3.7 %), fenchone

(14.8 %), pB-caryophyllene (30.9 %) for RP (Figure 11-1).

Figure 11-1 — Chemical structures of the major constituents of the essential oils of H. dilatata flowers
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Figures 11-2 (A and B) shows the chromatographic profile for H. dilatata essential oil.
Twenty-two components corresponding to 89.1 % and 76.8 % of essential oil composition of
the flower collected in the dry and rainy period, respectively, were identified. Four major
compounds gave 71.7 % of the essential oil collected in the dry period and 60.3 % of the
essential oil collected in the rainy period.

The chemical composition of the essential oils of H. dilatata was mainly constituted
by monoterpenes, being fenchone, a bicyclic monoterpene compatible with literature data for
volatile constituents of species of genus Hyptis (Martins et al., 2006). The values of a-pinene
(0.07 %) in the flowers of this species collected in Colombia (Tafurt-Garcia et al., 2014) were
much lower than those collected in the Tepequem saw in Roraima state, Brazil, according to
Table 1. In the work of Melo, (2013), the 3-carene (9.5 %) and camphor (16 %) levels were
above of the levels found in the present work results of our research 3-carene (3.7 %) and
camphor (2.4 %) respectives, but lower than the concentration of 3-carene (12.2 %) obtained
from Hyptis essential oil collected in dry period in this work. Brant et al. (2008) reports that in
different environments there are differences in chemical composition of plant species due to
different efficiencies in the production of active principles. They also emphasizes that the
periods where there is greater production of oil usually do not match the largest production of
chemical constituents.

In this research, the content of monoterpenes in essential oil of Hyptis flower
presented in the dry and rainy periods were 69 % and 39.5 %, respectively. According to Passos
et al. (2009) monoterpenes, present in volatile oils have potential activities on the GABAergic
neurotransmitters (gamma-aminobutyric acid), which are a good tool for the development of

anxiolytic and anticonvulsant drugs.
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Figure 11-2 — Chromatogram of the essential oil from H. dilatata flowers, harvested in the rainy period (A) and dry period (B)
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The essential oils of H. dilatata showed high inhibition of acetylcholinesterase

enzyme in the rainy (93.4 %) and dry (92.4 %) periods when compared with the standard
drug used eserine (91.72 %) and galatamine (94.36 %) inhibitions. Extracts above 50 %
enzyme inhibition are indicated for isolation as potentially inhibitory substances of the
enzyme; extracts ranging from 30-50 % are considered moderate inhibitors and below 30
% are weak inhibitors (Trevisan and Macedo, 2003; Vinutha, 2007). Inhibition of the
acetylcholinesterase enzyme has demonstrated efficiency in the clinical treatment of
Alzheimer's disease, which is associated with deficits of various brain neurotransmitters,
such as acetylcholine, noradrenaline and serotonine. Symptomatic treatment of the
disease primarily involves restoration of cholinergic function. It is suggested, therefore,
that an increase in the level of acetylcholine could be useful to improve patients health
(Trevisan and Macedo, 2003; Vinutha, 2007). Monoterpenes and sesquiterpenes, such as
elemol, linalool and a-pinene have been reported to inhibit acetylcholinesterase enzyme
(Miyazama et al., 1998; Perry et al., 2000). In the study by Miyazama and Yamafugi
(2005), some bicyclic monoterpenes such as a-pinene and 3-carene showed inhibitory
effect on acetylcholinesterase. The results obtained for essential oil of H. dilatata flowers,
in the present work, show that this oil is a potent acetylcholinesterase inhibition.

In the toxicity assay on A. salina, the samples were tested at concentrations of
1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.2 and 15.6 ug mL-. Survivors larval were counted after 24
hours. The found for mortality percentages FRP (LCs0=5.25) and FDP (LCs0=6.91) are
shown in, Figure I1-3.
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Figure 11-3 — Curve of essential oil activity of Hyptis dilatata essential oil against Artemia salina. A -
Essential oil obtained in rainy period; B -Essential oil obtained in dry period
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According to the percentage of dead nauplii, in the lethality assay against A. salina,

samples can be considered toxic when LCso< 100 ug mL! (Amarante, 2010). In this assay, the

control with DMSO (solvent) did not influence the results, because no larvae died in the presence

of this solvent, in the same way as the control performed with salt water.

In the antimicrobial activity assay, essential oil of the H. dilatata flowers collected in both

rainy and dry periods, were active against the pathogenic microorganisms. The controls used in

the yeast test, showed LCso of 7.73 ug mL! and the miconazole with LCs0<1.95 pg mL!. The

essential oil of the flowers collected in the dry period showed, greater effectiveness in relation to

the inhibition of this microorganism by the essential oil harvested in the dry period, in the

concentrations of 250 and 125 pg mL-!, with respective inhibitions of 51.9 % and 59.7 % as
shown in Tables II-2 and II-3.
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It was observed that inhibited more than greater 50% at concentrations of 250 and 125
pug mL! both essential oils of all bacteria (Table II-2). These results are very important and suggest
future studies in vivo, which will contribute to a better knowledge of the potential of this species
for producing bioproducts of medicinal interest.

Table I1I-2 and II-3 presents the percentage of bacterial and yeast inhibition by essential

oils of H. dilatata harvested in the rainy and dry period.

Table 11-2 — Antimicrobial activity of the flower essential oil of H. dilatata harvested in the rainy period

% inhibition of growth (ug mL™)

Microorganisms 250 125 62.5 31.25 15.62 7.81 390 195
C. albicans 43.3 45.7 41.3 20.5 10.1 17.7 6.1 23.4
B. cereus 75.4 50.2 49.3 33.8 24.2 17.4 189 121
S. aureus 52.6 61.2 54.1 41.6 41.7 29.2 314 1538
S. typhimurium 75.0 61.2 70.1 76.6 76.5 76.3 841 741
C. freundii 62.6 47.0 30.0 11.6 6.4 17.1 11.0 174

Table 11-3 — Antimicrobial activity of the flower essential oil of H. dilatata harvested in the dry period

% inhibition of growth (ug mL™)

Microorganisms 250 125 62.5 31.25 15.62 7.81 3.90 1.95
C. albicans 51.9 59.7 38.9 42.9 26.4 24.7 26.5 37.1
B. cereus 62.1 55.2 31.9 39.9 13.4 12.7 15.0 13.0
S. aureus 71.8 61.3 53.1 39.9 46.7 30.9 40.2 27.6
S. typhimurium 75.9 61.2 62.0 70.6 78.7 80.6 81.3 66.5
C. freundii 88.2 56.5 3.7 23.3 45.8 39.4 35.3 275

The LCso values of the essential oils were calculated using software origin 8.0 (Figure 11-
4). The control used in the bacterial assays was ampicillin that showed a LCso value < 1.95 pg
mL-!. Although the inhibition of S. aureus bacterium was higher when the oil was collected during
the dry period, the values of 250 ug mL!, the of LCsy were better for the essential oil collected in
the rainy period with LCso = 49.8 ug mL"!' while, when harvested in the dry period furnished a
LCso=121.1 pg mL-".
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Figure 11-4 — Curve of LCs for essential oil of H. dilatata: Rainy Period: A - Staphylococcus aureus; B -
Bacillus cereus; C - Citrobacter freundii. Dry period: D - Staphylococcus aureus; E - Bacillus

cereus; F - Candida albicans
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According to Alvarez et al. (2015), a H. dilatata species, collected in San Jose

Del Graviane (Colombia), presented monoterpenoid hydrocarbons represented by 2-p-
pinene (12.29 %), camphor (5.67 %) and 1-B-pinene (4.21 %) and between

sesquiterpenoids, aromadendrene (6.48 %) the main components. However, working with

complex extracts, it is not possible to attribute the antimicrobial effects to a single
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component, since the major components can make a significant contribution to the

biological activity. In this research, some of the chemical constituents of essential oil of
H. dilatata collected in Tepequem saw, Amajari, Roraima, Brazil, in the dry and rainy
periods were the same than those detected by Alvarez et al. (2015), but with different
concentrations, such as pB-pinene (2.6 %, 1.5 %), camphor (2.0 %, 2.4 %) and
aromadendrene (1.2 %, 1.9 %). On the other side, there are some differences in the
percentages of some major constituents such as a-pinene, 3-carene, fenchone and -

caryophillene.

4 CONCLUSION

There were observed differences on the components of the essential oil of H. dilatata
flowers, harvested in rainy and dry periods, as well as in the biological activities towards
aceticolinesterase enzyme, bacteria and yeast inhibitions in addition, the bioassays results showed
that the species under study has potential to be used in the development of alternative medicine

for treatment of neurodegenerative diseases and against pathogenic microorganisms.
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CAPIULO Il - COMPOSICAO QUIMICA DE Hyptis dilatata BENTH, TOXICIDADE

PARA Artemia salina E O PONTENCIAL INIBITORIO NAS ATIVIDADES
MICROBIANAS, E COM A ENZIMA ACETILCOLINESTERASE

1 INTRODUCAO

A pesquisa etnofarmacologica, vertente relativamente nova no estudo de plantas
medicinais, vem sendo reconhecida como um dos melhores caminhos para a descoberta
de novas drogas, orientando no direcionamento de uma determinada acdo terapéutica
(ALMEIDA, 2011).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 25% dos
medicamentos hoje utilizados séo derivados direta ou indiretamente do legado sobre o
uso de plantas medicinais, sendo esta porcentagem ainda maior atingindo 60 % se
consideradas classes especificas de medicamentos como antimicrobianos e antitumorais.
Parte das propriedades farmacéuticas descritas para plantas medicinais séo creditadas aos
6leos essenciais, que podem ser extraidos de frutas, flores, cascas, ou de plantas inteiras,
como especiarias e ervas medicinais (PROBST, 2012).

Estima-se que existam 3000 Oleos essenciais e destes 300 sdo de extrema
utilidade para as industrias farmacéuticas, para agricultura e para a utilizacdo como
remédios naturais. Segundo Bakkali et al. (2008), os dleos essenciais sdo bastante
utilizados em virtude de suas propriedades, tais como: atividades antiflingicas,
antibacteriana e inseticida. Além destas, possuem ainda substancias anticolinesterasica de
suma importancia no controle da doenca Alzheimer, doenca neurodegenerativa que atinge
principalmente pessoas idosas (SOUZA et al., 2012).

A estrutura quimica destes Gleos abrange compostos aromaticos que abrangem
os aldeidos, alcool como cindmico, fenois, derivados de metoxi e dioxido metileno. Estes
compostos possuem como fontes principais as plantas das familias: Lamiaceae,
Myrtaceae e Rutaceae (BAKKALI et al., 2008). A familia Lamiaceae possui vérias
espécies nas quais foram estudadas as propriedades antimicrobianas, antimicética,
antiinflamatoria e citotoxica de grande interesse para a sociedade, tais como: Hyptis
pectinata, Hyptis suaveolens, Hyptis crenata e outras (PEREIRA, 2014). Muitas espécies
da familia Lamiaceae, em especial as do género Hyptis, apresentam grande variabilidade
de metabdlitos secundarios, com destaque para os 6leos essenciais, que tém grande valor

junto a diversas comunidades devido as suas propriedades terapéuticas (OLIVEIRA,
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2011).

A espécie estudada neste trabalho foi Hyptis dilatata Benth da familia Lamiaceae
que anteriormente foi analisada em alguns paises, como Coldémbia e Panama,
demonstrando possuir importancia quimica com potencial para fins inseticidas e
farmacoldgicos. No Brasil, alguns estudos realizados com esta espécie observaram que
sua constituicdo quimica pode se diferenciar dependendo da regido onde se encontra,
sofrendo influéncia de fatores ambientais principalmente clima e temperatura
(OLIVEIRA, 2011).

Os oleos essenciais produzidos variam em quantidade durante o ano e em certas
plantas a composi¢do dos 6leos essenciais variam também durante o dia, onde, por
exemplo, o seu teor € maior nas primeiras horas da manha e da noite, devido a exposi¢édo
do sol que facilita a perda do 6leo na planta (SIMOES et al., 2004; CUNHA et al., 2012).

Desta forma, objetivou-se realizar a caracterizacdo quimica do 6leo da folha de H.
dilatata e o teste de citotoxicidade utilizando o micro crustaceo Artemia salina.
Posteriormente, testes biologicos foram realizados com o objetivo de avaliar o potencial
de inibigcdo destes 0leos essenciais, frente a atividade com a enzima acetilcolinesterase e
a atividade antimicrobiana e fungicida das espécies coletadas em diferentes periodos
sazonais em uma regido de cerrado, area serrana, Serra do Tepequém no estado de
Roraima. Foram avaliadas também as atividades biol6gicas para verificar a eficacia dos

extratos etandlicos e hexanicos das folhas e flores.

1.1 Oleos essenciais

Oleos essenciais sd0 substancias volateis lipossoliveis e raramente coloridos,
possuem um aroma forte e muito concentrado. A forma de extracdo, geralmente realizada
é através da destilagcdo a vapor d’agua de determinadas partes da planta (BAKKALI et
al., 2008).

Alguns estudos afirmam que fatores como clima (fotoperiodo, temperatura,
umidade, precipitagdo e intensidade de radiacdo solar), solo em que a planta se
desenvolve, idade da planta e as partes que constituem a morfologia corp6rea da mesma,
influenciam na quantidade e qualidade do dleo essencial (PAULUS et al., 2013).

Conhecidos por suas propriedades anti-septicas (bactericida, antiviral e
fungicida) e também por sua fragrancia geralmente agradavel, os 6leos essenciais eram

usados no embalsamento, conservacdo dos alimentos e como antimicrobianos,
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analgésicos, sedativos, anti-inflamatorios, e anestésicos locais. Até agora sdo utilizados

para 0s mesmos fins, porém agora sdo conhecidos alguns dos seus mecanismos de acao,
particularmente em nivel de atividade antimicrobiana (PEREIRA, 2010).

Conforme Figueiredo et al. (2008), os 6leos essenciais por serem naturais e
biodegradaveis, geralmente possuem uma toxicidade baixa aos mamiferos, podendo atuar
sobre varias moléculas alvo ao mesmo tempo, podendo assim ser substancias ideais para
estudo de novos farmacos, devido suas propriedades quimicas.

Outro aspecto importante sobre 0 6leo essencial é ser biodegradavel, ou seja, ndo
h& acimulo no ambiente, com isso diminui o risco de desenvolvimento de estirpes
patogénicas, permitindo desta forma ser utilizado na protecédo de culturas agricolas, contra
doencas e pragas (FIGUEIREDO et al., 2007).

H4, pelo menos, 300 bleos essenciais de interesse comercial no mundo e, entre
o0s 18 mais importantes, o Brasil lidera a producéo de dois: laranja (Citrus sinensis) e lima
destilada (Citrus aurantifolia). De acordo com dados da Contrade (United Nations
Commodity Trade Statistics Data base), os maiores consumidores de 6leos essenciais no
mundo sdo os EUA (40 %) e a Unido Europeia (30 %), sendo a Franga o pais lider em
importaces. O mercado mundial movimenta US$ 15 bilhGes/ano, apresentando
crescimento aproximado de 11% por ano (SNA, 2017).

Bizzo et al. (2009) cita os principais 6leos essenciais no mercado mundial tais
como: Laranja (Citrus sinensis L.) Osbeck; Menta japonesa (Mentha arvensis L. f.
piperascens); Eucalipto (Eucalyptus globulus Labill); Citronela (Cymbopogon
winterianus); Hortela-pimenta (Mentha x piperita L.); Limdo (Citrus limon L.); Cravo-
da-india (Syzygium aromaticum L.); Cedro (Juniperus virginiana L.); Céanfora
(Cinnamomum camphora L.); Coentro (Coriandrum sativum L.); Grapefruit (Citrus

paradisi Macfady); Patchouli (Pogostemon cablin).

1.2  Constituintes quimicos dos 6leos essenciais

Em grande parte dos Oleos essenciais, os terpendides predominam sua
constituicdo, mas também existem outros como fenilpropandides. Ressalta-se que o dleo
essencial extraido de uma espécie de planta pode conter variagdes na composi¢ao quimica
de acordo com o solo, a época do ano e condi¢des climaticas (SIMOES et al., 2004;
CUNHA et al., 2012).
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1.2.1 Terpenos

Os terpenos sdo compostos formados por unidades de isopropeno contendo 5
atomos de carbonos. Dentre eles, o mais abundante nos Oleos essenciais, Sd0 0s
monoterpenos com duas unidades de isopropeno e sesquiterpenos com 3 unidades de
isopropeno, contendo respectivamente, (C=10; C=15). O grupo dos diterpenos possui
C=20 (CEBORSKA et al., 2015).

De acordo com Mendes (2012), os monoterpenos atuam na defesa contra
predadores e doengas, em grande parte possuem um bom aroma e sdo os fundamentais
para os Oleos essenciais. Alguns monoterpenos apresentam atividade antifungica contra
Candida albicans como é o caso do acetato de linalila, citral e citronela (ZORE et al.,
2011).

Nas plantas podem ainda ser encontrados os sesquiterpenos, como por exemplo,
o cariofileno que é um sesquiterpenoide encontrado com frequéncia nos 0leos essenciais,
ocorrendo no ambiente na forma de misturas de isbmero: isocariofileno, 3-cariofileno e
a-cariofileno (a-humuleno) (VALLILO et al., 2006).

Os sesquiterpenos sdo 0s maiores grupos de isoprenoides, sua principal atuacédo
é no sistema de defesa, e juntamente com 0s monoterpenos sao 0s mais frequentes em
processos alelopaticos (MENDES, 2012). Alguns sesquiterpenos possuem efeito
citotdxico a células cancerosas, como é o caso do éxido cariofileno, e segundo Domingues
et al. (2010), outros sesquiterpenos possuem atividades antibacteriana e antifngica,
como é o caso do 8-hidroxi-calameneno que apresentou atividade antifungica contra

Candida albicans, e inibicdo antibacteriana em Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis.

1.3  Atividades biolégicas

1.3.1 Atividade antimicrobiana e fungicida

As bactérias sdo microrganismos unicelulares procariotos, encontradas em todos
0S ecossistemas da terra, apresentam grande importancia para salde e para 0 ambiente.
Possuem parede celular constituida de uma substancia quimica chamada mureina (&cido
n-acetilmurémico) e sdo classificadas em gram-positivas ou gram-negativas (GUERRA,
2015).

As bactérias gram-positivas e negativas apresentam caracteristicas diferenciadas

devido aos diferentes graus de viruléncia (VIOLANTE, 2012). A Gram-positiva
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apresenta maior fator de viruléncia, constituida por uma endotoxina que é o

lipopolissacarideo, que lhes confere significativa patogenicidade. Enquanto que as
bactérias Gram-positivas sdo constituidas por uma exotoxina, composta pelo acido
lipoteicoico, com caracteristica principal de aderir-se as membranas celulares,
particularmente de linfécitos e macréfagos (SCHAECHTER et al., 2002; RIBEIRO-
FURTINI; ABREU, 2006).

As bactérias gram negativas sdo mais resistentes aos antibioticos, sendo que
estes medicamentos podem agir sobre a parede celular e membrana destes procariotos,
além de interferir em determinadas reacdes ou até mesmo na sintese de enzimas, podendo
causar a destruicdo destes microrganismos (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008;
DIFFEN, 2016).

Segundo Ribeiro (2000), mesmo com uma variedade de antibi6ticos produzidos
pelas industrias farmacéuticas e quimicas, as bactérias tém criado resisténcia a muitos
antibidticos, por isso a importancia de estudos utilizando espécies vegetais para avaliar
as atividades antimicrobianas.

Outro grupo que possui espécies com estrita relagdo com as plantas sdo 0s
fungos. Trata-se de seres eucariontes e heterdtrofos, representados por bolor de pdo, mofo
e orelha de pau, entre outros. Segundo Luz (2011), os fungos possuem uma parede celular
rigida que determina a forma e garante a integridade da célula fungica, protegendo-a de
choques osmoéticos. E composta por vérias camadas de quitina embebidas em uma matriz
de polissacarideos complexos, glicoproteinas, sais inorganicos e pigmentos, que variam
de acordo com a espécie.

Existem vérias substancias quimicas com ac¢do antifingicas para diversas
enfermidades, como € o caso do dilapiol utilizado em infeccGes de pele, sendo necessario
que as drogas antifungicas tenham aplicacdo clinica adequada com o minimo de efeitos
colaterais (SILVA, 2000; MULLER et al., 2013).

Pesquisas utilizando os Oleos essenciais de espécies vegetais sdo de suma
importancia para obter a potencialidade dos principios ativos objetivando sua
aplicabilidade para diversas doencas causadas por fungos, ou ainda evitando - se assim
os efeitos colaterais do uso de drogas, em doses elevadas de substancias quimicas.
Segundo Ferreira (2013), estudos in vitro e in vivo constataram que 0s 6leos essenciais

com suas propriedades antifungicas sdo potenciais no controle de microrganismos.
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1.3.2 Inibicdo de Acetilcolinesterase (Alzheimer)

A inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE) é muito importante em
tratamentos de doencas neurodegenerativas, como €é o caso da doenca Alzheimer (DA).
A doenca de Alzheimer é uma enfermidade que se agrava com o tempo, ainda nao existe
um farmaco para curar essa doenca, mas possui tratamento. E causada pela morte de
células cerebrais, e tem como sintomas, a deméncia ou perda de fungBes cognitivas
(memoria, orientacdo, atencdo e linguagem) (DAVIGLUS et al., 2011; DE FELICE,
2013).

De acordo com Mattson (2012), a doenca de Alzheimer esta associada com
déficits dos diversos neurotransmissores cerebrais, como a acetilcolina, a noradrenalina e
a serotonina. A partir da modernizacdo de ensaios, de acordo com 0 0S avangos
tecnoldgicos, permitiu a utilizagdo de enzimas receptoras, DNA, entre outros alvos, como
€ 0 caso dos bioensaios rapidos e sensiveis. A utilizacdo da enzima acetilcolinesterase ¢é
uma alternativa para detecgéo e selecdo de amostras com agédo anticolinesterase.

Segundo Queiroz et al. (2003), é necessario entender a acdo dos inibidores e a
importancia em saber como o impulso é gerado na fenda sinaptica. A transmissao do
impulso nervoso requer a presenga da acetilcolina na fenda sinaptica ou entre a fibra
nervosa e a célula efetora. Em seguida, a acetilcolina se liga a um receptor colinérgico,
gerando, desta forma, um potencial pds-sinaptico e a propagacao do impulso nervoso.

A acetilcolina é imediatamente liberada e hidrolisada pela acetilcolinesterase
liberando colina e acetato. O tratamento objetiva inibir a acdo dessa enzima fazendo com
que a acetilcolina permaneca mais tempo na fenda melhorando a transmissao do impulso
(ALONSO et al., 2003; DE FELICE, 2013).

As pesquisas em produtos naturais apresentam bons resultados na inibicdo da
enzima acetilcolinesterase. Mattson (2012) relata que testes in vitro apenas auxiliam na
otimizacdo da selecédo e ndo eliminam de forma alguma os testes in vivo.

Devido aos altos precos de farmacos produzidos pelas industrias quimicas é
necessaria a busca por métodos alternativos para o tratamento da doenca Alzheimer,
sendo 0 uso de plantas medicinais especificas boas candidatas para este fim,
proporcionando a populacdo facilidade de acesso a medicamentos alternativos e

eficientes.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Avaliacdo da Composicdo Quimica: CG-MS E CG-FID

As analises quimicas e quantitativas foram realizadas através de um espectrometro
de massas acoplado a um cromatédgrafo gasoso (CG-MS) e (CG-FID). No laboratério de
Cromatografia do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais —
UFMG. Para estas analises foram utilizados os 6leos essenciais das folhas de H. dilatata

dos seguintes horarios: manha, tarde e noite; e nos periodos: chuvoso e seco.

2.2 Anélise Quimica (CG-MS) - Cromatografia Gasosa Acoplada A Espectrometria de

Massa

Estas analises dos 0leos essenciais das folhas de H.dilatata, foram realizadas em
um equipamento CGMS-QP2010 ULTRA (Shimadzu). Coluna: Rxi-1IMS 30m x 0,25
mm X 0,25 um (Restek). Temp coluna: 50 °C (3min), 3 °C /min, até 230°C. Injetor: 250
°C Split (1:10), Interface CGMS a 250 °C. Detector MS (Impacto eletrdnico a 70eV) a
250 °C. Gés de arraste: Hélio a 2.0 mL/min. Vol. de injecdo: 1uL. Amostras diluidas a 1
% em cloroférmio. Software de aquisicdo de dados: CGMS Solution (Shimadzu).

Biblioteca espectral: NIST11. Arquivos *.qgd.

2.3 Andlise quimica (CG-FID) - cromatografia gasosa de alta resolucéo

A composigéo dos constituintes quimicos presentes nos 6leos das folhas de H.
dilatata foi determinada por cromatografia gasosa apds a preparacdo dos ésteres
metilicos. As analises foram realizadas em um Cromatografo a Gas HP7820A (Agilent).
Coluna: HP530 m x 0,32 mm x 0,25 pum (Agilent). Temp.: Coluna: 50 °C (Omin), 0 °C
/min, até 230 °C. Injetor: 250 °C Split (1:30). Detector FID: 250 °C. Gas de arraste: Hz a
3 mL/min. Vol. de inje¢do: 1 pL. Software de aquisicdo de dados: EZChrom Elite

Compact (Agilent). Amostras diluidas a 1 % em cloroformio.
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24  Atividade de inibicdo de acetilcolinesterase dos extratos de folhas e flores e do 6leo

essencial das folhas da Hyptis dilatata BENTH

2.4.1 Solucdo tampdo Tris/HCL (50mM)

Para preparar uma solucdo de 2 mL de Tris/HCI, pesou-se 398,08 mg do sal
Utrapure Tris Hydrochloride e adicionou-se 25 mL de agua destilada. Conferiu-se o pH

em 8.

2.4.2 Solucdo estoque da enzima

Foi diluido 0,77 mg da enzima no volume de 500 pL da solugdo tampao Tris/HCI
pH 8 no préprio frasco da enzima, para adquirir uma solucdo de concentracdo de 1000
U/mL. A enzima ficou em solucgéo por 20 minutos e depois, sob agitagdo, por um periodo
de 10 a 15 minutos, no préprio frasco da enzima, para adquirir uma solucdo de

concentragdo de 1000 U/mL.

2.4.3 Solucdo da enzima na concentracdo 0,222 U/mL

Adicionou-se 1 pL da solugdo estoque (1000U/mL) em 4,5 mL da solugéo
Tris/HCI (50 mM). Depois se agregou albumina sérica bovina 0,1 % (p/v): 4,5 mg.

2.4.4  Solugéo trabalho

Preparou-se uma solucdo do 6leo essencial em tampéao Tris/HCIl, DMSO, ou

solvente adequado, na concentracdo 10 mg/mL.

2.4.5 Preparacao dos reagentes

Para a Solugdo de ATCI (Cloreto de Acetiltiocolina) (15 mM): Preparou-se 1
mL de solucdo, pesou-se 4,08 mg de iodeto de acetilcolina e dissolveu-se em 1mL de
agua destilada. Para Solucdo de DTNB (5',5'-ditiobis-2-acido nitrobenzoico) (3mM):
Pesou-se 2,38 mg de DTNB e dissolveu-se em 2mL de solucdo tampé&o Tris/HCI pH 8.
Posteriormente, adicionou-se 11,69mg de NaCl (0,1M) e 8,132 mg de MgCIl26H20 a
solugdo. Estas andlises foram realizadas no laboratério da UFMG, com os extratos e 6leos
obtidos através das folhas e flores coletadas no periodo chuvoso e seco, a seguinte técnica

foi utilizada:
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A avaliacdo quantitativa da atividade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase

(AChE) foi realizada de acordo com a metodologia de Ellman (1961). Este bioensaio foi
realizado em microplacas de 96 pogos. Como controle positivo da atividade foi utilizado
a eserina e galantamina (10 mg/mL) e como controle negativo foi realizado o ensaio sem
a presenca de inibidor.

Os testes foram realizados em triplicata e em cada pogo foram dispensados 25
uL de iodeto de acetilcolina (15 mM); 125 uL de 5,5'-dithiobis (acido 2-nitrobenzoico)
(DTNB); 50 pL de tampao tris-HCI pH8 0,1% p/v de albumina sérica bovina e 25 uL de
extrato e do 6leo essencial (10 mg/mL) solubilizados em Tween/DMS0/30%. A leitura
das placas foi realizada em 405 nm por 9 vezes em um periodo de 10 minutos. Logo apds
a primeira leitura foi adicionado 25 puL da enzima acetilcolinesterase (Electrophorus
electricus, Sigma Aldrich) (0,222 U/mL) e realizada 9 leituras em um periodo de 10 min
em 405nm. A interferéncia da hidrolise espontanea do substrato foi corrigida a partir da
subtracdo da média da absorbancia medida antes da adi¢do da enzima. A porcentagem de

inibicdo da enzima foi calculada a partir da seguinte férmula matematica:
% inibicdo = [(C-A) x 100]/C

Onde:
C = controle contendo enzima e substrato

A = ensaio contendo o extrato, enzima e substrato

Os dados obtidos foram tratados utilizando-se o software Microsoft Origin 6.1.

25 DeterminagBes da toxicidade dos extratos hexanicos e etanolicos e dos 6leos essenciais

das folhas de H. dilatata frente Artemia salina

Os testes de toxicidade sobre 4. salina foram realizados por meio da metodologia
adaptada do trabalho de Mayer et al. (1982). Foi adicionado em um aquério que se utilizou
como incubadora, uma solu¢do salina artificial (40g de sal grosso em 1L de agua
destilada), ajustando o pH entre 8 € 9 com uma solucao de carbonato de s6dio (Na2COs a
10 %).

A incubadora foi dividida em dois ambientes, um iluminado artificialmente com
uma lampada fluorescente com aeragdo, e o outro ambiente foi colocado

aproximadamente 100 mg de ovos de A. salina e coberto com papel aluminio para que os
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ovos ao eclodirem, os espécimes permanecessem isolados em um dos lados do aquario

devido a diferenca de iluminagdo durante o periodo de incubagao de 48 horas.

Apos a eclosdo, 10 espécimes (nauplios de A. salina) foram selecionados e
expostos aos diferentes extratos ¢ 6leo essencial dentro de tubos de ensaios com as
seguintes concentragdes: 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25 € 15,62 uL mL".

Os testes foram realizados em triplicata, para cada concentragdo, foi utilizada
uma solug¢do salina sem extrato e outro tubo com DMSO, como controle positivo.

Este sistema foi incubado em temperatura ambiente por 24 horas, sem aeragao
sendo os frascos mantidos sob iluminagdo. Apos o periodo de 24 horas de incubagao
foram verificados, contados o nimero de larvas mortas e vivas em cada frasco, através da
visualizagdo macroscopica. Apds 24 horas, realizou-se a contagem do nimero de nauplios
vivos e mortos/imobilizados.

Os valores em porcentagem da probabilidade de mortalidade foram corrigidos
levando-se em consideracédo a porcentagem de mortalidade no teste controle negativo de
acordo com a Férmula de Abbot (ABBOT, 1925).

Férmula de Abbot

% Probabilidade de Mortalidade = 100 x (%T - %C)
100% - %C

Onde: % T representa a mortalidade de Artemias testadas com a amostra de

interesse; % C, a mortalidade de Artemias utilizadas no controle.

2.5.1 Calculoda CLso

Para estimativa da CLso com intervalo de confianca 95 %, os dados foram

analisados pelo método de Probit, utilizando o programa POLO PLUS® (LEORA, 2003).

2.6  Determinaces da atividade antimicrobiana e fungicida do 6leo das folhas e extratos
das folhas e flores de H. dilatata Benth

Na verificacdo de atividade antimicrobiana dos extratos brutos das folhas e flores
e dos Oleos essenciais das folhas de H. dilatata, foram utilizados microrganismos
patdbgenos como bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Bacillus cereus (ATCC 11778); gram-negativas Salmonella typhimurium (ATCC 13311),
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Citrobacter freundii (ATCC 8090); Levedura: Candida albicans (ATCC 18804); cujas

concentragdes foram: 250; 125; 62,5; 31,25; 15.6; 7,8; 3,9 € 1,95 pg mL* (ZACCHINO;
GUPTA, 2007).

2.6.1 Bioensaios-Bactérias e Leveduras

Os bioensaios foram realizados no Laboratorio de Biotecnologia e Bioensaios
do Instituto de Ciéncias Exatas do Departamento de Quimica, Universidade Federal de
Minas Gerais — UFMG. As amostras foram pesadas até 0,0125mg e dissolvidas em 1mL
de dimetilsulfoxido (DMSO) resultando em uma concentracdo de 12,5 mg/mL para
obtencdo do 6leo essencial.

Em seguida adicionou-se 124pL desta solugdo a um frasco de eppendorf,
contendo 2976 uL de caldo BHI (Brain Heart Infusion) (solucao de trabalho) para bactéria
e 2976 uL de Sabouraud para leveduras. Posteriormente preparou-se um pré-indculo no
qual as bactérias e a levedura, armazenadas sob refrigeracdo, foram transferidas com um
anel de platina para tubos de ensaio contendo 3 mL de caldo de BHI.

Os tubos foram incubados a 37°C durante 24 h depois o pré-inoculo (500 uL)
foi transferido para tubos contendo 50 mL de &gua destilada estéril. O inoculo foi
padronizado no intervalo de tramitancia de 74-75% para bactérias e 75-76% para levedura
em espectrofotdmetro de 600 nm. Posteriormente foram homogeneizados e a
concentracdo ajustada para 0,5 de padrdo de turbidez McFarland (108 UFC.mL™),
obtendo-se assim os indculos utilizados nos bioensaios.

Os testes foram realizados em placas de Elisa de 96 micropogos, em triplicata.
Em cada poco adicionou-se 100 pL do meio de cultura BHI. No po¢o 1 foram inseridos
também 100 pL da solucdo de trabalho. Homogeneizou-se a solugdo e 100 pL foram
transferidos para o préximo pogo e assim sucessivamente.

Foi desprezado 100 pL finais e testadas 8 concentragdes para cada amostra, em
seguida 100 puL do in6culo do micro-organismo testado, foram adicionados a cada pogo.
Utilizou-se dois controles, um para acompanhar o crescimento do micro-organismo, no
qual ndo houve adicdo da solucdo de trabalho (para verificar a viabilidade celular) e o
branco, em que ndo se adicionou o indculo bacteriano (para se eliminar o efeito da
coloracdo da solucao de trabalho).

Uma placa controle, contendo 100 puL de meio de cultura BHI e 100 pL de &gua

destilada esteril, foi adicionada ao experimento para controle da esterilidade do meio de



89
cultura BHI. Outro controle foi preparado, contendo os antibidticos padrées: Ampicilina

(antibacteriano), Miconazol e Nistatina (antifingicos) para observar a atividade desses
antibidticos sobre os microorganismos.

As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C e, posteriormente, apds 24
horas foi realizada a leitura das placas de Elisa (492 nm). Os resultados foram calculados

como inibicdo percentual utilizando a formula:
% Inibicdo= 100-AC1-AC2 x 100AH-AM

AC1 = absorbancia da amostra; AC2 = absorbancia da amostra de controle; AH
= absorbancia no controle de microorganismo e AM = absorbancia do controle do meio

de cultura.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Andlise quimica CG-MS e (cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massa) CG-FID (cromatografia de alta resolucéo)

Andlises de GC-FID para quantificagdo e CG-MS para identificacdo dos
componentes quimicos do Oleo essencial (OE) das folhas de H. dilatata mostraram 22
constituintes presentes nos 6leos extraidos da folha, obtidas nos periodos seco e chuvoso
em diferentes horarios (manha, tarde e noite). Os constituintes majoritarios sao mostrados

conforme a (Tabela I11-1).
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Tabela 111-1 — Porcentagens dos constituintes identificados em 6leos essenciais da folha de Hyptis dilatata.

FMS FMC FTS FTC FNS  FNC
) ) @) ) () ()

Picos Componentes *IK *TR min

1 a-pineno 973 3,75 10,0 10,2 58 12,9 18,7 11,9
2 Canfeno 980 4,03 0,8 0,6 0,5 0,7 11 0,6
3 Sabineno 993 4,53 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0 0,1
4 B-pineno 996 4,65 2,0 2,5 1,5 2,9 2,9 3,1
5 Mirceno 1008 5,07 0,8 0,7 0,8 0,8 13 0,9
6 a-felandreno 1015 5,37 0,2 0,2 0,3 0,2 0,3 0,2
7 3-careno 1019 5,52 16,2 15,1 13,6 18,6 26,5 19,9
8 a-terpineno 1024 5,70 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,2
9 p-cimeno 1031 5,94 0,3 0,3 0,3 0,3 0,4 0,5
10 Limoneno 1033 6,04 3,5 2,6 2,8 29 4,9 3,2
11 g-terpineno 1058 6,96 0,5 0,4 0,5 0,4 0,7 0,5
12 Fenchona 1083 7,90 43,0 33,7 36,3 29,6 27,0 30,8
13 Mentenol 1110 8,95 0,6 0,6 0,4 0,8 0,5 0,7
14 Canfora 1133 9,80 3,1 2,6 3,0 2,1 1,7 2,1
15 Fenchol 1170 11,20 0,7 11 1,4 1,0 0,7 1,2
16 terpinen-4-ol 1190 11,96 0,7 1,0 1,0 11 0,7 0,9
17 a-terpineol 1212 12,77 0,1 0,1 0,2 0,0 0,0 0,0

18 B-cariofileno 1413 20,39 4,6 6,1 91 58 4,5 4,2

19 Aromadendreno 1432 21,10 0,2 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2
20 Humuleno 1447 21,66 0,4 0,6 0,7 0,6 0,4 0,4

21 D-germacrene 1491 23,31 0,1 0,1 0,3 0,1 0,1 0,1
22  Oxido Cariofileno 1574 2647 1,1 1,7 1,7 1,6 0,6 1,3

Total identificados 89,1 79 80,8 82,9 76,5 73
Monoterpendides 34,5 32,8 264 40 40,1 31,1
Monoterp. Oxig. 48,2 39,1 42,3 34,6 30,6 35,7
Sequiterpendides 6,4 7,1 12,1 8,3 5,8 6,2

*FMS — Folha manhéa seco; FMC- Folha manha chuvoso; FTS - Folha tarde seco; FTC - Folha tarde
chuvoso; FNS - Folha noite seco; FNC - Folha noite chuvoso. *IK= indice de Kovats; *IR=indice de
retencéo.

Dentre o0s constituintes encontrados na caracterizacdo quimica dos 0leos
essenciais da folha de H. dilatata, destaca-se os majoritarios: fenchona, 3-careno, a-
pineno, B-cariofileno, Limoneno, B-pineno e canfora. No periodo seco houve maior
concentracdo dos constituintes quimicos majoritarios, sendo que somente o -pineno foi
da amostra coletada no periodo chuvoso.

Fenchona (1,3,3-trimetilbiciclo-[2,2,1]-heptan-2-ona) foi o constituinte quimico
com a maior concentracdo nos 6leos das folhas. 43% obtido no 6leo da folha coletada no

horario da manha durante o periodo seco e no periodo chuvoso, na coleta da manhd, a
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segunda maior concentracdo com 33,7%. O segundo majoritario o 3-careno, 26,5%

encontrado no éleo da folha coletada no periodo seco, no horario da manha e no horério
da noite da coleta do periodo chuvoso, a concentracdo de 6leo foi 19,9%.

A Tabela I11-1 indica as porcentagens de todos os constituintes majoritarios da
espécie em estudo e a porcentagem do total de monoterpenos e sesquiterpenos presentes
nos 6leos essenciais. Verifica-se que o maior nimero de monoterpendide (40,1%), foi
encontrado no 6leo essencial da folha coletada no horario da noite no periodo seco, e 0s
monoterpendides oxigenados (48,2%), no periodo seco na parte da manhd. A
porcentagem de sesquiterpendides encontrados nos dleos da folha coletadas no periodo
seco, horario da tarde (12,1%) e a menor no periodo seco, horario da noite. Na Figura Il1-
1, estdo presentes as estruturas quimicas dos constituintes majoritarios encontrados, nas
folhas de H. dilatata.

Figura I11-1 — Componentes quimicos dos constituintes majoritarios dos 6leos essenciais da folha de Hyptis
dilatata.
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Observam-se nos cromatogramas (Figura I11-2 a 111-7), os diferentes picos das
substancias dos Oleos essenciais da folha de cada periodo e horario. Concentracdes
menores e maiores dos constituintes dos 6leos essenciais foram observadas, devido 0s

horarios e épocas diferentes em que a folha desta espécie foi coletada.
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Figura I11-2 — Perfil cromatografico do dleo essencial da folha Hyptis dilatata coletada no periodo seco, horario da manhd.1-a-pineno,2-Canfeno,3-Sabineno 4- B-pineno,5-
Mirceno,6- o-felandreno,7- 3-careno,8- a-terpineno,9- p-cimeno,10- Limoneno,11- g-terpineno,12- Fenchona,13- Mentenol 14- Céanfora,15- Fenchol, 16-
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Figura 111-3 — Perfil cromatografico do 6leo essencial da folha Hyptis dilatata coletada no periodo seco, horério datarde. 1-a-pineno,2-Canfeno,3-Sabineno,4-B-pineno,5-
Mirceno,6-a-felandreno,7- 3-careno,8- a-terpineno,9- p-cimeno,10- Limoneno,11- g-terpineno,12- Fenchona,13-Mentenol,14- Canfora,15- Fenchol, 16-
terpinen-4-ol 17- a-terpineol, 18- pB-cariofileno, 19- Aromadendreno, 20- Humuleno, 21- D-germacrene, 22- Oxido Cariofileno.
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Figura 111-4 — Perfil cromatografico do 6leo essencial da folha Hyptis dilatata coletada no periodo seco, horario da noite.1- a-pineno,2- Canfeno,3- Sabineno,4- B-pineno,5-
Mirceno,6- o-felandreno,7- 3-careno,8- o-terpineno,9- p-cimeno,10- Limoneno,11- g-terpineno,12-Fenchona,13- Mentenol ,14- Canfora,15- Fenchol, 16-
terpinen-4-ol 17- a-terpineol 18- B-cariofileno, 19- Aromadendreno, 20- Humuleno, 21- D-germacrene, 22- Oxido Cariofileno.
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Figura I11-5 — Perfil cromatografico do 6leo essencial da folha Hyptis dilatata coletada no periodo chuvoso, horério da manha. 1- a-pineno,2- Canfeno,3- Sabineno,4- B-
pineno,5- Mirceno,6- o-felandreno,7- 3-careno,8- a-terpineno,9- p-cimeno,10- Limoneno,11- g-terpineno,12-Fenchona,13- Mentenol, 14- Canfora,15-

Fenchol 16- terpinen-4-ol 17- a-terpineol, 18- B-cariofileno, 19- Aromadendreno, 20- Humuleno, 21- D-germacrene, 22- Oxido Cariofileno.
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Figura 111-6 — Perfil cromatografico do 6leo essencial da folha Hyptis dilatata coletada no periodo chuvoso, horério da tarde.1- a-pineno,2- Canfeno,3- Sabineno,4- B-pineno,5-

Mirceno,6- a-felandreno,7- 3-careno,8- a-terpineno,9- p-cimeno,10- Limoneno,11- g-terpineno,12-Fenchona,13- Mentenol,14- Canfora,15- Fenchol,16-
terpinen-4-ol 17- a-terpineol 18- B-cariofileno, 19- Aromadendreno, 20- Humuleno, 21- D-germacrene, 22- Oxido Cariofileno.
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Figura I11-7 — Perfil cromatografico do 6leo essencial da folha Hyptis dilatata coletada no periodo chuvoso, horério danoite.1- a-pineno,2- Canfeno,3- Sabineno,4- 3-pineno,5-
Mirceno,6- a-felandreno,7- 3-careno,8- a-terpineno,9- p-cimeno,10- Limoneno,11- g-terpineno,12-Fenchona,13- Mentenol,14- Canfora,15- Fenchol,16-
terpinen-4-ol 17- a-terpineol, 18- B-cariofileno, 19- Aromadendreno, 20- Humuleno, 21- D-germacrene, 22- Oxido Cariofileno.
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A constituicdo quimica dos 0leos essenciais de H.dilatata foi majoritariamente de
monoterpenos e sesquiterpenos. Conforme Rocha (2013), as condi¢bes ambientais podem
causar variacdes significativas na composicdo do 6leo, sendo os constituintes dos 6leos
essenciais determinados geneticamente, mas especificos para determinado 6rgao.

Comparando os constituintes do 6leo essencial da folha de H. dilatata coletada na
Serra do Tepequém no estado de Roraima com o 6leo essencial da folha coletada em Arauca na
Coldmbia Tafurt-Garcia et al. (2014), observou-se que alguns constituintes possuem o0 mesmo
valor de concentracdo, mas diferem quando se compara os diferentes horarios da planta coletada
em Roraima. Nas plantas coletadas em Arauca na Colémbia o 3-Careno (11 %), Limoneno (4,9
%), B-Pineno (0,7 %), a-Pineno (2,2 %), e a porcentagem da concentracdo do Fenchona foi (<
0,05) (TAFURT-GARCIA et al., 2014)

Enquanto os constituintes do dleo essencial da folha coletada em periodo sazonal na
Serra do Tepequém em Roraima obtiveram as seguintes concentracGes em relacdo aos mesmos
constituintes dos 6leos essenciais encontrado na folha coletada na Colémbia: 3- Careno no
periodo seco no horario da noite (26,5 %), Limoneno no periodo seco a noite (4,9 %), B-Pineno
a noite no periodo chuvoso (3,1 %), a-pineno no horério da noite e no periodo seco (18,7 %) e
Fenchona no horario da manha periodo seco (43 %).

Quando se compara os valores de concentracao dos constituintes do dleo essencial da
folha no periodo sazonal com os constituintes do 0leo essencial extraido da folha na Colémbia,
se observou que a espécie em estudo em Roraima obteve valores maiores. Verificou- se que a
mesma espécie, dependendo do local em que se encontram, alguns fatores ambientais
interferem na concentracao e nos tipos de constituintes de uma mesma espécie.

Mendes (2012) relata que o ambiente, a umidade relativa e os tipos de cultivos da
planta podem sofrer interferéncia na formagao dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais.
Reis et al. (2010), reforca que a variacdo de principios ativos nas espécies podera ocorrer tanto
em diferentes épocas do ano, ou ao longo de um dia, e podem apresentar épocas especificas que
contenha uma maior quantidade de principios ativos.

De acordo com Mendes (2012), as condigdes de cultivo diferenciadas de uma espécie,
podem resultar de forma normal em variacfes de constituintes, dependendo do processamento
e local de armazenamento das plantas.

Na composicdo quimica da espécie H. marruboides, pertencente ao mesmo género de
H. dilatata, levando em consideracdo a sua constituicdo quimica no decorrer das esta¢des do
ano, demonstrou que nao houve diferenca qualitativa, havendo sim diferencas nas

concentracdes dos constituintes, apresentando maior teor no verdo (BOTREL et al., 2010).
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O mesmo ocorreu com o 6leo da folha H. dilatata, coletada na Serra do Tepequém em
Roraima, as variagdes ambientais foram poucas expressivas, havendo variagdes somente nos
valores calculados em porcentagens nas concentragdes dos fitoconstituintes dos o6leos
essenciais.

Na avaliagdo da composicao quimica do 6leo essencial da espécie Aniba parviflora da
familia Lauraceae de acordo com o periodo sazonal (periodo seco e chuvoso), sessenta e trés
componentes volateis foram avaliados. Os componentes mais abundantes como germacreno-A,
B-selineno, (E)-cariofileno e epdxido de humuleno, foram encontrados no periodo seco,
inferindo que ocorreu a influéncia da sazonalidade na composi¢do quimica desta espécie A.
Parviflora estudada na Amazonia (PEREIRA, 2013).

Castro et al. (2008) estudou os constituintes quimicos do éleo essencial das folhas de
Eucalyptus citriodora Hook em municipios de Minas Gerais, observando que em diferentes
épocas e locais os dados cromatogréficos da espécie indicavam alteragcdes nas concentracdes
quimicas. O més de fevereiro apresentou resultados superiores nas concentracBes dos
constituintes, no caso do composto citroneal.

Enguanto que em outros estudos com Eucalyptus citriodora, os resultados
apresentaram diferencas, e a maior concentracdo do composto citroneal nos 6leos essenciais
ocorreu nos meses mais secos do ano (abril e setembro) (VITTI; BRITO, 2003).

Respostas diferenciadas quanto as alteracbes da constituicdo quimica dos Oleos
essenciais podem ocorrer nos trabalhos envolvendo microorganismos. Blank et al. (2005)
afirmam que dependendo do tipo de coleta, horério e época 0 composto responsavel pela
inibicdo da atividade bioldgica pode sofrer alteragGes na sua concentracao.

Os resultados observados da composi¢do quimica da espécie em estudo no presente
trabalho corroboram com os autores citados acima, mostrando as variagdes dos constituintes
quimicos de acordo com a sazonalidade, envolvendo a época e o local da colheita.

Nos estudos na Coldmbia com os géneros da mesma espécie de H. dilatata, realizado
por Tafurt-Garcia et al. (2014), se observou diferengas tanto de forma quantitativa, como
qualitativa em relagdo aos constituintes em diferentes espécies da familia Lamiaceae,
diferenciando também dos compostos encontrados nos espécimes em estudo deste trabalho.

Desta forma o estudo realizado sobre a caracterizagdo quimica nesta pesquisa reforca

a importancia do estudo de uma espécie, em periodo sazonal.
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Nas Tabelas III-2 e III-3 constam os percentuais de inibicdo da AChE pelos extratos

hexanico e etanolico das folhas e dos Oleos essenciais das flores e das folhas de H. dilatata,

coletadas no periodo chuvoso e seco.

Tabela I11-2 — Testes de inibi¢do da acetilcolinesterase utilizando extratos e os 6leos essenciais de Hyptis dilatata
coletado no periodo seco.

Tipo de Percentual de Intensidade de

Amostra Extrato/Oleo Inibicao (%) Inibicao Desvio Padrao

Hd folha Etanolico 90,33 Potente 3,02

Hd folha Hexanico 93,47 Potente 3,82

Hd folha Oleo Manhi 96,46 Potente 2,11

Hd folha Oleo Tarde 85,94 Potente 1,51

Hd folha Oleo Noite 79,09 Potente 1,34
Padrdo Galantamina 94,36 Potente 1,14
Padrdo Eserina 91,93 Potente 1,30

Tabela I11-3 — Testes de inibigdo da acetilcolinesterase utilizando extratos e os 6leos essenciais de Hyptis dilatata

coletado no periodo chuvoso.

Tipo de Percentual de Intensidade
Amostra Extrato/Oleo  Inibicio (%) de Inibicao Desvio Padrao
Hd folha Etanolico 90,33 Potente 3,02
Hd folha Hexanico 90,50 Potente 1,96
Hd folha Oleo Manhi 91,26 Potente 2,69
Hd folha Oleo Tarde 99,29 Potente 1,63
Hd folha Oleo Noite 51,50 Potente 4,26
Hd flor Etanolico 95,19 Potente 2,3
Hd flor Hexanico 92,96 Potente 1,52
Padrio Galantamina 94,36 Potente 1,14
Padrao Eserina 91,93 Potente 1,30

Os dados das tabelas mostraram que hd uma variagdo do potencial de inibicdo da

enzima Acetilcolinesterase nos extratos e nos 6leos aplicados. Verifica-se que o extrato

hexanico da folha coletada no periodo seco apresentou um valor percentual mais elevado de

inibicdo do que no extrato no periodo chuvoso, respectivamente 93,47 % e 90,50 %. Valor

relativamente elevado também foi observado para o 6leo da folha coletado no periodo chuvoso
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horario da tarde, atingindo aproximadamente 99,29%, enquanto no periodo seco, a maior
inibicdo ocorreu com oleo da folha coletada no periodo seco no horario da manha 96,46%
(Tabela III-2 e III-3).

Em H. dilatata, coletada em Roraima, o extrato etandlico da folha coletada no periodo
seco sobre a AChE apresentou o mesmo percentual de inibicdo do extrato etandlico da folha
coletada no periodo chuvoso, apresentaram atividade inibitoria potente (90,33 %). No entanto,
quando se considera a classificagdo do potencial de inibi¢do dos extratos e 6leos, seguindo os
critérios de Vinutha et al. (2007), encontramos trés niveis de classificagdao: inibidores potentes
- valor acima de 50 %; moderados - entre 30 % e 50 % ¢ fracos - abaixo de 30 %. Neste estudo,
todos os Oleos e extratos apresentaram-se potentes.

A inibicdo da enzima acetilcolinesterase através do Oleo essencial da folha de H.
dilatata, provavelmente resultou da acdo do monoterpeno fenchona, juntamente com 0s outros
principais constituintes majoritarios: a- pineno, 3-careno, limoneno, canfora, B-pineno e [-
cariofileno, pela acdo do sinergismo, podendo explicar a relagdo dos mesmos, nos ensaios de
inibicao.

Alguns constituintes como o a-pineno, B-cariofileno e 3-careno, ja foram isolados nos
6leos essenciais de algumas espécies pertencentes a familia Lamiaceae como € o caso da espécie
Salvia fruticosa, e mostraram atividades inibitdria in vitro sobre AChE (SAVELEV et al., 2003,
2004). Estes constituintes encontrados também nos Gleo e extratos da espécie H. dilatata,
poderdo estar relacionados com as elevadas inibi¢fes que esta espécie obteve frente a enzima
AChE.

Segundo Souza et al. (2012), as espécies da familia Lamiaceae, foram estudadas a fim
de investigar a atividade inibitéria da AChE ¢ o monoterpeno a-pineno presente em sua
constituicdo quimica tém mostrado atividade inibitoria quando testado de forma isolada.

O extrato etanolico de H. dilatata foi o que apresentou os menores valores de inibicédo
da AChE corroborando com os resultados encontrados por Mota et al. (2012), estudando
algumas especies de plantas, utilizando o extrato etandlico de Hyptis fruticosa sobre a enzima
acetilcolinesterase, concluiu que a inibigdo desse extrato sobre enzima era fraco (11 %).

O oleo essencial de H. dilatata, da folha coletada no periodo seco sobre a AChE
apresentou inibigdo (79,9 %), considerada potente, enquanto o 6leo essencial da folha coletada
no periodo chuvoso, mostrou atividade inibitéria potente (51,50 %), esta diferenca, pode estar
relacionada com a producao dos metabolitos secundarios, nos diferentes periodos.

O sesquiterpeno oOxido cariofileno segundo a literatura € um composto indicado como
inibidores da AChE (FUJIWARA et al., 2010). Este constituinte é encontrado em H. dilatata



102
tanto no periodo seco no horério da tarde, como no periodo chuvoso presente no dleo da folha
coletada pela manha, com a mesma porcentagem de concentracao (1,7 %), o que pode, portanto,
contribuir na agdo do sinergismo para a inibi¢ao da enzima acetilcolinesterase.

A espécie utilizada neste estudo demonstra ter potencial paraser uma candidata em
trabalhos mais especificos objetivando o tratamento de doencas neurodegenerativa como é o
caso da doenca Alzheimer, devido aos constituintes quimicos presentes na constituicdo do 6leo
essencial.

De acordo Trevisan e Macedo (2003), os extratos que apresentam percentual de
inibi¢do da enzima maior ou igual a 50%, sdo importantes para a continuidade dos estudos, uma
vez que € possivel realizar a particdo dos extratos e a purificagdo das fragdes, isolando as

substancias potencialmente inibitorias da acetilcolinesterase.

3.3 Determinacdo da toxicidade frente a Artemia salina

A partir dos ensaios de toxicidade realizados com 6leos essenciais e extratos de H.
dilatata, em A. salina, se observou ap0s 24 horas a porcentagem de nauplios mortos,
possibilitando o clculo da CLso, mostrando o potencial toxico dessa espécie.

A menor CLso ocorreu com o 6leo essencial extraido da folha coletada no horério da
manhd no periodo chuvoso, CLso= 23,4 ug mL, grau de confiabilidade (10,9 — 33,5), o
segundo mais téxico foi o 6leo essencial da folha coletada a noite no periodo chuvoso com
intervalo de confianca (IC) CLso= 44,3 (33,0 - 57,2), a Tabela 111-4 mostra os valores da CLso
e a confiabilidade de todos os 6leos testados.

Tabela I11-4 — Valores de CLso nos Gleos essenciais de Hyptis dilatata contra larvas de Artemia salina na leitura

de 24h.
Oleo CL 50 (1C 95%) Slope+ SE 212 GL
FMC 23,4 (10,93 -37,53) 1,13 (0,19) 2,13 5
FMS 76,3 (45,16 -121,99) 1,75 (0,21) 8,17 5
FTC  112,2 (73,85 -180,80) 1,08 (0,20) 0,25 4
FTS 69,5 (42,34- 103,95) 1,05 (0,16) 474 5
FNC 44,3 (33,08-57,20) 2,02 (0,26) 3,33 5
FNS 126,0 (83,81-189,08) 1,08 (0,16) 1,88 5

* FMC - Folha manha chuvoso; FMS - Folha manha seco; FTC - Folha tarde chuvoso; FTS - Folha tarde seco;
FNC - Folha noite chuvoso; FNS - Folha noite seco. * IC- Intervalo de confianca; *SE —desvio padrdo; * GL —
Grau de liberdade.

Acerca dos valores da CLso dos extratos encontrados, 0 menor resultado ocorreu com

0 extrato hexanico da flor no periodo chuvoso CLso = 27,5 ug mL?, com o intervalo de
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confianca (18,4-36,8). Com relacdo aos extratos das folhas a menor CLso= 45,9 pug mL* (32,7-

60,9) foi encontra extrato hexanicos do periodo chuvoso (Tabela 111-5).

Tabela 111-5 — Valores de CLsp dos extratos de Hyptis dilatata contra larvas de Artemia salina na leitura de 24h.

Extrato CLso (IC 95%) Slope + SE v GL
FLHC 27,5 (18,43-36,83) 1,91 (0,28) 1,.06 5
FLEC 87,3 (50,64-139,44) 0,89 (0,15) 1,13 5

FHC 45,9 (32,73 — 60,92) 1,73 (0,22) 2,86 5
FHS 62,8 (29,15- 107,83) 0,75 (0,15) 2,91 5
FEC 75,5 (48,54-109,97) 1,13 (0,16) 2,47 5
FES 49,4 (24,89-79,86) 1,24 (0,18) 5,22 5

* FLHC- Flor hexanico chuvoso; FLEC - Flor etanolico chuvoso; FHC - Folha hexanico chuvoso; FHS- Folha
hexanico seco; FEC - Folha etanélico chuvoso; FES-Folha etanélico seco.

Amarante (2011) considera ap6s os célculos de mortalidade, baixa toxicidade quando
a CLso for superior a 500 pg.mL, moderada para CLso entre 100 a 500 pg.mL* e muito téxico
quando a CLso foi inferior a 100 pg.mL™.

Todos os extratos das flores e flores obtiveram resultados da CLso abaixo de 100
ug.mLt portanto considerados potencialmente téxico, enquanto os resultados dos o6leos
essenciais da folha mostraram alta toxicidade e toxicidade moderada nos 6leos essenciais da
folha coletada no periodo chuvoso nos horérios da tarde e noite, como demonstra as Tabelas
I1-4 e I11-5.

Nos controles negativos ndo houve mortalidade, ndo sendo necessario aplicar a
formula de Abbout. Entretanto, o solvente usado ndo interfere nos resultados, portanto as
atividades apresentadas estdo relacionadas com as amostras testadas.

Conforme o teste de citotoxicidade realizado por Rosa (2016), com o éleo essencial de
Myrcia sylvatica, coletada no municipio de Carolina - MA, demonstrou neste ensaio uma forte
toxicidade <100 pug mL™?, indicando possivel potencial para o desenvolvimento biotecnoldgico
de formulacgdes farmacéuticas.

Em outro ensaio citotoxico com a espécie Hyptis fruticosa foi observado letalidade
com as amostras de extratos metandlicos sobre A. salina, apresentando valores de CLso < 1000
g mL* (MORENO et al., 2005). Enquanto, os 6leos essenciais (folhas) e extratos (folhas e
flores) da espécie H. dilatata estudada neste trabalho, apresentaram toxicidade para A. salina,
respectivamente <100 pg mL™ e <500 pg mL™,

El Mensshavi et al. (2010), afirma que os ensaios efetivos de substancias sobre A.

salina é um forte indicador para a pré-implantacdo destas substancias em estudos de atividade
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terapéutica contra tumores solidos. Batista et al. (2013) reforca a teoria que as atividades
bioldgicas: toxicologicas, antibacterianas, antioxidante entre outras, sdo decorrentes dos
metabdlitos secundarios encontrados nas plantas. McLaughlin e Rogers (1998), explica que 0s
testes com A. salina sdo utilizados em uma dosagem dez vezes superior a concentracao
necesséria para inibicdo de 50% no crescimento celular em testes antitumorais. Entretanto se
pode verificar com os resultados de H. dilatata que sua atividade toxica pode ser empregada

em alguns testes bioldgicos.

34 Atividade antimicrobiana e fungicida do 6leo essencial da folha e dos extratos da folha e flor
H. dilatata

O Potencial antimicrobiano e fungicida dos 6leos essenciais das folhas e extratos das
folhas e flores de H. dilatata foram avaliados sobre asbactérias Gram-positivas: Staphylococcus
aureus (SA), Bacillus cereus (BC), Gram-negativas: Salmonella typhimurium (ST), Citrobacter
freundii (CF); Levedura: Candida albicans (CA).

Os resultados dos ensaios microbianos e fungicida dos 6leos essenciais da folha e dos
extratos hexanicos e etanolicos das folhas e flores de H. dilatata se mostrou efetivos obre as
bactérias e a levedura C. albicans, porém ndo houve inibicdo dos 6leos essenciais da folha no
ensaio com este fungo, somente com os extratos das folhas e flores.

A inibicdo das bactérias com éleos essenciais das folhas coletadas no periodo seco e
chuvoso foram observadas tanto nas bactérias Gram negativas, como nas Gram positivas
(Figuras 111-8 e 111-9).

Os valores de inibicdo dos 0leos das folhas coletadas no periodo seco no horério da
tarde nas bactérias, observando que o menor valor de Clso foi a melhor inibi¢éo, ocorreu com a
bactéria Gram positiva B.cereus Clso= 112,8 pug mL"* (Figura I11-8).

Em relacdo aos 6leos essenciais da folha coletada no periodo chuvoso, s6 ocorreu
inibicdo das bactérias Gram positivas testadas (Figura I11-9). A menor inibicdo ocorreu com o
6leo da folha coletada pela manha Clso= 78,8 pg mL! na bactéria S. aureus.

O controle utilizado nos ensaios bacterianos foi a penicilina Cls<1,95 pg mL™. A
porcentagem de inibicdo variou da maior concentracdo 250ug mL1(94,0 %), para a menor
concentracdo 1,95 pug mL2(92,8 %).
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Figura I11-8 — Curva de atividade de 6leo essencial das folhas coletadas no periodo seco/tarde: (A) Staphylococcus
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Figura I11-9 — Curva de atividade de 06leo essencial das folhas coletadas no periodo chuvoso/ manha: (A)
Staphylococcus aureus; e periodo chuvoso/tarde; B) Bacillus cereus.
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Nos extratos o0 menor valor de Clso foi inferior aos valores encontrados, considerando
os 6leos essenciais da folha. No extrato hexanico da folha no periodo chuvoso com Clso= 43,4
g mL, ocorreu sobre a bactéria Salmonella typhumurium e sobre S. aureus Clso = 58,5 ug
mL-1, observando-se que essas bactérias tiveram melhores inibicdes com extratos do que com
6leos essenciais. Comparando os resultados de inibicdo dos testes bacterianos com extratos e
6leos em relacdo ao periodo climatico, se observou que a quantidade de bactérias no éleo
essencial da folha no periodo seco, obteve um ndmero maior de inibicdo do que nos extratos.

Neste Gltimo, a inibicdo predominou no periodo chuvoso tanto na flor como na folha (Tabela
111-6).

Tabela I11-6 — Valores da concentracdo inibitoria (Clso), dos ensaios antibacterianos e fungicidas com os extratos
das folhas e flores de Hyptis dilatata coletadas no periodo seco e chuvoso.

Amostra/ Clso (ug mL™)
Extratos C. albicans S. aureus B. cereus S. typhimurium  C. freundii
FHS 22,5 - - - -
FES 14,1 161,4 - - -
FHC 136,5 58,5 101,1 43,4 130,4
FEC 72,6 - - - -
FLHC 27,4 72,2 86,8 - 130,9
FLEC 113,6 129,7 148,1 - -
FLHS - - - 84,4 -
FLES - - - - -

*FHS- Folha hexanico seco; FES-Folha etanélico seco; FHC - Folha hexanico chuvoso; FEC - Folha etanolico
chuvoso; FLHC- Flor hexanico chuvoso; FLEC - Flor etandlico chuvoso; FLHS - Flor hexanico seco; FLES —
Floretandlico seco. (-) - ndo houve inibicao.
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Os resultados utilizando fungos demonstram que houve inibicdo da levedura C.
albicans, onde os controles utilizados foram: a Nistatina com Clso=7,73 ug mL™ e o Miconazol
com Clso< 1,95 pg mL2. Os menores valores de CI50 na levedura ocorreram utilizando os
extratos da folha e da flor. O extrato etandlico da folha no periodo seco apresentoua melhor
inibicdo (Clso= 14,1 pg mL™) no mesmo periodo com extrato hexanico (Clso= 22,5 pug mL™1).

Na flor o menor ICso ocorreu com o extrato hexanico de periodo chuvoso Clso= 27,4 ug
mL. Comparando os resultados sobre C. albicans considerando os extratos da flor e folha, os
extratos da folha obtiveram melhores inibicdes.

Tratando-se de ensaios bioldgicos com bactérias neste estudo, os éleos essenciais das
folhas e os extratos da folha e flor sobre as bactérias Gram positivas, foram mais eficazes. Vaara
(1992), explica que as bactérias Gram negativas possuem resisténcia em diversos tipos de
antibioticos, isto ocorre devido uma membrana externa que envolve a parede celular,
dificultando o transporte de substancias hidrofobicas. Entretanto, em outras pesquisas com
6leos esséncias de algumas espécies de plantas a eficacia ocorre na maioria com as bactérias
Gram negativa, como é o caso da espécie Zataria multiflora estudada por Sharififar et al.
(2007). Isto ocorre, devido a afinidade deste dleo a estrutura lipidica da membrana que a
envolve, fazendo com que o material genético da bactéria se torne inativo ou até mesmo
ocasionar sua destruicdo (KIM et al., 1995).

Constantin et al. (2001) analisando os constituintes quimicos da espécie Piper
cernuum, observaram que o biciclo germacreno e B-cariofileno foram os majoritérios,
mostrando atividade com a levedura C. albicans e sobre a bactéria S. aureus, atribuindo as
inibicOes a estes compostos.

Bakkali et al. (2008) relata que as atividades antimicrobianas e fungicidas ndo estdo
associadas somente aos compostos majoritarios de uma planta, mas pode ser atribuida a uma
acdo de sinergismo. No caso de H. dilatata utilizada neste estudo, o B-cariofileno é o composto
majoritario no 6leo da flor, encontrado também no 6leo da folha em épocas e horérios diferente,
com variadas concentra¢fes. Concordando com o autor acima e relacionando a espécie em
estudo, os diversos constituintes presentes nas partes desta planta, como limoneno, a-pineno,
fenchona, 3-careno, canfora, Oxido cariofileno dentre outros, mesmo com pequenas
concentragdes, poderd esta agindo de forma sinérgica.

O é&cido carnosico ja estudado na espécie H. dilatata como relata Urones et al. (1998)
e Oluwatuyi et al. (2004), possui atividade contra cepas de S. aureus bastante resistentes.

Portanto essa mesma espécie coletada na area de cerrado em uma serra, em diferentes horarios
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e periodos poderdo ter produzidos metabélitos secundarios e terpenos, relacionados com a

inibicdo das bacterias utilizadas por esta pesquisa, bem como na levedura C. albicans.
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4 CONCLUSOES

Considerando o potencial do 6leo essencial da folha e dos extratos hexanicos,

etandlicos da folha e da flor, extraidos de épocas diferentes, pode-se concluir que:

Dentre os 22 constituintes quimicos identifcados na caracterizagdo quimica dos 6leos
essenciais das folhas de H. dilatata, em diferentes periodos climatico seco e chuvoso,
destacaram-se os majoritarios: fenchona, 3- careno, a- pineno, -cariofileno, Limoneno,
B-pineno e canfora.

N&o houve diferenca quanto ao tipo dos constituintes nos periodos seco e chuvoso,
somente em relacdo a porcentagem de concentracdo dos mesmos.

Tanto nos periodos seco e chuvoso os extratos hexanico e etandlicos, tiveram inibicéo
potente na enzima acetilcolinesterase e a maior toxicidade testado com o microcrustaceo
A. salina foi com o extrato hexanico da flor coletada no periodo chuvoso.

Quanto a atividade antimicrobiana a maior inibi¢cdo ocorreu nos extratos hexanicos da
folha coletada no chuvoso.

Os resultados das atividades bioldgicas com a enzima acetilcolinesterase, ensaios
bacterianos, fungicidas e a citotoxicidade indicam que podem esta relacionados com a
acdo dos constituintes quimicos apresentados na caracterizagcdo quimica dos Oleos
essenciais coletados nos periodos secos e chuvosos em horarios diferentes, em
concentragdes variadas dos compostos quimicos presentes.

A espécie H. dilatata tem potencial para a utilizacao e elaboracao de produtos terapicos
e desta maneira contribuir para o tratamento de doencas neurodegenerativas,

bactericidas e fungicidas.
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CAPITULO IV: ATIVIDADE LARVICIDA E ADULTICIDA DE EXTRATO E OLEO
ESSENCIAL DE Hyptis dilatata BENTH EM Aedes (Stegomyia) aegypti LINNAEUS, 1762 E
Anopheles darlingl ROOT, 1926

1 INTRODUCAO

Os mosquitos sdo insetos de pequeno porte e também conhecidos popularmente
pernilongos e carapands. Pertencem a familia Culicidae, para a qual sdo conhecidas
aproximadamente 3.500 espécies, classificadas em 95 géneros e distribuidas em todo planeta
(CANTUARIA, 2012; WRBU, 2017). Muitas espécies de mosquitos sdo transmissoras de
agentes etioldgicos de diferentes doencas, causando sérios problemas de saude publica em todo
o mundo (FORATTINI, 2002; WHO, 2017).

As doengas cujos agentes etioldgicos sdo transmitidos por mosquitos vetores,
representam uma grande ameaca para a saude das sociedades em todo o mundo. Essas doencas
em conjunto representam cerca de 17% das enfermidades que acometem 0 homem e estima-se
que cerca de 80% da populacdo mundial vive em areas com risco de pelo menos uma dessas
doencas, sendo que a metade em risco de duas ou mais (WHO, 2017).

Diversas espécies de mosquitos sdo consideradas vetores de agentes patogénicos,
contudo, considerando as principais doencas que acometem a populacdo brasileira, duas
espécies ganham notoriedade cientifica, Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) e Anopheles darlingi
Root, 1926.

1.1  Aedes aegypti e transmissdo de patdgenos ao homem

Aedes aegypti € uma das principais espécies de mosquitos de importancia
epidemioldgica, pois tém causado grandes problemas de salde publica em diferentes paises
onde sdo encontrados, por ser transmissor de diferentes patdgenos ao homem (CONSOLLI;
LOURENCO-DE OLIVEIRA, 1994; WHO, 2017).

Aedes aegypti é amplamente distribuido no globo terrestre, presente nas regides tropical
e subtropical, possui habito diurno, € altamente antropofilo e considerado uma das espécies de
mosquito mais associado a espécie humana (LOPES et al., 1993; FORATTINI, 2002; PRADO
etal., 2017). As fémeas desse vetor realizam o repasto sanguineo preferencialmente no homem,
€ nesse momento que pode ocorrer a transmissdo de agentes patogénicos a especie humana.
Apo6s o repasto, as fémeas dessa espécie realizam posturas de seus ovos, 0 que é feito

diretamente nas paredes umidas dos criadouros com agua, que podem ser diferentes tipos de
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recipientes artificiais, como também criadouros naturais (SOARES-DA-SILVA et al., 2012;
OLIVEIRA; NETO, 2017).

O Aedes aegypti possui desenvolvimento holometabolo, compreendendo os estagios de
0vo, quatro instar larval, pupa e adultos, em condic¢des naturais, seu ciclo de vida pode durar
em torno de 10 dias (FORATTINI, 2002). Os ovos é o estagio mais importante para a
disseminacéo da espécie pois, em condi¢cdes adversas, podem permanecer viaveis por até mais
de um ano, o que favorece a permanéncia da espécie no ambiente (SOARES-PINHEIRO et al.,
2016).

A presenca desse vetor em areas urbanas tem preocupado os 6rgaos de satde publica
pois, comprovadamente, esse mosquito é transmissor dos agentes etioldgicos da Dengue, Zika,
Chikungunya e febre amarela urbana. Essas doengas tém ocupado uma posicdo de destaque em
relacdo a saude publica, em varios paises das Americas, principalmente no Brasil, onde se
registra a ocorréncia de todas essas arboviroses simultaneamente, desde 2015 (BRASIL, 2017,
DONALISIO et al., 2017).

No caso da dengue, essa doenga aumentou 30 vezes nos Ultimos 50 anos, se ampliando
para novos paises. E uma doenca emergente e re-emergente em Varios paises e vem
preocupando as autoridades em salde, em quase todo o mundo, devido 0s casos graves e letais
que ja ocorreram (BRASIL, 2017).

No Brasil, em 2017, até a semana 33 epidemioldgica foram registrados 214.990 casos
provaveis de dengue, com uma incidéncia de 104,3 casos/100 mil habitantes. Na regido norte
foi registrado 20.428 casos, até a presente data (BRASIL, 2017). No estado do Amazonas foram
registrados 3.722 casos até a semana epidemioldgica 33 (BRASIL, 2017).

Em relacdo aos casos de virus Zika no pais, até a semana epidemioldgica 33, 0s
levantamentos de dados registraram 15.518 casos provaveis, sendo 383 notificados para o
Amazonas (BRASIL, 2017). Em relacdo ao Chikungunya, até o mesmo periodo, foram
registrados 167.813 casos. No estado do Amazonas, o himero de casos provaveis foi de 242
(BRASIL, 2017).

A febre amarela, por outro lado, que embora seja possivel a vacinacdo da populagao
humana contra essa doenca, tem se tornado assunto preocupante na saude publica, pois surtos
dessa doenca acontecem no Brasil em extensdo variavel. Entre dezembro de 2016 e Julho do
ano de 2017, foram confirmados 777 casos e 261 6bitos no pais (BRASIL, 2017).
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1.2 Anopheles darlingi e transmissdo da malaria

O mosquito An. darlingi € o mais importante vetor da malaria nas Americas
(ZIMMERMAN 1992; HIWAT,; BRETAS, 2011; NARANJO-DIAZ et al., 2013; TADEI et al.,
2017). A sua distribuicdo estende-se desde América Central até a América do Sul, sendo
considerado o principal vetor sul-americano da malédria humana (ACHEE et al., 2006;
MORENO et al., 2007). No Brasil, estd presente em todo territorio nacional, com excecéo das
regides secas e locais de alta altitude, contudo, € encontrado em maior abundancia na regido
amazonica, local que concentra 99% dos casos de malaria atualmente (TADEI et al., 1998;
2017).

Entre os anofelinos, An. darlingi é considerada uma das espécies mais antropoéfila
(NARANJO-DIAZ et al., 2013; BARBOSA et al., 2016). As larvas dessa espécie sao
predominantemente encontradas em colecdes de agua com limites de fluxo perto do ambiente
humano (RUFALCO-MOUTINHO et al., 2016). As fémeas sdo hemat6fagas, tém preferéncia
em realizar repasto no homem e possuem o habito de adentrar as habitacbes humanas para
realizar repasto sanguineo, o que é feito geralmente no periodo crepuscular e noturno (TADEI
etal., 1998; 2017; OLIVEIRA et al., 2012).

A transmissdo do agente etiol6gico da malaria ao homem pelo An. darlingi, ocorre
quando as fémeas dessa espécie sdo infectadas com os protozoarios do género Plasmodium e,
posteriormente, picam um individuo sadio. A doenca tem um periodo de incubacao de 10 a 15
dias, o plasmodio multiplica-se no figado do homem e infectam as hemacias (REY, 2002;
NEVES, 2010). No Brasil, An. darlingi ja foi encontrado infectado P. vivax, P. malariae e P.
falciparum, este Gltimo provoca a forma mais grave de maléria em humanos, com mais de meio
milhdo de mortes por ano (ROCHA et al., 2008; SANTOS et al., 2009; WASSMER; GRAU,
2017).

A malaria € considerada umas das principais doencas parasitarias do Mundo e nos
altimos anos, o nimero de casos da doenca reduziu em proporcdes consideraveis. Entre 0s anos
de 2010 e 2015 a taxa de novos casos caiu em 21% e a mortalidade pela doenca reduziu 29%,
no mesmo periodo (WHO, 2017; SIQUEIRA, et al., 2017).

No Brasil, o Ministério da Saude lancou plano de eliminacdo da malaria, atingindo
bons resultados. No ano de 2016, o numero de casos notificados da doenca no pais, atingiu
129.195, representando uma reducédo de 9,7%, quando se compara com 0 numero de caso

registrado no ano de 2015 (143.161). Do total de casos notificados no pais, 501 foram
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registrados fora da Regido Amazonica. No estado do Amazonas em 2016, foram registrados 49.
198 casos, em Roraima (8.969), Acre (33. 175) (BRASIL, 2017).

Apesar do avango consideravel no combate a malaria, a transmissdo dos agentes
etiologicos continua e a doenca ainda € uma ameaca a saude publica no Brasil (BRASIL, 2017).
Nessa situacdo de reducdo da maléria no pais, € importante considerar que alteragcbes nos
ecossistemas locais podem aumentar a proliferacdo dos mosquitos vetor da malaria e,
consequentemente, pode levar ao aumento da incidéncia desta doenga. Estes podem ser
provocados por alteragdes no meio ambiente, como desmatamentos, implantacdo de
assentamentos agricolas, atividades de exploracdo de minérios, entre outras, circunstancias
comuns no cotidiano na regido amazonica (TADEI et al., 1988, 1998, 2010).

A principal ferramenta que levou a reducdo da malaria no mundo foi o combate aos
vetores. Nesse contexto, € importante considerar as diferentes estratégias de controle de vetores,
pois 0 combate aos mosquitos é preconizado como instrumento para prevenir com sucesso a
transmissao de agentes etioldgicos. O objetivo é reduzir minimamente ou interromper o contato

entre as populagdes humanas e as populacdes de mosquitos vetores (BARBOSA, 2010).

1.3 Medidas de controle vetorial

Historicamente, o controle de mosquitos vetores de agentes patogénicos é realizado
com a utiliza¢do dos produtos quimicos (MARCOMBE et al., 2012; LIU, 2015; ROCHA et al.,
2015). Estes inseticidas quimicos asseguram o controle populacional desses vetores, de forma
imediata. No entanto, o seu uso continuo pode levar a formacao de resisténcia das espécies de
mosquitos em curto prazo, fato recorrente em diversas regiées no mundo (DABIRE et al., 2008;
ALOU etal., 2010; DU et al., 2016; SMITH et al., 2016).

No Brasil, tanto para o controle Ae. aegypti quanto para o controle de An. darlingi,
prevalece ainda o0 uso de inseticidas quimicos nos programas, conforme dados do Ministério
da Saude (BRASIL, 2017). Portanto, as eficiéncias dos inseticidas utilizados nos programas de
controle desses mosquitos tém que ser avaliadas, no sentido de verificar o nivel de resisténcia
desenvolvido por esses vetores, para assegurar a eficacia das acoes implementadas (MACORIS
etal., 2014; SILVA et al., 2014).

Um exemplo classico de resisténcia desenvolvida pelo Ae. aegypti aos inseticidas
quimicos, trata-se do larvicida “Temef0s”. Este foi amplamente utilizado no tratamento focal
em criadouros desses mosquitos no Brasil, logo no inicio da implantacdo do programa de
controle do Ae. aegypti. No entanto, o uso prolongado deste produto levou a formagao de

resisténcia, em diferentes localidades do pais (DINIZ et al., 2014). Resisténcia aos inseticidas
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organofosforados e piretroides em Ae. aegypti tém apresentado desde os anos 1980/1990 e foi
demonstrado impacto sobre o controle desse vetor (CAMPOS; ANDRADE, 2001;
MARCOMBE et al., 2012).

Levando-se em conta An. darlingi, principal vetor da malaria na Amazonia, o primeiro
registro de resisténcia desta espécie aos inseticidas foi verificado em amostras coletadas em
Quibdo e Chocd, nordeste da Colémbia (QUINONES et al., 1984; SUAREZ et al., 1990).
Entretanto, neste pais j& houve casos de resisténcia cruzada entre os inseticidas DDT e
lambdacialotrina (FONSECA-GONZALEZ et al., 2009).

Considerando os vetores da maléria no Brasil, trabalhos relativos & avaliagdo do grau
de resisténcia aos inseticidas quimicos do programa de controle, séo relativamente escassos. De
acordo com Silva (2014), o fato de ndo ter sido ainda estabelecidas em laboratério colénias
destas espécies, € o fator limitante para o calculo da dose diagndstico. Este fator torna-se uma
barreira para a realizagcdo dos bioensaios, fundamentais para padronizar procedimentos que
permitam definir a susceptibilidade das populagdes de Anopheles darlingi, aos inseticidas
(SANTOS et al., 1999; SILVA et al., 2014).

No Brasil ndo ha registro de resisténcia aos inseticidas do An. darlingi, na regido
Amazonica atualmente, conforme dados do Laboratorio de Malaria e Dengue do INPA, em
colaboragdo com a SUCEM - Superintendéncia de Controle de Endemias do estado de S&o
Paulo (Tadei, comunicacao pessoal). Testes realizados nos municipios do estado do Amazonas
— S&o Gabriel da Cachoeira, Coari e Manaus; no estado de Rondonia — Candeias e Bate Estaca
e no estado do Tocantins — Cantdo e Anaja (controle), utilizando o KIT da OMS e papéis
impregnados pela geréncia da SUCEM (Superintendéncia de Controle de Endemias do estado
de Sdo Paulo), possibilitaram avaliar a resisténcia dos anofelinos quanto aos produtos
Deltametrina, Cipermetrina e Alfacipermetrina. Considerando-se os resultados obtidos naquele
periodo, observa-se:

1. Deltametrina: duas categorias: susceptivel (duas localidades) e susceptibilidade
diminuida (sete localidades).

2. Cipermetrina: duas categorias: susceptivel (uma localidade) e susceptibilidade
diminuida (oito localidades).

3. Alfacipermetrina: duas categorias: susceptibilidade diminuida (oito localidades) e
risco de resisténcia (uma localidade).

4. Os dados de Caseara, no estado do Tocantins, foram tomados como controle pelo

fato de ndo haver, naquele estado atualmente, atividades de controle com inseticidas.
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Desta forma, verificou-se que ha variagdo na susceptibilidade entre cidades do mesmo
estado e entre os estados. Porém, considerando os resultados obtidos constatou-se que 0s niveis
indicaram a necessidade de vigilancia continua para acompanhamento da evolugdo dos niveis
de resisténcia, constatados naquela primeira amostragem.

Diante da problematica do controle de ambos 0s vetores e da resisténcia que pode ser
desenvolvida pela intensa aplicacdo dos inseticidas, torna-se relevante introduzir medidas que
contribuam para o controle vetorial, mas que sejam produtos naturais, como extratos e 6leos
essenciais. Desta forma, sdo relevantes estudos que priorizam componentes biolégicos e com
potencial larvicida e adulticida, no sentido de contribuir para o controle dos vetores, sem
desencadear resisténcia, por serem produtos naturais (MEDEIROS, 2007; ROSA et al., 2016).

A prospeccdo de substdncias com propriedades inseticidas em plantas possibilita
detectar substancias bioativas, originadas do metabolismo secundario, as quais s&o menos
agressivas a0 meio ambiente. Muitas espécies de plantas sdo de extrema importancia para as
indUstrias farmacéuticas e para a producdo de fitofarmacos. Os Gleos essenciais, produtos
originados do metabolismo secundario das plantas, sdo misturas de terpenos, principalmente de
monoterpenos e sesquiterpenos, em algumas espécies. Devido a acdo em diversas atividades
bioldgicas, como larvicida, inseticida, ovicida, antibacteriana dentre outras, os estudos com
6leos essenciais foram ampliados em diversas Instituices de Pesquisa (ROSA et al., 2016).

No Brasil, muitas espécies de plantas foram analisadas para avaliar o potencial larvicida,
considerando os constituintes quimicos presentes nos extratos e 6leos essenciais. Praticamente
em todas as plantas registram-se constituintes quimicos que apresentam atividade larvicida,
como é o caso da espécie Magonia pubescens (Sapindaceae), que atua nas fases do
desenvolvimento do Ae. aegypti (SILVA et al., 2004).

A familia Lamiaceae passou a ser um dos alvos de estudos devido a composic¢ao quimica
presente no Oleo essencial de suas espécies, como € o caso de: Hyptis mutabilis, Hyptis
suaveolens, Protium heptaphyllum, Hyptis conferta. As substancias extraidas de vegetais sdo
fontes naturais de produtos de acdo inseticida, pois séo produzidas pelo vegetal, em resposta
aos ataques patogénicos de alguns insetos e microrganismos (TAFURT-GARCIA et al., 2015).

Considerando as especies desta familia se destaca a Hyptis dilatata Benth, objeto de
estudo desta pesquisa, conhecida como horteld do campo, encontrada em area de cerrado.
Conforme Tafurt-Garcia et al. (2015), os 6leos e extratos dessas espécies estdo entre os fatores
que determinam sua atividade de acdo inseticida.

O presente trabalho objetivou analisar a eficiéncia dos 0leos essenciais extraidos das

folhas e flores de H. dilatata coletadas nos periodos seco e chuvoso, testados em ensaios
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larvicidas e adulticidas de Ae. Aegypti e também em ensaios com larvas de An. darlingi. Em
relacdo ao desenvolvimento do prototipo do produto com dleo essencial, este foi avaliado

quanto a sua eficacia no controle de adultos de Ae. aegypti.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Bioensaio para avaliar a atividade inseticida dos 6leos essenciais e extratos de H. dilatata

2.1.1 Manutencédo de Aedes aegypti no insetario

Foi realizada coleta de ovos de Ae. aegypti em residéncias nos bairros da zona Leste
da cidade de Manaus-AM (SISB10/21264-3), para isso foram utilizados 20 armadilhas de
oviposicdo, denominadas ovitrampas. Essas armadilhas sdo constituidas de vasos pléasticos de
coloracdo preta, medindo nove cm de altura, com capacidade de 500 mL (Figura IV-1). No interior
das ovitrampas foram colocadas palhetas do tipo Duratree com cinco mm de espessura, 15 cm de
comprimento por trés cm de largura, colocadas verticalmente, com o lado aspero voltado para cima,
de modo a propiciar substrato para atividade de oviposi¢éo das fémeas. Como atrativo para as fémeas,
foi adicionado nas armadilhas 300 mL de infuséo de gramineas, preparadas a partir de 34g de capim
Colonido (Megathyrsus maximus) em oito litros de agua, fermentado por sete dias, em temperatura

ambiente.

Figura IV- 1 — Ovitrampas utilizadas para a captura de ovos de Aedes aegypti.

Fonte: Almeida, S.P. 2017

Apos sete dias de permanéncia nos domicilios as armadilhas foram recolhidas e
transportadas para o insetario de Ae. aegypti do Laboratorio de Malaria e Dengue, no Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA). As palhetas foram colocadas para secar €, em

seguida, foram verificadas em microscépio estereoscopico, com o objetivo de observar a
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presenca de ovos. As palhetas contendo ovos foram colocadas em bacias contendo agua para
eclosdo das larvas. Em seguida, as larvas foram transferidas para recipientes de plasticos
contendo agua, as mesmas foram alimentadas diariamente com a ra¢éo para rato (Teklad Global
18 %) e racdo para gato (Whiskas), na proporc¢édo de 1:1 (Figura 1\V-2). A cada dois dias foi
feita a troca de &gua, seguindo a metodologia de rotina do Laboratorio de Malaria e Dengue
(PINHEIRO; TADEI, 2002). As larvas foram mantidas até atingirem o estagio de pupa, as quais

foram transferidas para gaiolas de criacdo, para emergéncia dos adultos.

Figura IV- 2 — Criagdo das larvas de Aedes aegypti em laboratorio.

Fonte: Almeida, S.P. 2017

Os adultos obtidos foram identificados com auxilio de chaves especificas (CONSOLLI;
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; WRBU, 2017) e, posteriormente, os individuos
identificados como Ae. aegypti foram transferidos para gaiolas, sendo colocados individuos
machos e fémeas para reproducdo e obtencdo da geracao F1. Os adultos foram alimentados com
solucdo acucarada a 10%, contida em erlenmeyer com algoddo umedecido e, para as fémeas,
duas vezes por semana foi oferecido repasto sanguineo com a utilizacdo do hamster (Mesocricetus
auratus) devidamente anestesiado (CEUA-026/2016), colocado em cima da gaiola de criacdo dos

mosquitos por aproximadamente 30 minutos (Figura 1V-3).
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Figura IV- 3 — Repasto sanguineo das fémeas de Aedes aegypti em laboratdrio.

g

Fonte: Almeida, S.P. 2017

Nas gaiolas de criacdo dos mosquitos foi colocado um copo plastico de 100 mL,
contendo agua e uma fita de papel de filtro em sua parede interna, para servir como substrato
de oviposicao para as fémeas. Os ovos colocados foram transferidos para as bacias de plasticos,
as larvas obtidas (larvas geracdo F1) foram mantidas até atingirem o terceiro instar e, neste
momento, foram separadas para utilizagdo em bioensaios. As demais larvas continuaram
mantidas nas bacias de poliestireno e seguiram 0 mesmo processo de criacdo mencionado
anteriormente (PINHEIRO; TADEI, 2002). As fémeas da geracdo F1 foram utilizadas nos testes
de prova em garrafas para avaliar a atividade inseticida dos 6leos essenciais, realizados com a
espécie em estudo.

Também foram obtidos ovos da cepa Rockefeller, linhagem utilizada como referéncia
de susceptibilidade para comparagdo das mortalidades de Ae. aegypti, mantidos no laboratério
de Maléria e Dengue do INPA, para 0s quais seguiu-se 0 mesmo procedimento de criacao ja
descrito acima.

No insetario onde foi realizada a criacdo dos mosquitos, as condicdes foram
controladas, temperatura de 27 °C, umidade relativa em torno 70- 80 % e fotoperiodo de 12
horas (SCARPASSA; TADEI, 1990).

2.1.2 Coleta e manutencdo de larvas de Anopheles spp. e adultos de Anopheles darlingi.

Foram realizadas coletas de larvas de Anopheles spp. e adultos de An. darlingi na
cidade de Manaus/AM (SISBIO/21264-3). As coletas das larvas foram realizadas em
criadouros naturais da Zona Leste de Manaus, bairro Puraquequara - Km 9 (Km 9 03°03°09.1”’S

59°52°12.6”W), com a utilizacdo de conchas entomoldgicas. As larvas de Anopheles ssp.
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coletadas foram transferidas para bacias de poliestireno contendo &gua e transportadas para
insetario de Anopheles do Laboratorio de Malaria e Dengue no INPA. No insetario, trés vezes
por semana foram realizadas trocas de agua e as larvas foram alimentadas com racéo de peixe
(Tetramim® e Goldfish®), na proporg¢éo 1:1, seguindo a metodologia de criacdo do Laboratdrio
de Maléria e Dengue (SANTOS et al., 1981, SCARPASSA; TADEI, 1990). As larvas foram
mantidas até atingirem o terceiro instar, posteriormente selecionadas para a realizacdo de
bioensaios.

Os especimes de An. darlingi foram obtidos por meio de coletas de adultos, em
residéncias situadas na Zona Leste da cidade de Manaus, Ramal do Brasileirinho (Cristo Vive
03°01°33.1”’S 59°51°07.7"W). As coletas foram realizadas entre 18h e 21h, pelo método de
atracdo humana com protecdo, os adultos coletados foram acondicionados em copos
parafinados de 1000 mL cobertos com fil6 preso com liga de borracha e transportados para o
insetario do Laboratorio de Malaria e Dengue no INPA. No insetério, para as fémeas foi
ofertado repasto sanguineo em hamster Mesocricetus auratus (CEUA-026/2016), sendo que as
fémeas totalmente ingurgitadas foram colocadas para ovipor em copos individuais, coberto com
filé e preso com liga de borracha, contendo no fundo do copo um papel filtro umedecido com
agua destilada e acondicionado em isopor por trés dias (Figura 1VV-4), seguindo-se o protocolo

de manutencéo de anofelinos do Laboratério.

Figura IV- 4 — Oviposi¢do das fémeas de Anopheles darlingi.

Fonte: Almeida, S.P. 2017

Os ovos identificados com a utilizacdo de chaves especifica Faran (1981), ap6s a

confirmac&o da espécie An. darlingi, foram colocados em bandejas de plasticos com as laterais



125
contendo papel filtro para aderéncia dos ovos. As larvas que eclodiram receberam os mesmos
cuidados mencionadas anteriormente para os imaturos coletados diretamente nos criadouros e,
quando atingiram o terceiro instar, foram utilizadas nos bioensaios. Na figura abaixo se observa
as caracteristicas principais dos ovos de An. darlingi, com desta na demonstracdo do cdrion, em

forma de coroa e o do flutuador (Figura 1V-5).

Figura IV- 5 — Estrutura dos ovos de Anopheles darlingi.

Corion

Fonte: Almeida, S.P. 2017 Flutuadores

2.1.3 Bioensaios para avaliar atividade larvicida em Aedes aegypti e Anopheles darlingi.

Os bioensaios para avaliar atividade larvicida seguiram o protocolo de Dulmage et al.,
(1990), com modificacdes. Foram realizados bioensaios seletivos com o objetivo de detectar
toxicidade acima de 50 % de 6leos esséncias e extratos de folhas e flores de H. dilatata, contra
larvas de Ae. Aegypti e An. darlingi.

Foram testados Gleos e extratos das folhas e flores de H. dilatata obtidos nos periodos
seco e chuvoso, nos horarios da manha, tarde e noite, da seguinte forma: para as folhas, foram
testados seis Oleos essenciais, trés obtidos de coletas do periodo seco, sendo um de cada horéario
(manhd, tarde e noite), trés coletas no periodo chuvoso (manha, tarde e noite) e quatro extratos,
sendo dois do periodo seco (hexanico e etandlico) e dois do periodo chuvoso (hexanico e
etandlico). Em relacdo as flores foram testados dois tipos 6leos essenciais, um obtido no periodo
seco e outro de coleta do periodo chuvoso e quatroextratos, sendo dois do periodo seco

(hexanico e etandlico) e dois do periodo chuvoso (hexanico e etandlico).
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2.1.4 Bioensaios seletivos com larvas de Aedes aegypti, da cepa Rockefeller e com larvas de

Anopheles spp.

Os bioensaios seletivos foram realizados com larvas de terceiro instar de Aedes aegypti
da geracdo F1, da cepa Rockefeller e com larvas de Anopheles spp. Na realizacéo dos bioensaios
seletivos, para cada Oleo ou extratos foram preparadas a concentragdo de 500 pg/mL. As
respectivas massas foram pesadas em balanca analitica (modelo BP210D e marca Sartorious®)
e diluidas a 1000 pL em solvente DMSO.

Cada amostra foi testada em triplicata e, em cada uma, foi utilizado um copo
descartavel com capacidade de 50 mL, contendo 10 mL de &gua destilada, 10 larvas de terceiro
instar, alimento em po e 100 pL da concentragdo testada. As leituras de mortalidade ocorreram
nos intervalos de 24 horas, 48 horas e 72 horas e como controles negativo foram utilizados
DMSO e agua destilada.

As amostras que apresentaram mortalidade igual ou superior a 50 % foram utilizadas

nos bioensaios de dose para calculo da concentragdo letal mediana (CLso).

2.1.5 Bioensaios de Dose com larvas de Aedes aegypti e de Anopheles spp.

Os bioensaios de dose foram preparados de acordo com os resultados obtidos nos
bioensaios seletivos. Em cada dose testada, foram montadas réplicas de trés copos plasticos
com capacidade de 50 mL, contendo 10 mL de agua destilada, alimento, 10 larvas de terceiro
instar de Ae. aegypti e de An. darlingi. Os tratamentos tiveram diferentes concentracdes e nos
controles negativos continham somente &gua destilada com DMSO. O controle positivo
utilizado foi o inseticida quimico Temefds, realizado em trés réplicas, em uma concentracao de
0,012 pg/mL. Todos os tratamentos tiveram trés repeticdes, em dias alternados.

Apos a aplicacdo dos extratos e do Oleo essencial ocorreram as avaliacBes dos
bioensaios, por meio da contagem das larvas vivas e mortas, nos intervalos de 24 horas, 48
horas e 72 horas.

Os indices de mortalidade observados nos controles negativos serviram como base
para verificar a mortalidade natural das larvas que, segundo Dulmage et al. (1990), ndo pode

ultrapassar 10%.

2.1.6 Analise dos dados

Os dados da mortalidade obtidos dos bioensaios de dose foram utilizados para

determinagdo das concentrages letais medianas (CLso) e realizada pela analise de probit
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(FINNEY, 1971) considerando o nivel de significAncia de 95%, calculada com auxilio do
programa POLO PLUS® (LEORA, 2003) por meio de regressao linear dose-resposta.

2.1.7 Teste da atividade adulticida com Gleo essencial, pelo método de prova biolégica com

garrafas - padrdo CDC

O oleo essencial da folha coletada no periodo chuvoso no horéario da noite foi avaliado
quanto a atividade inseticida em mosquitos adultos, pois para esse 6leo foi obtido menor valor
de CLso para larvas de Ae. aegypti. Para isso foi utilizado o teste de prova bioldgica de garrafa,
seguindo-se a metodologia descrita por Brogdon e McAllister (1998), com modificaces.

Na realizacdo do teste foram utilizadas garrafas com capacidade de 250 ml, contendo
uma tampa de rosca, previamente lavadas com sabdo neutro e agua, autoclavadas e secas em
estufa a 60°C, por 40 minutos. Apds este procedimento, as garrafas foram identificadas e
etiquetadas conforme cada concentracao a ser avaliada, e foram testadas cinco concentragdes-
1000, 500, 250, 125, 62,5 pg /mL.

As concentragdes foram preparadas a partir de 1mL de cada solucéo do 6leo essencial
de H. dilatata, solubilizada em acetona, sendo posteriormente utilizadas para impregnar a
parede das garrafas, que foram deixadas deitadas e cobertas com papel toalha, por 24 h para
evaporacdo do solvente.

Cada concentracdo foi testada em quadruplicata e, em cada garrafa, foi colocada 15
fémeas dos mosquitos adultos que foram alimentadas 12 horas antes do teste (Figura 1V-6).
Como controle positivo foi utilizado o inseticida Lambdacialotrina na concentracdo de 10pg
/mL, e como controle negativo foi colocada uma garrafa contendo apenas 1 mL de acetona.

O teste foi realizado em trés repeticOes, em dias alternados, em condigcdes de
temperatura 28+2°C e umidade relativa do ar 80%. As leituras foram realizadas de 15 em 15
minutos até completar 90 minutos, sendo registrado o numero de individuos mortos e sob o

efeito Knockdown (imobilidade de movimentos), em cada concentracao.
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Figura IV- 6 — Garrafas impregnadas contendo as fémeas de Aedes aegypti.

Fonte: Almeida, S.P. 2017

2.1.8 Protdtipo do Produto com 6leo essencial de H. dilatata para teste inseticida do

mosquito Aedes aegypti.

2.1.8.1 Desenvolvimento do Protétipo do Produto

O proto6tipo e o teste de eficicia do inseticida para mosquito foi desenvolvido segundo
o0 protocolo da ANVISA (BROGDON; CHAN, 2013), com modificacdes.

O prototipo do produto foi realizado na concentracdo de 5% para o volume de 10 mL.
Contendo 0,5 mL do 6leo essencial da folha H. dilatata coletada no periodo chuvoso no horario
da noite, 7,5 mL de alcool etilico (CHs CH20H), 1 mL de acetona (CH3COCHS3s) e 1mL de 4gua

destilada.

2.1.8.2 Avaliacéo da Eficacia do Prototipo do Produto

No desenvolvimento do teste utilizou-se 5 gaiolas de papeldo novas (Figura 1V-7),
com medidas aproximadamente de 17 cm de diametro e 17 cm de altura, cobertas com tela.
Quatro gaiolas foram impregnadas com o prot6tipo do produto e uma foi utilizada como
controle negativo. Apds a aplicagdo do produto, em cada gaiola foram colocadas 15 fémeas de
Ae. aegypti com cinco dias de idade. As fémeas foram previamente alimentadas por meio de
repasto sanguineo de hamster Mesocricetus auratus (CEUA-026/2016) 24 horas antes do teste.
Como controle negativo foi utilizado 1 mL de acetona e 9 mL de alcool etilico.

Logo depois da soltura das fémeas foi realizada leitura nos tempos de 1, 5, 10, 15 e 20

minutos e também nos tempos de 4, 8, 12 e 24 horas, para avaliar o efeito knockdow (posicao
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em que o inseto se encontra sobre o efeito do produto aplicado, tombado na superficie do fundo

da gaiola). O teste foi realizado em temperatura de 25,7 °C, com umidade do ar de 56%.

Figura V- 7 — Testes de atividade inseticida do prot6tipo do produto do 6leo essencial de Hyptis dilatata para o
controle de adultos de Aedes aegypti.

Fonte: Almeida, S.P. 2017

2.1.8.3 Anélise Estatistica

A mortalidade e o efeito knockdow das fémeas no teste adulticida do 6leo essencial
foram analisados por meio do teste de Kruskal Wallis, e em seguida pelo teste de Dunn. O efeito
Knockdown do prot6tipo do produto foi analisado nos diferentes intervalos de tempo,
submetidos a andlise de Variancia (ANOVA). As analises foram realizadas no programa
estatistico BioEstat versdo 5.0 for Windows, com nivel de significAncia de 5 % (a =0,05)
(AYRES et al., 2007).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacdo da atividade larvicida

3.1.1 Bioensaio seletivo com larvas de Aedes aegypti, da cepa Rockefeller e de Anopheles
spp.

Nos 6leos essenciais das folhas da espécie H. dilatata, foi verificada mortalidade de

100 % para o Ae. aegypti e para a cepa Rockefeller as duas linhagens de mosquitos de Ae.
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aegypti. No entanto, os extratos hexanicos e etandlicos dos periodos seco e chuvoso, nao
mostraram toxicidade tanto para Ae. aegypti como para a cepa as duas linhagens de Rockefeller.

Quanto as flores, os 6leos esséncias dos periodos seco e chuvoso também apresentaram
atividade larvicida de 100% tanto para o Ae. aegypti como para a cepa Rockefeller. Em relacao
aos extratos, o etandlico também néo indicou toxicidade para o Ae. aegypti como para a cepa
Rockefeller, enquanto que o extrato hexanico mostrou atividade nos dois periodos climaticos,
sendo os valores de mortalidade para Ae. aegypti (seco: 83,3%; chuvoso: 76,7%) e para cepa
Rockefeller (seco:90%; chuvoso:80%).

Os percentuais de mortalidade de larvas de Ae. aegypti e da cepa Rockefeller obtidos
com a utilizagdo de dleos e extratos de H. dilatata foram semelhantes, conforme descritos
acima. Levando em consideragdo que a cepa Rockefeller é referéncia em susceptibilidade
(WHO, 2006), esses dados evidenciam que a linhagem de Ae. aegypti utilizada para os testes
de toxicidade ndo tinham resisténcia natural aos 6leos essenciais e extratos de H. dilatata.

Em relacdo aos testes com Anopheles spp. foram avaliados os 6leos essenciais
extraidos das folhas e flores, coletadas no periodo seco e chuvoso nos trés horarios. Todos 0s
6leos essenciais utilizados apresentaram toxicidade acima de 50 % e foram utilizados para
determinar as concentragoes letais da CLso. Nos controles negativos (DMSO, H20), os testes
com Oleos essenciais e com extratos para Ae. aegypti e Anopheles spp., a mortalidade foi inferior
a 10%.

Na literatura encontram-se referéncias sobre plantas que mostram atividade inseticida
para mosquitos e se constituem em material valioso para a obtencdo de novos inseticidas. Os
resultados obtidos nesse trabalho evidenciam o potencial que H. dilatata apresenta para o
controle de larvas de mosquitos de Ae. aegypti e de espécies do género Anopheles.

Na literatura hé descrigdes de espécies de plantas que apresentam atividade larvicida,
seja na forma de extratos, seja na forma de 0leo essencial, extraidos de diferentes estruturas das
plantas (GOMES, 2016; PORTO et al., 2017). Estudo realizado com extrato aquoso de
sementes da espécie Caesalpinia ferrea Mart, conhecida como Jucé ou pau de ferro, apresentou
85% de mortalidade para larvas de Ae. aegypti (CAVALHEIRO et al., 2009). No entanto, em
relacdo a espécie em estudo neste trabalho - H. dilatata, o extrato hexanico da flor coletada no
periodo seco, mostrou percentual mais elevado — 95% de mortalidade, tanto para Ae. aegypti
como para a cepa Rockefeller.

Extratos das folhas com baixa toxicidade para mosquitos foi relatado também por
Coelho et al. (2009), em estudos com duas espécies Guarea guidonia (L.) Sleumer e Guarea

kunthiana A. Juss, para as quais ndo foi observada atividade larvicida. Dados semelhantes
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foram obtidos neste trabalho, pois extratos das folhas de H. dilatata ndo foram toxicos para
larvas de Ae. aegypti, para a cepa Rockefeller e Anopheles ssp., como relatado anteriormente.

Oleos essenciais com elevada toxicidade para larvas de mosquitos foi relatado também
por Franca (2015), que testou Oleos essenciais de folhas e flores da espécie Piper capitarianum
Yunck 1966. Os resultados mostraram indice de mortalidade de aproximadamente 100% para

as larvas de Ae. aegypti, da cepa Rockefeller de Anopheles ssp.

3.1.2 Bioensaios de dose para Aedes aegypti e Anopheles darlingi.

Considerando os valores da CLso obtidos para 0leos extraidos das folhas coletadas nos
periodos seco e chuvoso, verifica-se que os Gleos essenciais do horario da noite, nos dois
periodos climéticos foram mais toxicos para as larvas de Ae. aegypti. Na avaliacdo de 24 horas
foram obtidas a CLsode 47,02 pg/mL e CLso= 55,69 para os 6leos extraidos das folhas coletadas
no horéario da noite, nos periodos chuvoso e seco, respectivamente. Nas leituras de 48 e 72
horas, os valores da CLso, respectivamente no horario da noite no periodo chuvoso foram 45,71
pg/mL e 40,10 pg/mL e no horario da noite do periodo seco nas leituras de 48 horas — 44,26
ng/mL e em 72 horas- 40,35 pg/mL. Oleo da folha coletado no horério da tarde, no periodo

seco foi o que apresentou menor toxicidade com valor de CLso 83,74 pug/mL (TabelalV-1).
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Tabela IV- 1 — Valores de CL50 em mg/L dos 6leos essenciais de Hyptis dilatata contra larvas de Aedes aegypti nos intervalos de observacdo de 24, 48 e 72 horas.

Oleo 24h (1C 95 %) ¥2 Slope +SE 48h (IC 95 %) a Slope +SE 72h (1C 95 %) v Slope +SE GL
FMC 68,75 (57,88-76,17) 7,45 7,81 (0,78) 64,63 (53,15-71,50) 5,86 7,38 (0,81) 59,92 (41,16-68,53) 6,28 6,15 (0,78) 3
FMS 59,56 (55,34 -62,90) 1,02 9,33 (0,97) 58,26 (53,82-61,71) 184  933(101) 57,32 (52,62 -60,92) 2,22 9,12 (1,02) 4
FTC 59,70 (53,85-67,16) 4,70 6,34 (0,52) 59,47 (54,35-65,93) 307  562(049) 56,84 (53,86-60,16) 2,57 5,69 (0,48) 3
FTS 83,74 (74,79- 99,37) 256 4,07 (0,58) 76,67 (68,78-89,11) 066  372(047) 69,94 (63,52-79,12) 0,26 3,87(0,46) 3
FNC 47,02 (37,99-55,75) 6,79  587(0,43) 45,71 (38,91-52,50) 424  6,02(045) 40,10 (32,56-47,83) 5,04 5,21 (0,38) 4
FNS 55,69 (44,20-61,78) 3,19 8,74 (1,27) 44,26 (32,84-53,63) 6,36  556(046) 40,35 (27,64-51,57) 928  4,98(0,38) 3
FLC 56,55 (45,46-61,48) 432  12,00(1,66) 55,57 (51,08-58,35) 065  13,82(2,23) 55,57 (51,08-58,35) 0,65 13,82 (2,23) 3
FLS 79,16 (65,55-93,24) 1342 8,06 (0,66) 69,34 (59,49-78,84) 770  685(053) 66,29 (55,62-76,27) 8,15 6,29 (0,50) 3
Extratos
FLHC 216,18 (193,96-236,42) 0,54 5,96 (0,53) 167,83 (128,99-210,42) 6,26 4,64 (0,32) 167,56 (106,63-240,70) 14,74 5,14 (0,37) 3

FLHS 238,17 (223,31-253,48) 1,17 467 (047) 19867 (181,72-21359) 1,98  410(0,38) 152,21 (128,02-170,40) 1,17 3,61 (0,49)

Temefds NC 0,002 (0,001-0,003) 15,07  2,82(0,02) 0,002 (0,001-0,00) 8,76 2,80 (0,22) 3

* FMC- Folha manha chuvoso; FMS — Folha manh seco; FTC — Folha tarde chuvoso; FTS — Folha tarde seco; FNC — Folha noite chuvoso; FNS — Folha noite seco; FLC —Flor
do periodo chuvoso; FLC — Flor do periodo seco; Flor: extrato hexano chuvoso; Flor: extrato hexano seco; *x? — Qui-quadrado; * SE-Erro padréo; * IC- Intervalo de confianca;
GL- *Grau de liberdade.
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Em relacdo a flor, o 6leo essencial mais toxico foi o extraido do periodo chuvoso,

com valor de CLso = 56,55 pg/mL na leitura de 24 horas e 55,57 pg/mL nas leituras de
48 e 72 horas. Os extratos hexanicos foram os menos toxicos, para os quais os valores de
a CLso foram trés vezes maiores que o obtido para os 6leos essenciais (Tabela 1V-1). Para
0s extratos hexanicos os valores da CLso foram 216,18 pg/mL e CLso = 238,17 pg/mL,
na leitura de 24 horas, com 48 horas os valores foram de 167,83 pug/mL e 198,67, nos
periodos seco e chuvoso, respectivamente (Tabela 1V-1).

O inseticida temephds, usado como controle positivo, apresentou CLso = 0, 0024
Hg/mL na leitura de 48 horas, e CLso= 0, 012 pg/mL na leitura de 72 horas e o controle
negativo DMSO/H20 mostraram mortalidade < 5%. Considerando as leituras de 24, 48,
72 horas, todas as amostras de 0leos essenciais e extratos hexanicos testados nos ensaios
com Ae. aegypti, se adequaram a analise de probit em pelo menos um intervalo de leitura.

Comparando-se a espécie da planta em estudo, com outra espécie do mesmo
género Hyptis, em relagdo ao resultado da CLso para as larvas de Ae. aegypti, a Hyptis
pectinata L. Poit apresentou CLso de 366mg/L para os dleos essenciais da folha (ROSA
et al., 2106). No entanto a CLso dos 0leos essenciais das folhas de H. dilatata apresentou
uma toxicidade maior frente as larvas de Ae. aegypti. Outra espécie estudada que
apresentou a CLso do dleo essencial maior do que a encontrada nos éleos essenciais das
folhas e flores de H. dilatata foi a espécie Schinus terebinthifolius Raddi mostrando CLso
= 173,34 ug/mL, no 6leo do fruto (COLE, 2008).

Nos bioensaios com as larvas de An. darlingi, o 6leo essencial da flor coletada
no periodo seco foi o que mostrou maior toxicidade - CLso= 169,68 pg/mL na leitura de
24 horas, seguido do 6leo essencial da folha coletada no horario da manha, periodo seco,
para o qual o valor de CLso foi 189,28 pg/mL. Na leitura de 48 horas as CLso foram 154,36
Hg/mL e 151,83 ug/mL para ambos os 6leos essenciais, respectivamente. O éleo essencial
da flor coletada no periodo chuvoso foi 0 menos toxico e o valor obtido foi CLso= 290,87
pg/mL (Tabela 1V-2). Na avaliagdo da atividade larvicida com os 6leos essenciais para
An. darlingi, tomando como base os valores de CLso, verifica-se que todos os 0leos
essenciais se adequaram a analise de probit, pelo menos em uma leitura com intervalo de
confianca de 95% (Tabela I\VV-2). O controle positivo Lambdacialotrina 5CE resultou em
100% de mortalidade das larvas, portanto ndo foi possivel calcular a CLso, € 0 controle

negativo apresentou mortalidade < 5%.
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Tabela IV- 2 — Valores de CL50% nos 0leos essenciais de Hyptis dilatata contra larvas de Anopheles darlingi nos intervalos de observacédo de 24, 48 e 72 horas.

* FMC- Folha manhé chuvoso; FMS — Folha manhé seco; FTC — Folha tarde chuvoso; FTS — Folha tarde seco; FNC — Folha noite chuvoso; FNS — Folha noite seco; FLC —

Oleo 24h (1C 95%) y>  Slope +SE 48h (IC 95%) ¥>  Slope +SE 72h (1C 95%) ¥  Slope+SE  GL
FMC 274,71 (258,81 - 288,64) 2374 8,72 (1,16) 220,17 (207,46 - 233,57) 294 579 (044) 196,97 (185,19 - 209,09) 056 5,71 (0,45) 3
FMS 189,28 (164,23 - 213,94) 331 438(038) 151,83 (135,95 - 166,00) 2,73 388(0,39) 141,05 (126,43 -153,76) 212 4,34 (0,45) 3
FTC 244,77 (199,68 - 279,57) 528 592(054) 222,95 (148,92 - 268,49) 843 551(056) 221,76 (176,40 - 254,04) 495  617(0,62) 3
FTS 217,95 (170,47 - 273,43) 482 284(026) 160,21 (121,76 - 191,60) 590 4,08(0,39) 177,90 (156,96 - 197,32) 127 2,88(0,32) 3
FNC 280,85 (254,29 - 303,95) 044 686(0,79) 219,88 (149,72 - 347,82) 2028  4,75(0,35) NC NC - 3
FNS 210,95 (191,81 - 230,44) 295 482(043) 207,16 (129,36 - 427,60) 1360 2,50(0,23) 137,46 (81,47-225,57) 14,83 2,87 (0,20) 3
FLC 290,87 (275,32 - 307,69) 156  6,65(0,53) 252,66 (227,86 - 281,17) 1027 6,88 (0,51) NC NC - 5
FLS 169,68 (119,51 - 213,92) 845 398(0,32) 154,36 (108,45 - 193,73) 762 4,00(0,34) 151,04 (108,79 - 187,56) 711 4,16 (0,35) 3

Flor do periodo chuvoso; FLC —Flor do periodo seco; *x? — Qui-quadrado; * SE-Erro padrdo; * IC- Intervalo de confianga; GL- *Grau de liberdade.
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Outros autores tém demonstrado atividade larvicida de substancias extraidas de

plantas, para larvas de An. darlingi, obtendo-se valores variaveis da CLso (MESQUITA,
2012). Estudo de atividade larvicida de substancias derivadas do neonicotinoides mostrou
que as larvas de An. darlingi foram susceptiveis a substancia sintetizada 3- hidroxipiridina
6-cloro 2- aminotiemetil hidrazina, para qual o valor da CLso= 503 ppm, no intervalo de
48 horas (MESQUITA, 2012). O 6leo essencial extraido da flor de H. dilatata coletada
no periodo seco, testado nas larvas de terceiro instar, mostrou maior toxicidade em
comparacgéo e apresentando a CL50=169,68ug/mL, no intervalo de 24 horas, valor este
menor do que a substancia derivada dos neonicotinoides. Portanto, sendo promissor como
inseticida natural para as larvas de An. darlingi.

Resultados semelhante também foram demonstrados com o 6leo essencial da
folha de P. capitarianum, que apresentou CLso de 141,45 pg/mL sobre as larvas de
Anopheles ssp., em 24 horas de exposicdo (FRANCA, 2015). Esses dados corroboram
com o encontrado nesse estudo para 0s 6leos essenciais das flores, coletadas no periodo
seco, em larvas de An. darlingi.

O horario de coleta das folhas e flores das plantas pode estar relacionado com o
periodo de maior concentracdo das substancias com acao inseticida, produzidas pelas
plantas. Considerando H. dilatata, objeto de analise deste trabalho, os 6leos essenciais da
folha e flor, coletados no periodo chuvoso, foram os mais toxicos. Quanto aos 6leos
essenciais da folha, € importante considerar ainda que o horario da noite mostrou
melhores resultados para Ae. aegypti. Por outro lado, para An. darlingi, os 6leos da folha
e flor do periodo seco mostraram maior toxicidade. Em relacdo ao horario, constatou-se
que as folhas coletadas pela manhé& foram as que apresentaram maior atividade inseticida.

A maior toxicidade da folha ou flor esta relacionada com os tipos e percentuais
de constituintes quimicos, presentes nos Oleos essenciais das plantas. No geral as
substancias presentes nesses vegetais estdo relacionadas com mudancas da temperatura e
umidade, ao longo do dia (MELO et al., 2011).

Em relacdo do periodo da coleta das folhas e flores, com a presenca de
constituintes quimicos de acdo larvicida, é de extrema importancia para indicar 0s
melhores horéarios e periodos para proceder a coleta de material para a realizacdo dos
bioensaios, com larvas de mosquitos. Estudos realizados com o 6leo essencial das folhas
da goiabeira Psidum guajava L., coletadas em diferentes horarios do dia, mostraram que

ndo houve diferenga na constitui¢cdo quimica, de forma qualitativa em relacéo ao horério,
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mas verificou-se que houve maior porcentagem de sesquiterpeno e monoterpeno em

diferentes horérios, grupos que apresentam acgdes inseticidas (SILVA et al., 2016).

Santos et al. (2006) estudaram os Oleos essenciais das espécies da familia
Boraginaceae e verificaram que 0s constituintes monoterpenos e sesquiterpeno estdo
relacionados com a elevada atividade larvicida destas plantas, contra larvas de Ae.
aegypti.

Em relacdo ao 6leo essencial de H. dilatata, como demonstrado neste trabalho
(Capitulo 3), a caracterizacdo quimica permitiu verificar que nos 6leos essenciais, a
porcentagem de monoterpenos € maior que 0s sesquiterpenos, contudo nao foi verificado
diferenca entre os constituintes, em relacdo ao periodo de coleta. Por outro lado, é
importante ressaltar que o 0leo da folha coletado em horario noturno e no periodo
chuvoso, selecionado para o teste adulticida, apresentou uma maior toxicidade nas larvas
de Ae. aegypti.

Em varias espécies de plantas, Maciel et al. (2010) relataram que em testes
fitoquimicos foi possivel constatar a presenca de fenois, flavondides, cumarinas,
alcaloides, que contribuem como acdo tdxica, em diversas espécies de artrépodes. Estes
metabdlitos sdo substancias que podem estar relacionadas com a mortalidade nos ensaios
larvicidas, pois por meio da triagem fitoquimica, com os extratos hexanicos e etandlicos
da espécie H. dilatata, (capitulo 1), estes metabolitos citados acima se mostram presentes
na espécie.

Os estudos em Hyptis fruticosa e Lippia gracillis com larvas de Ae. aegypti
mostraram a CLso de 502 ppm e 98 ppm, respectivamente. As analises dos resultados
permitiram verificar que a espécie L. gracillis foi a mais toxica, apresentando na
constituicdo do seu 6leo 80,25% de monoterpenos e 18,14% de sesquiterpenos, enguanto
a H. fruticosa mostrou 36,58% de monoterpenos e sesquiterpeno 54,70% (SILVA et al.,
2008).

A acdo sinérgica dos constituintes quimicos é outro fator importante na atividade
larvicida (DIAS; MORAES, 2014; ROSA et al., 2016). Nas espécies Guatteria friesina e
Guateria blephorophyla os constituintes do 6leo essencial B-eudesmol e 6xido cariofileno
ndo apresentaram atividade larvicida quando foram testados isoladamente, por outro lado,
0 6leo essencial com todos os seus compostos teve toxicidade (CHENG et al., 2009).

Os Gleos essenciais de H. dilatata testados contra as larvas de Ae. aegypti e An.

darlingi apresentaram diferentes constituintes quimicos, sendo que o composto fenchona
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foi detectado em maior quantidade. Outros constituintes também foram detectados nos

6leos, mesmo em menor quantidade, como a-pineno e 3-careno. Para estes constituintes
ja foram comprovadas a atividade inseticida e estes compostos podem ter atuado em

sinergismos, na toxicidade dos 6leos essenciais testados (VIEGAS-JUNIOR, 2003).
3.2 Teste adulticida com Aedes aegypti

3.2.1 Teste de prova bioldgica com garrafas padrdo — CDC

O oleo essencial extraido da folha de H. dilatata coletada no periodo chuvoso
horario da noite foi utilizado para avaliar a atividade adulticida em Ae. aegypti e também
para teste como prototipo do produto. Esse Oleo apresentou maior toxicidade nos
bioensaios de atividades larvicida, obtendo a menor CLso.

O Oleo essencial foi ativo ap6s 15 minutos de exposicdo em todas as
concentracgdes, causando mais de 50% de mortalidade (Tabela IV-3). Nesse intervalo de
leitura, mesmo na menor concentracdo 62,5 pug/ml houve mortalidade (54,4%) com media
(8,2 £ 1,3), nas demais concentragdes, entre 125 a 500 pug/mL a mortalidade variou entre
62% a 86% (Tabela 3).

Os demais tempos tiveram mortalidade entre 50 a 70,6%, contudo, a mortalidade
observada em 15 minutos de exposi¢do ndo mostrou diferenca significativa em relacao
aos tempos de 60, 75 e 90 minutos (H=40,99; GL=5; P=0.0001).

A maior porcentagem de mortalidade ocorreu na concentragdao de 1000 pg/mL,
no tempo de 90 minutos (91,1%), ndo havendo nesta concentracdo diferenca significativa
nos tempos de 15 a 45 minutos, e entre 60 a 90 minutos. E importante ressaltar que a
mortalidade na concentracdo de 62,5 pug/mL foi muito semelhante ao obtidos para as
concentragdes mais altas, em todos os tempos de leitura (Tabela 1V-3). N&o houve
mortalidade no controle negativo acetona e o controle positivo Lambdacialotrina 5CE

registrou-se 100% de mortalidade das larvas.
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Tabela IV- 3 — Média e desvio padrdo da mortalidade de Aedes aegypti, por tempo de exposi¢do do 6leo
essencial da folha de Hyptis dilatata coletada no periodo chuvoso, no horario da noite.

Concentragédo Tempo (Minuto)
Hg/LI 15 30 45 60 75 90 P

62,5 82+1,3 87+06* 96+0,6* 100+06° 10,2+0,5° 106+1,0° 0,0001
125 94+1,0* 98+08  105+0,8® 109+0,7% 115+05° 11,7+0,4° 0,0001
250 95+08 106+0,8% 11,0+0,7%°° 11,6+0,9®* 122+0,6° 123+0,5° 0,0001
500 9,8+15* 10,7+05* 11,4+0,7%> 12,2+0,8* 126+0,6° 129+0,7°¢ 0,0001
1000 10,8 +#0,7¢ 11,5+0,8%® 12,1+0,7% 12,5+0,8* 13,1+0,5° 13,7+0,8° 0,0001

*Letras diferentes na horizontal indicam diferenca para o teste de contraste de médias pelo procedimento
de Dunn.

3.2.2 Teste do prot6tipo do produto

Observou se que o produto teve acédo para 0s mosquitos logo nos minutos iniciais
de exposicao (Figura 1VV-8). Houve variacao do efeito knockdown entre 1 a 20 minutos,
verificou-se que houve a diferenca significativa entre os tempos de 1 minuto (21,7%) e
10 minutos (68,3%) (F=3,30; GL=27; P= 0,0093).

Contudo, entre a leitura de 10 minutos para os demais tempos ndo houve
diferenca significativa, ou seja, o tempo inicial de 10 minutos de exposigéo das fémeas
ao prototipo do produto foi eficiente para que as fémeas ficassem sobre o efeito
knockdown, o que foi verificado nas leituras de 20 minutos e 4 horas com 71,7% das
fémeas em knockdown, 8 e 12 horas com 63,3%, e 24h (61,7%), como mostra a Figura 8.
Em relacdo ao controle do teste, a mortalidade foi menor que 5%.

Em relacdo ao nimero de mosquitos em knockdown ocorreu decréscimo, a partir
da leitura de 8 horas, pois nesse intervalo o nimero de mosquitos em knockdown foi
diminuindo, as fémeas foram se recuperando, o0 que acontece provavelmente devido ao

fato do 6leo essencial ser volatil.
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Figura IV- 8 — Acdo inseticida do 6leo essencial de Hyptis dilatata em mosquitos Aedes aegypti.
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Analisando o 6leo essencial extraido da folha de H. dilatata coletada no periodo
chuvoso horario da noite no teste de prova biologica com garrafas-CDC e no teste do
prototipo do produto, verificou-se a sua potencialidade em atividade inseticida. O efeito
inseticida do o6leo avaliado possivelmente estd relacionado com a presenca de
constituintes quimicos no 6leo essencial. De acordo com Viegas-Junior (2003), varios
monoterpenos isolados de plantas, destacando o a-pineno, 3-pineno, 3-careno, limoneno,
mirceno, a-terpineno e canfeno ja demonstraram toxicidade a diferentes insetos.

Os monoterpenos a-pineno, B-pineno, 3-careno, limoneno, mirceno, a-terpineno
e canfeno mostrou acdo inseticida no Oleo essencial de H. dilatata, utilizado no teste,
como mostra a caracterizagcdo quimica (cap. 3). A presenca desses constituintes
provavelmente esta relacionada com atividade inseticida verificada nos testes adulticida,
COmM 0S Mesmos.

Oleo essencial da folha de H. dilatata demonstrou eficécia contra as fémeas de
Ae. aegypti, pois o efeito de Knockdown foi verificado nos primeiros 15 minutos de
contato do 6leo com as fémeas, 0 que foi registrado pela observacdo dos sintomas como
agitacdo e hiperatividade, o que demonstrou potencialidade do 6leo para o controle do
mosquito, no estagio adulto.

A atividade adulticida de Oleos essenciais de plantas para mosquitos foi
constatada por outros autores (GOMES, 2012; MESQUITA, 2012). Mesquita (2012)
testou as substancias 3-hidroxipiridina-6-cloro-2-aminotiometil-hidrazina e 5-

nitrobenzoil-3-acido piridinacarboxilico-6-cloro-2-carbotioamida-hidrazina, derivadas
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de neonicotindides. Os resultados demonstraram que as fémeas de mosquitos nado

apresentaram susceptibilidade aos dois compostos testados, pois mesmo apds 24 horas de
exposicdo ndo houve mortalidade. Estes compostos a principio demonstraram nao serem
eficazes no controle de adultos, resultado diferente ao obtido para H. dilatata, que
demonstrou eficacia com o Oleo essencial da folha, ocorrendo a mortalidade dos
mosquitos, logo nos minutos iniciais de exposicdo, ou seja, efeito rapido.

Gomes (2012) realizou teste de repeléncia utilizando a substancia dilapiol,
isolado do 6leo essencial extraido das folhas de Piper aduncum. Os resultados mostraram
que o dilapiol isolado evidenciou capacidade de repeléncia pelo menos uma hora e meia
apos a aplicacdo do composto. Assim, como o 6leo essencial da folha de H. dilatata
também mostrou potencial para controle de adulto, contundo, neste trabalho o 6leo
testado mostrou efeito adulticida. O dleo essencial da folha de H. dilatata apresentou
atividade no periodo de 90 minutos, no teste bioldgico de garrafa, por outro lado para o
protdtipo do produto a agdo inseticida permaneceu por 4 horas.

Nos Oleos dos frutos de Schinus terebinthifolius Radd, manifestou acdo
inseticida sob adultos de Ae. aegypti com valor de CL50= 20,80 pl, néo havendo diferenga
significativa entre as concentracfes testadas (COLE, 2008). Resultados semelhantes
ocorreram com a espécie H. dilatata, que também ndo evidenciou diferenca entre as
concentragdes utilizadas nos testes.

Na eficacia do protétipo do produto de agdo inseticida possivelmente esta
relacionada com a acdo do sinergismo atribuida pela acdo dos constituintes quimicos,
presentes na planta. Conforme Viegas-Junior (2003), compostos quimicos atuam na
fisiologia e no comportamento dos insetos, como é o caso dos limondides que serve de
protecdo para as plantas contra insetos.

Substancias que apresentam efeito sinérgico relacionado aos inseticidas
quimicos sdo fatores importantes no controle dos mosquitos transmissores de agentes
etiolégicos, como Ae. aegypti e An. darlingi, portanto varios estudos sobre 0 modo de
atuacdo dessas substancias, estdo sendo realizadas atualmente com varios tipos de insetos
(GOMES, 2012).

Devido os produtos sintéticos causar resisténcias aos insetos, ocasionado pelo
seu uso prolongado, os setores agricolas, os 6rgdos de saude e os 6rgaos de legislacdo e

protecdo ambiental tém buscado estimular a substituicdo dos produtos sintéticos por
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métodos de controle bioldgico, que possam atender as necessidades, sem agredir o meio

ambiente (COLE, 2008).

Considerando essas condicdes, o desenvolvimento do protétipo do produto nesta
pesquisa com substancias extraidas de plantas, € um meio alternativo para substituicao de
produtos sintéticos. O 6leo essencial utilizado nos testes contra adultos de mosquitos,
também mostraram inibicdo da acetilcolinesterase, essa enzima é responsavel pela
degradacdo do neurotransmissor acetilcolina, quando presente na fenda sinaptica, o que
promove a propagacdo dos impulsos nervosos. Portanto, quando a enzima é inibida
impede a interrupc¢éo da propagacéo do impulso elétrico e, desta forma, o sistema nervoso
continuara sendo estimulado, causando um processo de paralisia que pode ocasionar na
morte do inseto (CABRINI, 2013).

O oleo essencial da folha de H. dilatata tem como constituinte quimico
majoritario a fenchona, que de acordo com a literatura mostra eficiéncia na inibicdo da
acetilcolina, bem como o a-pineno e 3-pineno (COSTA, 2013). Este processo de inibicédo
da acetilcolinesterase podera esta relacionado com a a¢do do protétipo do produto com o
6leo essencial da folha H. dilatata, devido a presenca de constituintes quimicos -
cariofileno, 3-careno, limoneno e canfora, 0s quais sdo capazes de inibirem a
acetilcolinesterase.

A eficacia do prototipo do produto contra adultos Ae. aegypti foi de até 8 horas
de exposicdo, resultado semelhantes ao encontrado por Lima et al. (2009), que
verificaram que larvas de Lepidoptera expostas ao 6leo essencial Piper hispidinervum,
voltaram suas atividades apds 8 horas de exposicdo com 0Oleo essencial. A recuperacdo
do efeito knockdown foi semelhante ao verificado nas fémeas de Ae. aegypti.

Constituintes presentes nos Oleos essenciais extraidos das folhas, flores,
sementes, como os normais terpendides e fenilpropandides, tém potencial de bloquear a
octopamina, um neurotransmissor de inseto (LIMA et al., 2009). Importantes
componentes quimicos presentes no 6leo essencial da folha de H. dilatata, portanto, esses
constituintes quimicos podem ter agido em Ae. aegypti, blogueando a octopamina
causando o efeito knockdown observado.

Os resultados do presente trabalho demonstram o potencial dos 6leos essenciais
de H. dilatata no controle dos mosquitos Ae. aegypti e An. darlingi, tanto nos estagios de

larvas como adultos. A andlise da atividade inseticida de 6leos essenciais € de extrema
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importancia na descoberta de novas moléculas, e para a producédo de produtos alternativos

que ndo causam danos ao ambiente (BAKKALI et al., 2008).

Considerando o controle das duas espécies em estudo, para Ae. aegypti, 0s
inseticidas sdo utilizados diretamente em recipientes artificiais, mantidos dentro dos
domicilios humanos. Em relacdo ao An. darlingi o controle é realizado nos criadouros
naturais, que sdo habitat de muitas espécies e, nesse sentido, a utilizacdo de inseticidas
naturais € importante do ponto de vista ambiental e seguranca, 0 que demonstra a

importancia do estudo.
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4 CONCLUSOES

Entre os 6leos essenciais e extratos de folhas e flores de H. dilatata testados em

larvas de Ae. aegypti e An. darlingi, coletadas nos dois periodos chuvoso e seco, conclui-

se que:

Todos os 6leos essenciais das folhas e flores mostraram toxicidade para larvas de
Ae. aegypti, porém o dleo essencial da folha coletada no periodo chuvoso no

horéario da noite, é o mais eficaz para o controle de larvas desse mosquito.

Em relagdo a Anopheles spp. também se verificou que todos os 0leos essenciais
das folhas e flores mostraram atividade larvicida, contudo, o 6leo da folha
coletado no periodo seco e no horario da manhd, apresentou maior toxicidade para
An. darlingi.

O oleo essencial da folha coletada no periodo chuvoso e no horério da noite,

também foi eficiente para o efeito de imobilidade de adultos de Ae. aegypti.

O protétipo do produto evidenciou atividade inseticida do 6leo essencial da folha
coletada no periodo chuvoso no horario da noite para adultos Ae. aegypti,

apresentando atividade nos minutos iniciais de contato com o0 mosquitos.

Os resultados relatados evidenciaram o potencial dos Gleos essenciais de H.

dilatata para o controle de larvas e adultos de Ae. aegypti e para larvas de An. darlingi.

Desta forma, a partir dos resultados obtidos neste estudo, os 6leos essenciais da folha de

H. dilatata é uma alternativa para o desenvolvimento de produtos, com acao inseticida

para ambos 0os mosquitos.
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CONSIDERACOES FINAIS

A metodologia desenvolvida, com base no perfil fitoquimico dos extratos das
folhas e flores da espécie Hyptis dilatata Benth, evidenciaram seu potencial com a
identificacdo dos metabolitos secundarios presentes. Com isso foi possivel a
caracterizagdo quimica dos 0Oleos essenciais das folhas e flores da espécie em estudo.
Contudo, a pesquisa realizada em diferentes periodos climaticos, demonstrou que o maior
rendimento do 6leo essencial extraidos das folhas e flores ocorreu no periodo seco. Isto
pode ser consequéncia das variacbes na concentracdo dos constituintes quimicos,
encontrados nas amostras das folhas e flores, e também ainda, ser influéncia do clima,
temperatura, tipo de solo, dentre outros.

A partir dos resultados obtidos neste estudo, verificou-se que as ac¢fes dos
constituintes quimicos podem ter influenciado nos resultados das atividades biologicas
com a enzima acetilcolinesterase, antimicrobiana, fungicida e com o teste de toxicidade
utilizando o microcrustaceo Artemia salina. Resultados relevantes se obtiveram também
em relacdo a acdo inseticida, testando os 6leos essenciais e extratos de folhas e flores de
H. dilatata, coletadados nos periodos seco e chuvoso, em larvas e adultos de Aedes
aegypti, bem como os 6leos essenciais que também foram testados nas larvas dos
mosquitos de Anopheles darlingi.

Os resultados foram promissores para elaboracdo de um prot6tipo do produto
como bioinseticida para o vetor Ae. Aegypti, com o 6leo essencial extraido da folha de H.
dilatata coletada no periodo chuvoso, no horario da noite. Este 6leo mostrou-se mais
eficiente nos testes larvicidas de Ae. Aegypti. Outros estudos e testes poderdo ser
desenvolvidos para aperfeicoar a formulacdo do produto, o qual demonstrou ter potencial
para acao inseticida.

Os dados deste trabalho séo inéditos, pois sdo as primeiras informacfes desta
natureza sobre H. dilatata, obtida na area da Serra do Tepequém, no Estado de Roraima.
Trata-se de dados importantes que possibilitam comparar parametros da atividade
bioldgica da espécie, obtidos em periodos climaticos diferentes, considerando as estagoes
seca e chuvosa.

As informacBes deste estudo denotam o valor cientifico dos dados
etnofarmacologicos da espécie pesquisada, pertencente a flora do cerrado da Amazoénia

Brasileira. Ressalta-se a caracterizacdo quimica dos Oleos essenciais, que exibem
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expressiva acdo nas atividades bioldgicas, particularmente a antimicrobiana, fungicida,

inseticida e nos testes in vitro com a enzima acetilcolionesterase.
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